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The effect of lysozyme dimer multiple dose on primary humoral response in SRBC-immunized mice

The study aimed at determining the effect of a multiple dose of lysozyme dimer (Lydium-KLP Nika Healt
Products) on primary humoral response in SRBC — immunized mice. The effects of a single (20 pg/kg) lysozyme
dimer administered 2 h prior to antigen injection were compared with those of Iysozyme dimer multiple doses
(two-four) administered at one week intervals. The results of the study show that lysozyme dimer, irrespective
of the number and range of the doses (2, 20 or 200 pg/kg) enhances humoral response to the antigen. The
“adjuvant action of lysozyme dimer is expressed in the increasing number of splenocytes producing hemolytic
~ antibodies (PFC) and the total and 2-mercaptoethanol resistant level of anti-SRBC hemagglu tinins. The stron-

gest activation of the immune response was observed after a single administration and multiple injections at
_ doses of 2 or 20 pg/kg. Three doses of lysozyme dimer (200 pg/kg each) injected at 7-day intervals decreased
_the number of PFC induced by this drug administered in a single dose of 20 pg/kg 2 h prior to immunization,
* but maintaining the potentializing impact on anti-SRBC antibody production. The results obtained in the
- study indicate that multiple doses of lysozyme dimer administered in doses recommended in veterinary prac-

Summary. |

tice (2-20 pg/kg), at 7-day intervals do not

Farmakologiczna modulacja odpowiedzi komorko-
wej i humoralnej jest obecnie przedmiotem licznych
badan eksperymentalnych i klinicznych. W ostatnich
latach zostal wprowadzony do lecznictwa weteryna-
ryjnego nowy preparat o dziataniu immunomoduluja-
cym Lydium-KLP (Nika Health Products), ktorego
substancja czynng jest wysoce oczyszczony zdimery-
zowany lizozym jaja kurzego, otrzymywany przez
polimeryzacje peptydoglikanu N-acetylomuramylohy-
drolazy. W badaniach przedklinicznych przeprowadzo-
nych na hodowlach komérek mononuklearnych krwi
cztowieka stymulowanych in vitro konkanawaling A
(Con A) wykazano, ze dimer lizozymu w zaleznoSci
od stezenia wzmaga wytwarzanie przez te komorki
interferonu-alpha (IFN-¢) oraz moduluje syntezg¢ 1
uwalnianie interleukiny-2 (IL-2), interleukiny-6 (IL-
-6) i czynnika martwicy nowotwordw (TNF-«) (6). Z
kolei w badaniach przeprowadzonych na odsadzonych
prosigtach stwierdzono, ze jednorazowe podanie di-
meru lizozymu w dawce 20 pg/kg powoduje wzrost
syntezy i uwalniania przez izolowane z krwi prosiat
komérki mononuklearne takich cytokin jak interleu-
kina-1 (IL-1), IL-2, TNF-¢ oraz interferon-y (IFN-y)
(12). W badaniach przeprowadzonych rowniez in vivo
na myszach immunizowanych antygenem grasiczoza-
leznym jakimi sg erytrocyty owey (SRBC) wykazano

results in immunological tolerance.

potencjalizujace dziatanie dimeru lizozymu na pier-
wotng 1 wtdrng odpowiedz humoralng w stosunku do
SRBC (9, 10). W badaniach dotyczacych wptywu di-
meru lizozymu na pierwotng odpowiedz humoralng
myszy immunizowanych SRBC wykazano wystepu-
jaca zaleznos$¢ pomigdzy zdolnoscig potggowania od-
powiedzi na swoisty antygen a wiclkodcia dawki di-
meru lizozymu, iloscia kolejnych podan, a takze mo-
mentem podania leku w stosunku do stymulacji anty-
genem. W badaniach tych stwierdzono, ze czterokrot-
ne podanie dimeru lizozymu w dawkach 0,2-20 pg/kg
zastosowanych w odstepach 24 godzinnych przed
wprowadzeniem antygenu wywiera silniejsze dziata-
nie potencjalizujace odpowiedz humoralng wobec
SRBC niz jednorazowa iniekcja tego leku w takich
samych dawkach. Natomiast czterokrotne podanie di-
meru lizozymu w dawce 200 pg/kg nie zmienia wiel-
kosci odpowiedzi humoralnej w stosunku do SRBC,
ale tez nie wywoluje zjawisk o charakterze tolerancji
(10). Z kolei w badaniach dotyczacych wptywu dime-
ru lizozymu na wtérng odpowiedz humoralna myszy
immunizowanych SRBC stwierdzono przede wszyst-
kim wystapienie zalezno$ci pomigdzy adiuwantowym
dziataniem leku podanym w najbardziej efektywne;
dawce immunostymulujacej (20 pg/kg) a momentem
podania w stosunku do obu immunizacji (9).
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Celem badan bylo wykazanie czy
wczesniejsze (7 lub 21 dni) wielokrotne

