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Summary

The study aimed at determining the effect of a multiple dose of lysozyme dimer @ydium-1{-r_Ni\a Health
Products) on primarv humoral re§ponse in §RBC - immunŁed mice. The effects of a single (20 pgftg) Ę.§ozYme

Farmakolo glcznamodulacj a odpowiedzi komórko-
wej i humoralnej jest obecnie przeclmiotem licznych
badań eksperymentalnych i klinicznych. W ostatnich
latach został wprowadzony do Ięcznjctwa weteryna-
ryjnego nowy preparat o działanil, immunomodulują-
cym Lydium-KLP (Nika Health Products), którego
sub stancj ą czynną j e st wys o c e o czy szczony zdimery-
zowany ltzozym jaja kurzego, otrzymywany przez
polimeryzacj ę peptydoglikanu N-acetylomuramylohy-
dr olazy . W b adaniach prz e dkli n iczny ch pr zeprow adzo -

nych na hodowlach komórek mononuklęarnych krwi
człowieka stymulowanych in vitro konkanawaliną A
(Con A) wykazano, że dimer lizozyml w zależności
od stężenia wzmaga wytwarzanie przez te komórki
interferonu-alpha (IFN-a) oraz moduluje syntezę i
uwalniani e interleukin y -2 (IL -2), interleukiny- 6 (IL-
-6) i czynnika marlwicy nowotworów (TNF-a) (6). Z
kolei w b ad aniach przeprowadzonych na o ds ad zony ch
prosiętach stwierdzono, ze jednorazowe podanie di-
meruIizozymu w dawce 20 p,glkg powoduje wzrost
syntezy i uwalniann przez izolowane z krwi prosiąt
komórki mononuklearne takich cytokin jak interleu-
kina-1 (IL-1), IL-2, TNF-a oIaz interferon-7 [FN-7)
( 1 2). W badaniach p rzepr ow adzonych również in v iv o
na myszach immuniz owanych antygenem gr asic zoza-
leżnym jakimi sąerytrocyty owcy (SRBC) wykazano

potencjalizĄące działanie dimeru lizozymu na pier-
wotną i wtórną odpowiedź humoralną w stosunku do
SRBC (9, 10). W badaniach dotyczących wpłpvu di-
meru lizozymu na pierwotną odpowiedź humoralną

mentem podania leku w stosunku do stymulacji anty-
genem. W badaniach tych stwierdzono, że czterol<rot-
ne podanie dimeru ltzozymuw dawkach 0,2-20 Flglkg
zastosowanych w odstępach 24 godzinnych przed
wprowadzeniem antygenu wywiera silniej sz ę dziaŁa-
nie potencj alizujące odpowiedz humoralną wobęc
SRBC niż jednorazowa iniekcja tego leku w takich
samych dawkach. Natomiast czterokrotne podanie di-
meru7izozymu w dawce 200 p"glkg nie zmienia wiel-
kości odpowiędzi humoralnej w stosunku do SRBC,
alę też nie wywołuje zjawisk o charakterze tolerancji
(I0). Z kolei w badaniach dotyczących wpływu dime-
ru ltzozy mll na wtórną o dp owiedź humoralną myszy
immunizowanych SRBC stwierdzono przede wszyst-
kim wy st ąp ięni ę za\e żno ś c i p o mi ę d zy adiuw antowym
działanięm leku podanym w najbardziej efektywnej
dawce immunostymulującej (20 pglkg) a momentem
podania w stosunku do obu immunizacji (9).



Celem badań było wykazante czy
wcześniejsze (7 hlb 21 dni) wielokrotne
wprowadzenie dimeru ltzozyml w zróż-
nicowanych dawkach nie zmienia poten-
cj alizuj ącego wpływu j ednorazowej
dawki tego leku (20 sl,gkg) podanej bez-
pośrednio przed immunizacj ą SRBC, na
swoistą pierwotną odpowiedź humoral-
ną myszy na wprowadzony antygen.
Przyjęty układ doświadczalny miał dać
odpowiedź na pytanie: czy po stosowa-
niu dimeru lizozymunie rozwija się to-
lerancja na lek,

Matetiał imetody
Badania wykonano na myszach szczepu

wsobnego Balblć, samcach i samicach, w
wieku B-l0 tygodni o wadze 18-20 g po-
chodzących z licencjonowanej Hodowli
Zwierząt Laboratoryjnych Akademii Me-
dycznej we Wrocławiu.

