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Summary

The influence of KLP and LPS on temperature re-
gulation and on the humoral immune response of
rabbits

Lydium KLP (dimer lysozyme) used in veterinary
practice as an immunostimulator has different effects
of action on humoral immunity of rabbits compared
with endotoxin (LPS) activity. E. coli endotoxin (Kroe-
ger O8) given intravenously induced humoral immu-
nity in rabbits after its first injection while the first
administration of Lydium KLP hardly stimulated
humoral immunity in comparison to the second dose.
LPS is commonly regarded as a pirogen while Lydium
KLP is not. The results obtained indicate different
effects of Lydium KLP and LPS on antibody pro-
duction and on temperature release.

Endotoksyna jest lipopolisacharydowym (LPS) sklad-
nikiem $cian bakterii Gram-ujemnych (3, 24). Jej cza-
steczka sktada sie z lipidu A, odpowiedzialnego za wia-
$ciwosci toksyczne 1 immunostymulacyjne, wielocukrowe;j
czesei rdzeniowej i taficucha O zbudowanego z podjed-
nostek cukrowych, warunkujacego swoisto$¢ antygenowa
(3, 12, 26). W warunkach naturalnych endotoksyna jest
uwalniana dopiero po uszkodzeniu bakterii, a takze w
fazie szybkiego ich wzrostu (3). Wybitne wilaSciwosci
pirogenne i immunostymulacyjne LPS wykorzystywane
sq w badaniach nad goraczka, ktéra wzbudzita w ostatnich
latach szerokie zainteresowanie fizjologéw jak réwniez
klinicystéw (11, 12, 23). '

LPS po przedostaniu si¢ do organizmu laczy si¢ z
biatkiem wiazacym lipopolisacharyd (LBP — Lipopoli-
saccharide Binding Protein), a kompleks ten wychwy-
tywany jest nastepnie przez receptory CD14 makrofagéw,
co indukuje z kolei wytwarzanie cytokin, takich jak in-
terleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6), czynnik mar-
twicy nowotwordw (TNF — Tumor Necrosis Factor),
interferony (IFN), ktére petnia funkcje pirogendéw en-
dogennych (1, 3, 11, 26). Przyjmuje sig¢, ze cytokiny te
przechodza barierg krew-modzg na wysokoSci organu na-
czyniowego blaszki koricowej (O.V.L.T. — Organum Va-
sculosum Laminae Terminalis) 1 indukuja wytwarzanie
PGE2 w podwzgorzu, ktéra powoduje przestawienie termo-
statu fizjologicznego termowrazliwych neuronéw na wy-
zszy, czyli goraczkowy poziom termoregulacji (3, 11, 25).

Kilkakrotne podawanie matych dawek endotoksyny
prowadzi do wytworzenia tolerancji w organizmie, a po
krétkim czasie przerwy wystepuje zjawisko nadwrazli-

wosci (12, 28). Dawka, ktéra wywotuje umiarkowana
goraczke, wywoluje wtedy wtérnie, w stanie nadwrazli-
wosci, wysoka goraczke z ciezkimi objawami ogélnego
szoku, mogacego prowadzi¢ do zejscia $Smiertelnego (1,
6, 13).

Celem badaii bylo poréwnanie wtasciwo$ci immu-
nostymulujacych LPS i Lydium KLP (dimer lizozymu)
na wytwarzanie przeciwciat oraz ich wpltyw na wyzwa-
lanie goraczki i regulacje temperatury.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 20 krélikach o masie ciata ok.
3 kg, rasy mieszanej ptci meskiej. Kréliki karmiono standar-
dowapasza LSK z Wytwdrni Pasz w Motyczu k. Lublina. Pasza
i woda byly podawane ad libitum. Kréliki podziclono na 5 grup
po 4 sztuki. Doswiadezenia rozpocezgto po dwoch tygodniach
aklimatyzacji. Otrzymane wyniki zostaly poddane analizie sta
tystycznej przy pomocy testu t-Studenta.

Uzyto do badan endotoksyny produkowanej ze szczepu E.
coli Kroeger O8 przez Wytwdrnig Surowic i Szczepionek w
Krakowie, ktéra podawano dozylnie krélikom w dawce 15
mg/kg m.c., za§ Lydium KLP (Nika Health Products) w dawce
0,02 mg/kg m.c. réwniez dozylnie.

Przed podaniem Lydium KLP i LPS, mierzono temperature
rektalna, pobierano krew do badad i mierzono ponownie tem-
perature rektalng po uptywie 2, 3, 48 i 72 godzin od podania.

Badania hematologiczne krélikéw prowadzono przez trzy
kolejne dni, obliczajac liczbg erytrocytéw i leukocytéw oraz
analizujgc réznicowy obraz krwinek biatych. Odpornos¢ hu-
moralna swoista byla badana wedtug metody hemaglutynacji
aktywnej (18), przy wykorzystywaniu jako kontroli dodatniej,
kréliczej surowicy hemolitycznej wobec erytrocytdéw barana o
mianie 3200 pochodzacej z Wytwdrni Surowic i Szczepionek
w Krakowie (18).