wprowadzenie dimeru lizozymu w zroz- 5000
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LYSINKI HEMOLITYCZNE
(plaque forming cells)

nicowanych dawkach nie zmienia poten-
cjalizujacego wpltywu jednorazowej
dawki tego leku (20 ug/kg) podanej bez-
posrednio przed immunizacja SRBC, na
swoistg pierwotng odpowiedz humoral-
ng myszy na wprowadzony antygen.
Przyjety uktad doswiadczalny miat dac¢
odpowiedz na pytanie: czy po stosowa-
niu dimeru lizozymu nie rozwija si¢ to-
lerancja na lek.
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Materiat i metody

Badania wykonano na myszach szczepu
wsobnego Balb/¢, samcach i samicach, w
wieku 8-10 tygodni o wadze 18-20 g po-
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chodzacych z licencjonowanej Hodowli
Zwierzat Laboratoryjnych Akademii Me-
dycznej we Wroctawiu.

Myszy immunizowano przez dootrzew-
nowe podanie 0,2 ml 10% zawiesiny ery-
trocytow owcy (SRBC) w zbuforowanym
roztworze soli fizjologicznej (PBS) tj. 4x108
erytrocytow/mysz. Do immunizacji myszy
uzywano odpowiednio przygotowanej ex
tempore zawiesiny SRBC w PBS, ktére
uprzednio pobrano w sposob sterylny do 0
plynu Alsevera i przechowywano w nim co
najmniej przez trzy doby w temperaturze
4°C.

Zwierzgta podzielono na 5 grup doswiad-
czalnych — kontrolng i 4 grupy, w ktérych
podawano dootrzewnowo dimer lizozymu
(Lydium-KLP, Nika Health Products,
Szwajcaria seria 644596). We wszystkich
czterech grupach podano dimer lizozymu w
dawce 20 pg/kg, 2 godziny przed immuni-
zacja SRBC. Grupe 1 stanowity myszy, kto-
rym podano dimer lizozymu jedynie w tej
dawce. Z kolei w grupach 2, 3 1 4 dimer lizozymu podano
réwniez wezesniej tj. jednorazowo 7 dni przed dawka im-
munostymulujaca (20 pg/kg) zastosowana bezposrednio
przed immunizacja (uktad A) lub trzykrotnie w odstgpach
7 dniowych (uktad B). W obu uktadach doswiadczalnych
dimer lizozymu podawano w dawkach 2, 20 lub 200 pg/kg.

Kazda dawka dimeru lizozymu byta podana w obj¢tosci
0,2 ml. Dla kazdego uktadu doswiadczalnego prowadzono
badania w grupie kontrolnej, ktéra stanowity myszy otrzy-
mujace w miejsce leku sterylny PBS w objetosci 0,2 ml/
/mysz.

Oznaczano ilo$¢ splenocytéw produkujacych przeciw-
ciata anty-SRBC (PFC) we wszystkich grupach ukfadu
doswiadczalnego A i B po 417 dnia od immunizacji SRBC.
Myszy poddane dziataniu eteru dwuetylowego zabijano
przez przerwanie rdzenia kreggowego. Do sterylnego ptynu
Hanksa pobierano $ledziony. Zawiesing komorek uzyska-
nych po przetarciu §ledziony przez nylonowa siatke nawar-
stwiano w stosunku 1:3 na mieszaning izolacyjng Ficoll
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Ryc. 1. Poréwnanie wplywu jednorazowego i wielokrotnego podania dimeru
lizozymu w zaleznoéci od wielkosci zastosowanej dawki (2-200 pg/kg) na ilos¢
splenocytéw produkujacych przeciwciala hemolityczne anty-SRBC (lysinki
hemolityczne; PFC)

Objasnienia: * zmiana statystycznie istotna przy p < 0,05 w stosunku do grupy
kontrolnej, ” zmiana statystycznie istotna przy p < 0,05 w stosunku do grupy
otrzymujacej dimer lizozymu jednorazowo bezposrednio przed immunizacjg w
dawce 20 ng/kg. Kazda grupa do$wiadczalna zawierata 8 myszy.