Myszy immunizow ano przęz dootrzew-
nowe podanie 0,2 ml l)Yo zawiesiny ery-
trocytów owcy (SRBC) w zbuforowanym
roztworze soli fizjologicznej (PBS) tj. 4x 108

erytrocytów l mysz. Do immuniz acji my szy
uzywano odpowiednio przygotowanej ex
tempore zawiesiny SRBC w PBS, które
uprzednio pobrano w sposób sterylny do
płynu Alsevera i przechow},wano w nim co
najmniej przez trzy doby w temperaturze
4"C.

Zwl,erzętapodzielono na 5 grup doświad-
czalnych- kontrolną i 4 grupy, w których
podawano dootrzewnowo dimer lizozymu
(Lydium-KLP, Nika Health Products,
Szwajcaria serla 644596). We wszystkich
czter echgrupach podano dimer li zozymu w
dawce 20 pglkg,2 godziny przed immuni-
zacją SRBC. Grupę 1 stanowiĘ myszy, któ-

rym podano dimer lizozymu jedynie w tej
dawce. Zkolei w grupach 2,3 i 4 dimer Lizozymu podano
równiez wcześniej tj. jednorazowo 7 dni przed dawką im-
munostymuluj ącą (ż0 pglkg) zastosowaną bezpośrednio
przed immunizacją(układ A) lub trzykrotnie w odstępach
7 dniowych (układ B) W obu układach doświadczalnych
dimer lizozymu podawano w dawkach ż, ż0 tub 200 p,glkg.

Każda dawka dimeru lizozymlbyłapodana w objętości
0,2 mI. Dla każdego układu doświadczalnego prowadzono
badaniaw grupie kontrolnej, którąstanowiĘ myszy otrzy-
mujące w miejsce leku sterylny PBS w objętości 0,2 mU
lmysz.

O znaczano ilo ś ć sp leno cytów pro dukuj ących przec iw-
ciała anty-SRBC (PFC) we wszystkich grupach układu
doświadczalnego A i B po 4 i7 dniaod immunizacji SRBC.
Myszy poddane dztałanil eteru dwuetylowego zabljano
przezprzerwanie rdzenia kręgowego. Do sterylnego pĘnu
Hanksa pobierano śledziony. Zawiesinę komórek uzyska-
nych po przetarcll śledziony przez nylonową siatkę nawar-
stwiano w stosunku 1:3 na mieszaninę izo|acyjnąFicoll
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Ryc. 1. Porów i wielokrotnego podania dimeru
'|llzozymuwza anej dawki (2-200 pglkc)nailoŚĆ
splenocytów produkuj ących przeciwciała hemoliĘczne anty-SRBC (Ęsinki
hemolityczne; PFC)
Objaśnienia: * zmtana staĘstycznie istotna przy p < 0,05 w stosunku do grupy

kontrolnej, n zmiana statystycznie istotna przy p < 0,05 w stosunku do grupy
otrzymującej dimer lizozymu jednorazowo bezpośrednio przed immunizacją w
dawce 20 pglkg.Każda grupa doświadczalnazawięrała 8 myszy.

40O,ĄJropolinlm7 50ń o gęstości 1.071. Po odwirowaniu w
temperaturze 4"C zbięrano splenocyty z interfazy i pfuka-
no dwukrotnie w pĘnie Hanksa. Następnie splenocyty za-
wieszano w pĘnie Hanksa tak, aby w l ml było 1x 106 ko-
mórek. Oceniano żywotność wyizolowanych splenocytów
w mieszaninie przygotowanej ex tempore O,2Yobłękitutry,
panu z 4,ż5oń NaCl w stosunku 4:1. SplenocyĘ produku-
jące przeciwciała hemolityczne anty-SRBC oznaczano
metodą miejscowej hemolizy w żelu agarowym jako tzw.

