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Wpływ Lydium KLP i LPS na regulację
temperat ry otaz odpowiedż humoralną

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 08) 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
kl-p 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) skład-
nikiem ścian bakterii Gram-ujemnych (3, 24). Jej czą-
steczka składa się z lipidu A, odpowiedzialnego za wła-
ściw o ści toksyczne i immunostymulacyjne, wielocukro wej
częśct rdzeniowej i łańcucha O zbudowanego z podjed-
nostek cukrowych. warunkuj ącego swoistość antygenową
(3,72,26). W warunkach naturalnych endotoksyna jest
uwalniana dopiero po uszkodzeniu bakterii, a także w
fazie szybkiego ich wzrostu (3). Wybitne właściwości
pirogenne i immunostymulacyjne LPS wykorzystywane
są w badaniach nad gorączką,która wzbudziła w ostatnich
latach szerokie zainteresowanie fizjologów jak równiez
klinicystów (II, 12, ż3).

LPS po przedostaniu się do organizmu łączy się z
białkiem wiążącym lipopolisacharyd (LBP - Lipopoli-
saccharide Binding Protein), a kompleks ten wychwy-
tywany jest następnie ptzezreceptory CD14 makrofagów,
co indukuje z kolei wytwarzanie cytokin, takich jak in-
terleukina-1 (L-l), interleukina-6 (IL-6), czynnik mar-
twicy nowotworów (TNF - Tumor Necrosis Factor),
interferony (IFN), które pełnią funkcje pirogenów en-
dogennych (1, 3, 1I, 26). Przyjmuje się, ze cytokiny te
przechodzą barierę krew-mózg na wysokości organu na-
czyniowego blaszki końcowej (O.V.L.T, - Organum Va-
sculosum Laminae Terminalis) i indukują wytwarzanie
PGEz w podwzgórzu, która powoduje przestawienie termo-
statu fizjologicznego tetmowrazliwych neuronów na wy-
ższy , czyli gorączkowy poziom termoregulacji (3, II, ż5).

Kilkakrotne podawanie małych dawek endotoksyny
prowadzi do wytworzenia tolerancji w organizmie, a po
krótkim czasie przerwy występuje zjawisko nadwrazli-
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wości (12, 28). Dawka, która wywołuje umiarkowaną
gorączkę, wywołuje wtedy wtórnie, w stanie nadwrazli-
wości, wysoką gorączkę z ciężkimi objawami ogólnego
szoku, mogącego prowadzić do zejścia śmiertelnego (1,

6,13).
Celem badań było porównanie właściwości immu-

nostymulujących LPS i Lydium KLP (dimer lizozymu)
na wytwarzanie przeciwclał oraz ich wpływ na wyzwa-
lanie gorączki i regulację temperatury.

Materiał i metody

Badania przeprowadzono na 20 królikach o masie ciała ok.
3 kg, rasy mieszanej płci męskiej, Króliki karmiono standar-
dową paszą LSK z Wytwórni Pasz w Motyczu k. Lublina, Pasza
i woda były po
po 4 sztuki, D
aklimatyzacji.
tystycznej przy pomocy testu t-Studenta.

Użyto do badań endotoksyny produkowanej ze szczepu E,
coli Kroeger O8 przez Wytwórnię Surowic i Szczepionek w
Krakowie, którą podawano dożylnie królikom w dawce 15

mg/kg m.c,, zaś Lydium KLP (Nika Health Products) w dawce
0,02 mg/kg m.c. równiez dozylnie,

Przed podaniem Lydium KLP i LPS, mierzono temperaturę
rektalną, pobierano krew do badań i mierzono ponownie tem-
peraturę rektalną po upływie 2,3,48 i72 godzln od podania.

Badania hematologiczne królików prowadzono przęz trzy
kolejne dni, obliczając liczbę erytrocytów i leukocytów oraz
analizując różnicowy obraz krwinek białych. Odporność hu-
moralna swoista była badana według metody hemaglutynacji
aktywnej (18), przy wykorzystywaniu jako kontroli dodatniej,
króliczej surowicy hemolitycznej wobec erytrocytów barana o

mianie 3200 pochodzącej z Wytwórni Surowic i Szczepionek
w Krakowie (l8),

Pierwszego dnia wszystkie króliki, oprócz grupy kontrolnej
5, otrzymały domięśniowo 0,5 ml 50Vo zawiesiny erytrocytów
barana w płynie fizjologicznym, Przed sporządzeniem tej za-
wiesiny, erytrocyty barana przepłukiwano trzykrotnie w płynie
fizjologicznym w celu usunięcia przeciwciał i antygenów
powierzchniowych. Miano przeciwciał hemaglutynujących
określano jeden raz w tygodniu przez cały okres 8 tygodni
badania.