400/Uropolinum 75% o gestosci 1.071. Po odwirowaniu w
temperaturze 4°C zbierano splenocyty z interfazy i ptuka-
no dwukrotnie w ptynie Hanksa. Nastgpnie splenocyty za-
wieszano w ptynie Hanksa tak, aby w 1 ml byto 1x10° ko-
morek. Oceniano zywotno$¢ wyizolowanych splenocytow
w mieszaninie przygotowanej ex tempore 0,2% blekitu try-
panu z 4,25% NaCl w stosunku 4:1. Splenocyty produku-
jace przeciwciata hemolityczne anty-SRBC oznaczano
metoda miejscowej hemolizy w zelu agarowym jako tzw.
tysinki hemolityczne (PFC) wedtug Jernego w modyfika-
¢ji 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 dekapitacjg.
Surowice otrzymano przez odwirowanie uzyskanej krwi.
Nastepnie surowice inaktywowano przez 30 minut w tem-
peraturze 56°C. Oznaczano miano hemaglutynin catkowi-
tych, ktére odpowiadaja klasie IgM przeciwcial oraz opor-
nych na 2-merkaptoetanol odpowiadajacych klasie IgG
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HEMAGLUTYNINY ANTY-SRBC
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niem, 2 godziny przed immunizacja
SRBC immunostymulujacej dawki
leku (20 pg/kg) wykazuje zdolnos¢ po-
tencjalizacji odpowiedzi humoralnej na
podany antygen (uktad A). Adiuwan-
towe dzialanie leku, zalezne od wiel-
kosci dawki, wyrazone jest zwigksze-
niem ilosci PFC jak i miana hemaglu-
tynin anty-SRBC catkowitych 1 opor-
nych na 2-merkaptoetanol. Dimer lizo-
zymu w dawce 2 lub 20 pg/kg podany
jednokrotnie 7 dni przed iniekcja leku
w dawce 20 pg/kg wykonana 2 godzi-
ny przed immunizacja istotnie zwick-
sza ilo§¢ PFC w stosunku do grupy
myszy, u ktorych zastosowano dimer
lizozymu w dawce 20 pg/kg jedynie
bezposrednio przed SRBC. Natomiast
podanie dimeru lizozymu w dawce 200
pg/kg 7 dni przed pierwszg iniekcja
leku w dawce 20 pg/kg nie zmienia
wzrostu ilo$ci PFC wywotanego poda-
niem dimeru lizozymu bezpos$rednio
przed immunizacja (ryc. 1). Z kolei nie
stwierdzono zmian w potencjalizuja-
cym dziataniu dimeru lizozymu poda-
nego w dawce 20 lub 200 pg/kg 7 dni
przed zastosowaniem immunostymu-

lujacej dawki leku (20 pg/kg) na pro-

4 Ly
DZIEN PO IMMUNIZACJI SRBC

Rye. 2. Por6wnanie wplywu jednorazowego i wielokrotnego podania dimeru
lizozymu w zaleznosci od wielkos$ci zastosowanej dawki (2-200 pg/kg) na pro-

dukcje hemaglutynin anty-SRBC

Objagnienia: * zmiana statystycznie istotna przy p < 0,05 w stosunku do grupy kon-
trolnej, » zmiana statystycznie istotna przy p < 0,05 w stosunku do grupy otrzymuja-
cej dimer lizozymu jednorazowo bezposrednio przed immunizacja w dawce 20 pg/

/kg. Kazda grupa doswiadczalna zawierata 8 myszy.

przeciwcial, wedtug metody hemaglutynacji czynnej przy
uzyciu mikroptytek (1).

Otrzymane wyniki badan poddano analizie statystycz-
nej przy uzyciu testu t-Studenta. Na wykresach przedsta-
wiono $rednie arytmetyczne otrzymanych wynikow i od-
chylenia standardowe (SD).