Ęsinki hemolityczne (PFC) wedfug Jernego w modyfika-
cji Mishella i Duttona (7).

Miano hemaglutynin anty-SRBC oznaczano po 4 i 7

dniach od immunizacji SRBC. Krew od myszy znieczulo-
nych eterem dwuetylowym pobierano przez dekapitację.
Surowice otrzymano przez odwirowanie uzyskanej krwi.
Następnie surowice inaktywowano przez 30 minut w tem-
peraturze 56"C. Oznaczano miano hemagluĘnin całkowi-
tych, które odpowiadająklasie IgM przeciwciał oraz opor-
nych na 2-merkaptoetanol odpowiadających klasie IgG

ŁYslNKl HEMOLlTYczNE
(plaque forming cells)
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Ryc. 2. porównanie wpĘwu jednorazowego i wielokrotnego podania dimeru
lizozymu w zależności od wietkości zastosowanej dawki (2,200 pclkc) na pro-

zy p < 0,05 w stosunku do grupy kon-
0,05 w stosunku do grupy otrzymują-

o przed immunizacjąw dawce 20 p"gl

lkg. Każda grup a do świa dczalna zaw ięr ała 8 my s zy.

niem, 2 godziny ptzed immunizacją
SRBC immunostymulującej dawki
lekrr (20 pglkg) wykazuje zdolność po-
tencjalizacji odpowiedzi humoralnej na
podany antygen (układ A). Adiuwan-
towe działanie leku, za\eżnę od wiel-
kości dawki, wyrazone jest zwiększe-
niem ilości PFC jak i miana hemaglu-
tynin anty-SRBC całkowitych i opor-
nych na 2-merkaptoetanol. Dimer lizo-
zymu w dawce 2lub 20 pglkg podany
jednokrotnie 7 dni przed iniekcją leku
w dawce 20 p"glkg wykonaną ż godzl-
ny przed immunizacją istotnie zwięk-
sza ilośó PFC w stosunku do grupy
myszy, u których zastosowano dimer
lizozyml w dawce 20 p"glkgjedynie
bezpośrednio przed SRBC. Natomiast
podanie dimeru wce 200
pglkg 7 dni pr iniekcją
leku w dawce zmtęnia
wzrostu ilości PFC wywołanego poda-
nięm dimeru Ilzozymu bezpośrednio
przedimmunizacją(ryc. 1). Z kolei nie
stwierdzon o zmian w potencjalizlją-
cym działaniu dimeru Itzozymu poda-
nego w dawce 20 lub 200 pglkg7 dnl
przed zastosowaniem immunostymu-
lujapej dawki leku (20 pglkg) na pro-
dukcj ę hemaglutynin anty-SRBC, Na-
tomiast wykazano, że zmntejszenle
dawki leku do 2 p,glkg i podanie 7 dni

antygenu (ryc. 2).
Dimer |tzozymu we wszystkich ba-

danych dawkach (ż, 20 i 200 p,glkg)
podany trzykrotnie w odstępach 7-
-dniowych myszom immunizowanym

2 godziny przed wprowadzeniem
immunostymulującej dawki leku

zi równtęż do nasilenia odpowie-
dzi humoralnej na SRBC (układ B). Potencj alizljące
dzlałanię leku wyrazone jest wzrostem ilości PFC jak
również miana hemaglutynin anty-SRBC całkowitych
i op ornych na ż-merkaptoetanol.