Pierwszego dnia wszystkie kréliki, oprécz grupy kontrolnej
5, otrzymaty domiesniowo 0,5 ml 50% zawiesiny erytrocytow
barana w ptynie fizjologicznym. Przed sporzadzeniem tej za-
wiesiny, erytrocyty barana przeptukiwano trzykrotnie w ptynie
fizjologicznym w celu usunigcia przeciwcial 1 antygendw
powierzchniowych. Miano przeciwcial hemaglutynujacych
okreslano jeden raz w tygodniu przez caly okres 8 tygodni
badania. .

Dnia 28-go krélikom powtdrnie podano domig$niowo ery-
trocyty barana. Grupa | otrzymata dodatkowo Lydium KLP
razem z LPS, a grupa 2 wytacznie LPS, za$ grupa 3 wylacznie
Lydium KLP.

Wyniki i omdéwienie

Kréliki otrzymujace LPS, wykazywaly najwyzszy wzrost
temperatury rektalnej, ktéra wynosita 41,4°C (ryc. 1). Podanie
krélikom LPS wraz z Lydium KLP powodowalo réwniez
wzrost temperatury rektalnej, ktéry byt jednak mniejszy o ok.
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Ryc. 1. Temperatura rektalna u keélikéw otrzymujacych dozylnie LPS,
Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP
* Réznice istotne statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng (p < 0,05)
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Ryc. 2. Liczba leukocytéw we krwi krélikéw otrzymujacych dozylnie
LPS, Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP

Réznice istotne statystycznie w pordwnaniu z grupa kontrolng (p < 0,05)
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Ryc. 3. Procent granulocytéw neutrofilnych we krwi krélikéw
otrzymujacych dozylnie LPS, Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP
* Réznice istotne statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolna (p < 0,05)
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1,0°C (40,5°C) (ryc. 1). Samo Lydium KLP nie powodowalo
wzrostu temperatury rektalnej u krélikéw grupy 3 (ryc. 1).
Wylaczne podanie LPS krélikom (grupa 2) powodowato
znaczne podwyzszenie liczby leukocytéw we krwi w czasie
24 godzin od iniekcji i spadek po kolejnych 24 godz. do
wartosci wyjsciowych i1 kontrolnych (ryc. 2). Laczne podanie
LPS z Lydium KLP powodowato nieznaczne podwyzszenie
liczby leukocytéw po 24 godzinach od czasu iniekcji (ryc. 2).
Podanie Lydium KLP powodowato spadek ogdlnej liczby leu-
kocytéw po 24 godzinach, a nastgpnie powolny powr6t do
wartosci wyjSciowych (ryc. 2). Notowano przejsciowy wzrost

procentu granulocytéw neutrofilnych po 24 godzinach u kré-
likéw grupy 1, ktérym podano LPS z Lydium KLP oraz u
krélikéw grupy 2, ktére otrzymaty wytacznie LPS (ryc. 3).
Po 48 godz. wartosci te powracaty do wyj$ciowego poziomu
w obydwu tych grupach (ryc. 3). LPS i Lydium KLP nie
mialy istotnego wptywu na liczbe granulocytéw kwasochton-
nych. Stwierdzono natomiast wyrazny spadek procentu lim-
focytéw po podaniu LPS z Lydium KLP (gr. 1).

Hemaglutynacja aktywna

Lydium KLP podawane pierwszy raz lacznie z LPS sty-
mulowato odpowiedZ humoralng w sposéb mniejszy od sty-
mulacji przez sam LPS i wigkszy od stymulacji przez Lydium
KLP. Stymulacja byla wigksza po drugim podaniu ale byta
dalej mniejsza od stymulacji po LPS. Po pierwszym podaniu
LPS wyraznie stymulowal odpowiedZ humoralng w poréw-
naniu z grupg kontrolna, ale nie mial wptywu na odpowiedZ
humoralna po powtérnym podaniu. Kréliki grupy kontrolne;j
wykazywaty miano 32, a grupy otrzymujacej LPS 128. Mimo,
ze LPS nie stymulowat odpowiedzi humoralnej po powtérnym
podaniu, miano przeciwcial bylo jednak dwa razy wigksze
od miana grupy kontrolnej (ryc. 5).

Po pierwszym podaniu Lydium KLP wykazywat stymula-
cyjny wplyw na odpowiedZ humoralna, miano przeciwciat
byto dwa razy wigksze od miana grupy kontrolnej. Rola sty-
mulacyjna po powtérnym podaniu Lydium KLP byta zdecy-
dowanie zwigkszona. Trzy tygodnie po ponownym podaniu
Lydium KLP, kiedy miano przeciwciat ustabilizowato sig, miano
grupy Lydium KLP wynosilo 128, a grupy kontrolnej 16.