Wyniki i omdwienie
Podanie jednorazowe dimeru lizozymu w dawce 20
ng/kg 2 godziny przed immunizacja SRBC poteguje
odpowiedz humoralng na wprowadzony antygen, co
wyrazone jest wzrostem ilo$ci splenocytow produku-
jacych przeciwciata hemolityczne anty-SRBC (PFC),
a takze zwiekszeniem miana hemaglutynin anty-SRBC
catkowitych i opornych na 2-merkaptoetanol. Pot¢gu-
jace dziatanie dimeru lizozymu wystgpuje zarOwno w

4 jak i 7 dniu po immunizacji SRBC.
Dimer lizozymu w badanych dawkach (2, 20 1 200
ng/kg) podany jednorazowo 7 dni przed wprowadze-

dukeje hemaglutynin anty-SRBC. Na-
tomiast wykazano, ze zmniejszenie
dawki leku do 2 pg/kg i podanie 7 dni
przed immunostymulujaca dawkg leku
(20 ng/kg) zastosowang bezposrednio
przed SRBC nasila produkcj¢ hemaglu-
tynin anty-SRBC wywotana podaniem
antygenu (ryc. 2).

Dimer lizozymu we wszystkich ba-
danych dawkach (2, 20 i 200 pg/kg)
podany trzykrotnie w odstepach 7-
-dniowych myszom immunizowanym

SRBC poddanych 2 godziny przed wprowadzeniem
antygenu dzialaniu immunostymulujacej dawki leku
(20 pg/kg) prowadzi rowniez do nasilenia odpowie-
dzi humoralnej na SRBC (uktad B). Potencjalizujace
dziatanie leku wyrazone jest wzrostem ilosci PFC jak
réwniez miana hemaglutynin anty-SRBC calkowitych
i opornych na 2-merkaptoetanol.

Efekt dziatania dimeru lizozymu podanego kilku-

‘krotnie przed immunizacja SRBC zalezy od wielko-
$ci dawki leku. Podanie trzykrotne w odstgpach 7-dnio-
wych dimeru lizozymu w dawce 20 i 200 pg/kg istot-
nie obniza wzrost ilo$ci PFC wywotany podaniem leku
w dawce 20 pg/kg bezposrednio przed immunizacja
SRBC. Obnizenie ilosci PFC w stosunku do grupy
myszy, u ktorych podano dimer lizozymu (20 pg/kg)
jedynie bezposrednio przed immunizacja, obserwowa-
no w 4 (dawka 200 pg/kg) i w 7 (dawka 20 i 200 ug/
/kg) dniu po wprowadzeniu antygenu. Z kolei podanie
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trzykrotne w odstgpach 7-dniowych dimeru lizozymu
w dawce nizszej tj. 2 pg/kg nie zmienia stymulujgce-
go ilo$¢ PFC dziatania leku podanego w dawce 20 pg/
/kg bezposrednio przed SRBC. Natomiast podanie trzy-
krotne w odstgpach 7-dniowych dimeru lizozymu w
badanych dawkach (2, 20 1 200 pg/kg) potencjalizuje
produkcje hemaglutynin anty-SRBC catkowitych 1
opornych na 2-merkaptoetanol w stosunku do grupy,
w ktdrej podano dimer lizozymu w dawce 20 pg/kg
jedynie bezposrednio przed SRBC.

W obecnych badaniach przeprowadzonych na my-
szach immunizowanych antygenem grasiczozaleznym
(SRBC) wykazano, ze dimer lizozymu w zaleznosci
od ilosci kolejnych podan oraz zastosowanej dawki
wzmaga adiuwantowe dziatanie wobec SRBC dawki
(20 pg/kg), ktora zostala podana bezposrednio przed
stymulacjg antygenu. Adiuwantowe dziatanie dimeru
lizozymu wyrazone jest spotggowaniem wzrostu ilo-
sci splenocytow produkujacych przeciwciata hemoli-
tyczne anty-SRBC catkowitych i opornych na 2-mer-
kaptoetanol. Najsilniejsze dziatanie wzmagajace ad-
uwantowy wpltyw wobec SRBC dawki dimeru lizo-
zymu (20 pg/kg) podanej bezposrednio przed immu-
nizacja obserwowano po jednorazowej iniekcji leku
w dawce 2120 pg/kg zastosowanej 7 dni przed pierw-
sza, immunostymulujacq dawka. Zwigkszenie dawki
dimeru lizozymu do 200 pg/kg podanej trzykrotnie w