Efekt działanla dimeru llzozymu podanego kilku-
krotnie przed immunizacją SRBC zależy od wielko-
ści dawki leku. Podanie trzykrotne w odstępach 7-dnio-
wych dimeru llzozymu w dawce 20 i200 pg/kg istot-
nie obniża wzrost ilości PFC wywołany podaniem leku
w dawce 20 p"glkg bezpośrednio przed immunizacją
SRBC. Obniżenie ilości PFC w stosunku do grupy
myszy, u których podano dimer lizozymu (20 p,glkg)
j edynie bezpo średnio przed immunizacj ą ob serwowa-
no w 4 (dawka 200 pglkg) i w 7 (dawka 20 i 200 ,p"gl

/kg) dniu po wplowadzeniu antygenu, Zkolętpodanie

prz e c iwc iał, we dłu g meto dy hemaglutyn acji czy nne1 pr zy
uzyciu mikropłytek ( 1 ).

Otrzymane wyniki badań poddano analtzl,e statystycz-
nej przy uzyciu testu t-Studenta. Na wykresach przedsta-
wiono średnie arytmetyczne otrzymanych wyników i od-
chylenia standardowe (SD).

Wyniki i omówienie
Podanie jednorazowe dimeru lizozymuw dawce 20

pglke 2 godziny przed immunizacją SRBC potęguje
odpowiedz humoralną na wprowadzony antygen, co
wyr ażonej est wzro stem ilo ści splenocytów produku-
jących przeciwciała hemolityczne anty-SRBC (PFC),
a takżę zwi ęks zeniem miana hemaglutynin anty- S RB C
całkowitych i opornych na 2-merkaptoetanol. Potęgu-
jące działanie dimeru lizozymuwystępuje zarówno w
4 jakt 7 dniu po immunizacji SRBC.

Dimer ltzozymu w badanych dawkach (ż,20 i 200
pglkg) podany jednorazowo 7 dni przed wprowadze-

DzlEŃ P0 lMMUNlzAcJl sRBc



trzykrotne w odstępach 7-dniowych dimeru lizozymu
w dawce niższej tj.2 p,glkg nie zmienia stymulujące-
go ilość PFC działania leku podanego w dawce 20 p,gl
/kg b ezpo średnio przed SRB C. Natomiast p o dante trzy -
krotne w odstępach 7-dniowych dimeru Iizozymll w
badanych dawkach (2, 20 l 200 p,glkg) potencjalizuje
produkcję hemaglutynin anty-SRBC całkowitych i
opornych na 2-merkaptoetanol w stosunku do grupy,
w której podano dimer lizozymu w dawce ż0 p"glkg
jedynie bezpośrednio przed SRBC.

W obecnych badaniach przeprowadzonych na my-
szach immunizowanych antygenem gr asiczozależnym
(SRBC) wykazano, że dimer lizozymu w zalężności
od ilości kolejnych podań oraz zastosowanej dawki
wzmaga adiuwantowe dziaŁanie wobec SRBC dawki
(20 p,glkg), która została podana bezpośrednio przed
stymulacj ą antygenu. Adiuwanto w ę dzjałanie dimeru
Itzozymu wyrażone jest spotęgowaniem wzrostu ilo-
ś ci splenocytów produkuj ących przeciw clała hemoli-
ty czne anty- SRBC całkowitych i opornych na 2-męr -
kapto etano 1. Naj s ilni ej szę działanie w zmagając e ad-
iuwantowy wpływ wobec SRBC dawki dimeru lizo-
zymu (20 p"glkg) podanej bezpośrednio przed immu-
nizacją obserwowano po jednorazowej iniekcji leku
w dawce 2 i20 p,glkgzastosowanej 7 dni przedpierw-
szą immunostymuluj ącą dawką. Zw tększenie dawki
dimeru ltzozyml do 200 plglkgpodanej trzykrotnie w
odstępach 7 dniowych prowadzi do zahamowania po-
tęgującego ilość PFC wpływu immunostymulującej
dawki leku (20 pglkg) zastosowanej bezpośrednio
pr ze d stymulacj ą S RB C, w zmagaj ąc j e dnak adiuw an-
towe dztaŁanie tej dawki badanego leku na produkcję
przeciwciał anty- SRB C. We wcześniej pr zepr ow adzo -
nych badaniach nad adiuwantowym dziaŁaniem dime-
nl lizo zy mu w ob e c anty g enu gr asic zo zale żn e g o j akim
s ą erytro cyty owcy wykazano, żę Iek ten za sto s owany
w dawce ż00 p,glkgjednorazowo lub czterokrotnie w
odstępach 24 godztnnychniezależnie od momentu po-
dania w stosunku do sRBc nie zmienia wzrostu ilości
PFC i miana swoistych przeciwciał anty-SRBC wy-
wołanego podaniem antygenu (10).