Dnia 28-go królikom powtórnie podano domięśniowo ery-
trocyty barana, Grupa l otrzymała dodatkowo Lydium KLP
razem z LPS, a grupaZ wyłącznie LPS, zaś grupa 3 wyłącznie
Lydium KLP.

Wyniki i omówienie

Króliki otrzymujące LPS, wykazywały najwyższy wzrost
temperatury rektalnej, która wynosiła 41,4"C (ryc, l), Podanie
królikom LPS wraz z Lydium KLP powodowało również
wzrost temperatury rektalnej, który był jednak mniejszy o ok,
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-I}LPS+ Lydium KLP -}-LPS Glydium KLP -rł-Kontrotot
Ryc 1 Temperatura rektalna u królików otrzymujących doźylnie LPS,

Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP
* Różnice istotne statystycznie w porównaniu z grupą kontrolną (p < 0,05)

procentu granulocytów neutrofilnych po 24 godzinach u kró-
lików grupy 1, którym podano LPS z Lydium KLP oraz u

królików grupy 2, które otrzymały wyłącznie LPS (ryc, 3).

Po 48 godz. wartości te powracały do wyjściowego poziomu
w obydwu tych grupach (ryc. 3). LPS i Lydium KLP nie
miały istotnego wpływu na liczbę granulocytów kwasochłon-
nych. Stwierdzono natomiast wyraźny spadek procentu lim-
focytów po podaniu LPS z Lydium KLP (gr, 1),

Hemaglutynacja aktywna
Lydium KLP podawane pierwszy raz łącznie z LPS sty-

mulowało odpowiedź humoralną w sposób mniejszy od sty-
mulacji przęzsamLPS i większy od stymulacjiprzez Lydium
KLP. Stymulacja była większa po drugim podaniu ale była
dalej mniejsza od stymulacji po LPS, Po pierwszym podaniu
LPS wyraźnie stymulował odpowiedź humoralną w porów-
naniu z grupą kontro]ną, ale nie miał wpływu na odpowiedź
humoralną po powtórnym podaniu, Króliki grupy kontrolnej
wykazywały miano 32, a grupy otrzymującej LPS 128, Mimo,
że LPS nie stymulował odpowiedzi humoralnej po powtórnym
podaniu, miano przeciwciał było jednak dwa razy większe
od miana grupy kontrolnej (ryc. 5).

Po pierwszym podaniu Lydium KLP wykazywał stymula-
cyjny wpływ na odpowiedź humoralną, miano przeciwciał
było dwa razy większe od miana grupy kontrolnej. Rola sty-
mulacyjna po powtórnym podaniu Lydium KLP była zdecy-
dowanie zwiększona. Trzy tygodnie po ponownym podaniu
Lydium KLP, kiedy miano przeciwciał ustabilizowało się, miano
grupy Lydium KLP wynosiło 128, a grupy kontrolnej 16,

Wyniki Garbulińskieco (7) i Kiczki (15), wykazały, że
dimer lizozymu jakim jest Lydium KLP, charakteryzuje się
niską toksycznością i wyzwala większe efekty immunosty-

*LPS+Lydium KLP -rLPs +Lydium KLP -)ę-Kontrolo

Ryc 4. Procent limfocytów we krwi królików otrzymujących LPS,
Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP

--O-LPS+ Lydium KLP

[zqs w godzinoch

+LPs --o-Lydium KLP --*-Kontrold

Ryc 2 Liczba leukocytów we krwi królików otrzymujących dożylnie
LPS, Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP

Różnice istotne statystycznie w porównaniu z grupą kontrolną (p < 0,05)
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-}LPS+ Lydium KLP -{- LPS +Lydium KLP --łe Kontrolq

Ryc. 3. Procent granulocytów neutrofilnych we krwi królików
otrzymujących dożylnie LPS, Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP
x Różnice istotne statystycznie w porównaniu z grup4 kontrolną (p < 0,05)

1,0'C (40,5"C) (ryc. 1), Samo Lydium KLP nie powodowało
wzrostu temperatury rektalnej u królików grupy 3 (ryc, 1).