odstepach 7 dniowych prowadzi do zahamowania po-

tegujacego ilos¢ PFC wplywu immunostymulujace;j
dawki leku (20 pg/kg) zastosowanej bezposrednio
przed stymulacja SRBC, wzmagajac jednak adiuwan-
towe dziatanie tej dawki badanego leku na produkcje
przeciwciat anty-SRBC. We wczesniej przeprowadzo-
nych badaniach nad adiuwantowym dziataniem dime-
ru lizozymu wobec antygenu grasiczozaleznego jakim
s erytrocyty owcy wykazano, ze lek ten zastosowany
w dawce 200 pg/kg jednorazowo lub czterokrotnie w
odstgpach 24 godzinnych niezaleznie od momentu po-
dania w stosunku do SRBC nie zmienia wzrostu ilosci
PFC 1 miana swoistych przeciwcial anty-SRBC wy-
wotanego podaniem antygenu (10).

Mechanizm immunostymulujacego dziatania dimeru
lizozymu nie jest znany. W obecnie wykonanych ba-
daniach wielko$¢ odpowiedzi humoralnej oznaczano
przez okreslenie ilosci PFC, co §wiadczy o indukcji
przez podanie antygenu (SRBC) procesu réznicowa-
nia limfocytow B w komorki plazmatyczne, zdolne do
produkcji swoistych przeciwciat anty-SRBC. Obecnie
przyjmuje si¢, ze sygnal inicjujacy aktywacje limfo-
cytow B do produkeji przeciwcial na antygen grasi-
czozalezny zwiazany jest bezposrednio ze stymulacja
przez IL-1 1mmun0k0mpetentnych limfocytow T o
funkcji indukujaco-pomocniczej (2, 3). Aktywujqce
dziatanie IL-1 na dojrzate limfocyty T nasila si¢ w
obecnosci IL-6. Wykazano bowiem, ze 1L-6 jest rze-
czywistym stymulatorem limfocytow T, natomiast I1-
-1 wzmacnia jej dziatanie (5, 14). IL-6 jako stymula-
tor, a IL-1 jako kostymulator limfocytow T, zwicksza-
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ja aktywno$¢ tych komorek poprzez indukcje syntezy
receptora dla IL-2 oraz stymulacj¢ wytwarzania tej cy-
tokiny (4). Wykazano rowniez, ze IL-6 jest cytoking
odpowiedzialng za ostateczne réznicowanie limfocy-
tow B stymulowanych antygenem w kierunku komo-
rek uwalniajacych immunoglobuliny gléwnie klasy
IgM 1 IgG (8). Z kolei IL-2 wspomagajac proliferacje
limfocytow B oraz aktywnos¢ sekrecyjna tych komo-
rek ma istotne znaczenie w powstawaniu pierwotne;j
odpowiedzi humoralnej na stymulaqq antygenem,
podczas ktorej syntetyzowane i uwalniane sg immu-
noglobuliny klasy IgM (13).

Mozna zatem przypuszczaé, ze dziatanie dimeru li-
zozymu potencjalizujace odpowiedZz humoralng na
grasiczozalezny antygen zwiazane jest ze stymulacja
badZz modulacja przez ten lek komorek jednojadrza-
stych do syntezy i uwalniania takich cytokin jak IL-1,
IL-2 i IL-6 co wykazano w badaniach in vitro 1 ex vivo
na hodowlach komérek mononuklearnych uzyskanych
z krwi cztowieka 1 zwierzat (6, 11, 12).

Whioski

1. Podanie kilkukrotne dimeru lizozymu w dawkach
zalecanych w leczeniu chordb infekcyjnych tj. 2-20
ug/kg w odstgpach kilkudniowych nie prowadzi do
wytworzenia si¢ efektu tolerancji na ten lek o charak-
terze immunologicznym, co wyrazone jest zachowa-
niem lub wzmozeniem adiuwantowego wptywu pierw-
szej, immunostymulujacej dawki dimeru lizozymu (20
pug/kg) podanej bezposrednio przed antygenem, na
swoista, pierwotna odpowiedz humoralng myszy im-
munizowanych erytrocytami owcy (SRBC).

2. Zwigkszenie dawki dimeru lizozymu do 200 pg/
/kg prowadzi do ostabienia efektu potencjalizacji swo-
istej odpowiedzi humoralnej po stymulacji antygenem,
co moze zmniejszaé efekt terapeutyczny dimeru lizo-
zymu.
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