M e c hani zm immuno stymuluj ąc e go działanla dim eru
Ilzozyml nie jest znany. W obecnie wykonanych ba-
daniach wielkość odpowiedzi humoraln ej oznaczano
przez określenie ilości PFC, eo świadczy o indukcji
przęz podanie antygenu (SRBC) procesu różnicowa-
nia limfocytów B w komórki plazmatyczne, zdolne do
pro dukcj i swo i stych pt zę clw clał anty- S RB C. Ob ecnie
przyjmuje się, że sygnał inicjujący aktywację limfo-
cytów B do produkcji przeciwciał na antygen grasi-
czozależny związany jest bezpośrednio ze stymulacją
przez IL-1 immunokompetentnych limfocytów T o
funkcj i indukuj ąco-pomocnicz ej (2, 3). Aktywuj ące
dztałanię IL-l na dojrzałe limfocyty T nasila się w
obecności IL-6. Wykazano bowiem, że IL-6 jest rze-
czywistym stymulatorem limfocytów T, natomiast Il-
-1 wzmacnta jej działanie (5, I4).IL-6jako stymula-
tor, a IL-l jako kostymulator limfocytów T,zwtększa-

jąaktywność tych komórek poptzęz indukcje syntezy
receptora dlalL-Z oraz stymulację wytwarzaniatej cy-
tokiny (4). Wykazano również, że IL-6 jest cytokiną
odpowiedz ialną za ostateczne różnicowanie limfocy-
tów B stymulowanych antygenem w kierunku komó-
rek uwalniających immunoglobuliny głównie klasy
IgM i IgG (8). Zkolet IL-Z wspomagając proliferację
limfocytów B oraz aktywność sekrecyjnątych komó-
rek ma istotne znaczęnię w powstawaniu pierwotnej
odpowiedzi humoralnej na stymulację antygenem,
podczas której syntetyzowane i uwalniane są immu-
noglobuliny klasy IgM (13).

Można zatęm ptzypuszczaó, że działanie dimeru li-
zozymu potencj alizuj ące odpo w iędż humoralną na
grasiczozależny antygen zw|ązane jest ze stymulacją
bądź modulacjąprzez ten lek komórek jednojądrza-
stych do syntezy i uwalniania takich cytokin jak IL-1,
IL-z i IL-6 co wykazano w badaniach in vitro t ex vivo
na hodowlach komórek mononuklearnych uzyskanych
zktwi człowieka t zwieruąt (6, 17, I2),

Wnioski

1. Podanie kilkukrotne dimeru lizozymuw dawkach
zalecanych w leczeniu chorób infekcyjnych tj. 2-20
pglkg w odstępach kilkudniowych nie prowadzi do
wytworzenia się efektu tolerancji na ten lek o charak-
terze immunologicznym, co wyrazone jest zachowa-
niem lub w zmożentem adiuwantowego wpĘwu pierw-
szej, immuno stymuluj ącej dawki dimeru lizozyml (20
płelkg podanej bezpośrednio przed antygenem, na
swoistą pierwotną odpowiedź humoralną myszy im-
munizowanych erytrocytami owcy (SRBC).

2. Zwiększenie dawki dimeru Iizozymu do 200 pgl
/kg prowadzi do osłabienia efektu potencjalizacji swo-
istej odpowiedzi humoralnej po stymulacji antygenem,
co moze zmniejszać efekt terapeutyczny dimeru lizo-
ZymlJ.
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