Wyłączne podanie LPS królikom (grupa 2) powodowało
znaczne podwyższenie Ilczby leukocytów we krwi w czasie
24 godzin od iniekcji i spadek po kolejnych 24 godz. do
wartości wyjściowych i kontrolnych (ryc. 2), Łączne podanie
LPS z Lydium KLP powodowało nieznaczne podwyższenie
liczby leukocytów po 24 godztnach od czasu iniekcji (ryc.2).
Podanie Lydium KLP powodowało spadek ogólnej liczby leu-
kocytów po 24 godzinach, a następnie powolny powrót do
wartości wyjściowych (ryc. ż). Notowano przejściowy wzrost
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Ryc. 5. Miana przeciwciał hemaglutynujących we krwi królików
otrzymujących LPS, Lydium KLP oraz LPS wraz z Lydium KLP

Różnice istotne statystycznie w porównaniu z grupą kontrolną (p < 0,05)
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in vivo w porównaniu z monomerem lizozymu,

ępuje naturalnie w tej formie (7, 15). W warunkach
ny ch j edn ak w iele zw iązków j e st akty wny ch dopier o

pod postacią dimerów lub polim
stępuje zarówno jako dimer, jak
stępuje jako pentamer; dimerem
na-5 (L-5), natomiast czynnik
(TNF - Tumor Necrosis Factor) występuje jako trimer i prawdo-

podobnie jako dimer (7, 15).

LPS na|eży do antygenów grasiczoniezależnych, posiada-

jących cechy poliklonalnych aktywatorów limfocytów B i
stymulujacych odpowiedzi immunologiczne nawet u nowo-

.odkó*-rnyrich, u których reaktywność immunologiczna nie

jest jeszcze rozwinięta (13), Badania własne przeprowadzone

na królikach wykazały, że LPS stymuluje odpowiedź humo-

ralną po pierwszym podaniu i nie wpływa na odpowiedź

humoralną po powtórnym podaniu. Stanowi to potwierdzenie

badań Lewisa (19) w których stymulowano in yitro monocyty

do wytwarzania lizozymu. Do stymulacji monocytów Lewis

używał LPS, TNF a i IFNy, Stymulowane monocyty wytwa-

rzały lizozym, a kiedy stymulacja trwała dłużej, tzn. od 3 do

7 dni, w przypadku LPS i IFNg monocyty nie wytwarzały

lizozymu (19). Wiadomo jak interferony działają na komórki

- po przyłączeniu do receptora komórkowego, IFN jest wcią-

gany do cy z receptorem, który zostaje na-

stępnie stra sytuacji nie ma już dostępnych

receptorów komórka staje się wtedy niewra-

żliwa na IFN. Zeby odzyskać wrażliwość na ItrN, komórka

musi znów wytworzyć receptory. Dotychczas nie wyjaśniono

dlaczego LPS stymuluje odpowiedź humoralną po pierwszym
podaniu a nie po drugim, Fakt ten nie może być tłumaczony
przyspieszonym usunięciem LPS z organizmu w okresie to-

lerancji ponieważ in vitro, gdzie nie ma mozliwości usunięcia

LPS, ta tolerancja występuje także (l3, 16).

Lydium KLP stymuluje odporność bez wyzwolenia gorącz-

ki. Natomiast LPS wywołuje gorączkę, mimo że podnosi ona

odporność organizmu na in e od-

działywanie, gdyż wyzwala ienia,

osowiałość, senność, utratę ówno

ze zmniejszenia masy mięśniowej jak i odwapnienia kości
(6) oraz zmniejszonego przyjmowania pokarmu (16, 26), Wy-

niki stosowania terapeutycznego LPS produkowanego z E,

coli jako immunostymulatora nie uzyskały jednoznacznych

ocen zpowodu zróżnicowania wrażliwości gatunkowej i osob-

niczej (1, 8).

U różnych gatunków zwierząt, wrażliwość na LPS jest od-

wrotnie proporcjonalna do stopnia rozwoju filogenetycznego,

a w obrębie tego samego gatunku, istnieje dalsze zróżnico-

wanie tej wrażliwości (1).

Stwierdzone w przeprowadzonych badaniach na królikach

zróżnicowane efekty immunostymulacyjnego i gorączkowego

dzińania Lydium KLP i LPS z E. coli, wymagają dalszych

badań z uwzględnieniem innych dodatkowych wskaźników

odporności zarówno u królików jak i innych gatunków zwierząt,
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