Wyniki Garbuliiskiego (7) i Kiczki (15), wykazaly, ze
dimer lizozymu jakim jest Lydium KLP, charakteryzuje sig
niska toksycznoscig 1 wyzwala wigksze efekty immunosty-
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Ryc. 4. Procent limfocytéw we krwi keélikéw otrzymujacych LPS,
Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP
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Ryc. 5. Miana przeciwcial hemaglutynujacych we krwi krélikéw
otrzymujacych LPS, Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP
# Roéznice istotne statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolna (p < 0,05)
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mulacyjne in vivo w poréwnaniu z monomerem lizozymu,
kiéry wystepuje naturalnie w tej formie (7, 15). W warunkach
fizjologicznych jednak wiele zwigzkéw jest akty wnych dopiero
pod postacia dimeréw lub polimeréw. Na przyklad IgA wy-
stepuje zaréwno jako dimer, jak tez jako trimer, a IeM wy-
stepuje jako pentamer; dimerem jest takze ludzka interleuki-
na-5 (IL-5), natomiast czynnik nekrotyzujacy nowotworow
(TNF — Tumor Necrosis Factor) wystepuje jako trimer i prawdo-
podobnie jako dimer (7, 15).

LPS nalezy do antygenéw grasiczoniezaleznych, posiada-
jacych cechy poliklonalnych aktywatoréw limfocytéw B i
stymulujacych odpowiedzi immunologiczne nawet u nowo-
rodkéw mysich, u ktérych reaktywnos$¢ immunologiczna nie
jest jeszcze rozwinigta (13). Badania wiasne przeprowadzone
na krolikach wykazaty, ze LPS stymuluje odpowiedZ humo-
ralna po pierwszym podaniu i nie wptywa na odpowiedZ
humoralna po powtérnym podaniu. Stanowi to potwierdzenie
badari Lewisa (19) w ktérych stymulowano in vitro monocyty
do wytwarzania lizozymu. Do stymulacji monocytow Lewis
uzywal LPS, TNF a i IFNy. Stymulowane monocyty wytwa-
rzaly lizozym, a kiedy stymulacja trwata dtuzej, tzn. od 3 do
7 dni, w przypadku LPS i IFNg monocyty nie wytwarzaly
lizozymu (19). Wiadomo jak interferony dzialaja na komorki
— po przyltaczeniu do receptora komérkowego, IFN jest wcia-
gany do cytoplazmy razem z receptorem, ktory zostaje na-
stepnie strawiony. W takicj sytuacji nie ma juz dostepnych
receptoréw komorkowych, a komoérka staje si¢ wtedy niewra-
zliwa na IFN. Zeby odzyskaé wrazliwo$¢ na IFN, komoérka
musi znéw wytworzy¢ receptory. Dotychczas nie wyjasniono
dlaczego LPS stymuluje odpowiedZ humoralna po pierwszym
podaniu a nie po drugim. Fakt ten nie moze by¢ ttumaczony
przyspieszonym usunigciem LPS z organizmu w okresie to-
lerancji poniewaz in vitro, gdzie nie ma mozliwosci usunigcia
LPS, ta tolerancja wystepuje takze (13, 16).

Lydium KLP stymuluje odpornos¢ bez wyzwolenia goracz-
ki. Natomiast LPS wywotuje goraczke, mimo ze podnosi ona
odpornos¢ organizmu na infekcje, ma jednak negatywne od-
dziatywanie, gdyz wyzwala zle samopoczucic, brak lak nienia,
osowialo$é, sennosé, utrate masy ciala wynikajaca zardwno
ze zmniejszenia masy mie$niowej jak i odwapnienia kosci
(6) oraz zmniejszonego przyjmowania pokarmu (16, 26). Wy-
niki stosowania terapeutycznego LPS produkowanego z E.
coli jako immunostymulatora nie uzyskaly jednoznacznych
ocen z powodu zréznicowania wrazliwosci gatunkowej i 0sob-
niczej (1, 8).

numery telefondw.

© Redakcja — sekretariat

%I..IIIIIIII]IIIIIIIHIIIIIIIII.' 000000000 A AT

E||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||IIIII||||I|IIIIIIIIIIIIIIII|||||I||||IIIIIIIII'-.'-'.""'. OO RS RAOER

Nowe numery telefonéw Redakcji ,,Medycyny Weterynaryjnej”

W grudniu, przypuszczalnie 1.12.1996 r. zmienione zostana w Lublinie

Podajemy zaktualizowane numery Redakcji:

o Redaktor Naczelny tel/fax - 533-29-12
& Z-ca Redaktora Naczelhego — 537-68-91
& Sekretarz Administracyjny - 537-69-00
537-66-76

U réznych gatunkéw zwierzat, wrazliwo§¢ na LPS jest od-
wrotnie proporcjonalna do stopnia rozwoju filogenetycznego,
a w obrebic tego samego gatunku, istnicje dalsze zréznico-
wanie tej wrazliwosci (1).

Stwierdzone w przeprowadzonych badaniach na krélikach
zréznicowane efekty immunostymulacyjnego i goraczkowego
dzialania Lydium KLP i LPS z E. coli, wymagaja dalszych
badafi z uwzglednieniem innych dodatkowych wskaZnikéw
odpornosci zaréwno u krélikéw jak i innych gatunkow zwierzat.
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