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1. MATERIAL A METODY

Zvirata a experimentalni usporadani

V experimentu bylo pouzito celkem 18 kusl kralikii plemene novozélandsky bily
(CRL:KLB) produkovanych firmou Charles River Laboratories, Inc. a doruéenych
firmou AnLab s.r.0., spolu s potvrzenim deklarujicim SPF status dodanych zvifat.

Zvifata byla ustajena v prostorach akreditovanych staji Vyzkumného Ustavu
veterinarniho |ékafstvi v. v. i. v Brné (akreditace ¢. 5834/2007-10001). Cely
experiment probéhl ve staji s ochrannou bariérou, s monitorovanym svételnym i
teplotnim rezimem. Kralici byli ustajeni individuainé v nerezovych klecich pro kraliky
odpovidajicich vyhlasce & 207/2004 Sb. O ochrané&, chovu a vyuZiti pokusnych
zvifat. Identifikace kralikl byla zajisténa stitkem umisténym na kleci a oznaéenim
barvou na vnitini Casti usniho boltce kazdého jedince. Zvifata byla pod kazdodennim
dohledem osetiujiciho personalu a veterinarniho Iékare. Projekt pokusu byl povolen
Ministerstvem zemeédélstvi (MZe &. 974, VUVel, v. v. i. & 06/2008).

Po dvoutydenni aklimatizaci byli kralici pro uéely experimentu nahodné rozdéleni
do tfi skupin po Sesti kusech, viZdy 3 samice a 3 samci v kazdé skupiné:

1. skupina (P-DX-P):
Kralikim v prvni skupiné byl podavan ether fosfolipid PNAE 7 dni pfed aplikaci
dexamethazonu (DXP), v aplikaci testovaného preparatu bylo pokraovano az do 10.
dne po zahajeni aplikace DXP.

2. skupina (DX-P):
Kralikum ve druhé skupiné byl 7 dni pfed aplikaci DXP podavan fyziologicky roztok,
ether fosfolipid PNAE byl podavan az zaroven s aplikaci DXP, v aplikaci testovaného
preparatu bylo pokracovano az do 10. dne po zahajeni aplikace DXP.

3. skupina (DX):
Kralikim ve tfeti skupiné byl od zahajeni experimentu az do 10 dne po zahajeni
aplikace DXP podavan pouze fyziologicky roztok, kralici byli suprimovani aplikaci
DXP stejnym zpusobem jako kralici ve slupiné 1 a 2.

Ether fosfolipid PNAE (APLC-L-080520, 15% emulze ve fyziologickém roztoku,
Areko Praha, s.r.0.) byl aplikovan per oralné injekéni stfikaékou v davce 1 ml / kus 3x
denné.

Osmy den po zahajeni experimentu byl véem kralikim intramuskularné aplikovan
dexamethazon (Dexamed, Medochemie s.ro., Kypr) vdavce 2 mg/kg dle
nasledujiciho schematu:

den 0: 1. aplikace a nasledné 6 a 12 hodin po prvni aplikaci
den 1: 24 hodin po prvni aplikaci
den 2: 48 hodin po prvni aplikaci

1.2. Odbér a zpracovani vzorka:

Vsem kralikim zafazenym do experimentu bylo za aseptickych podminek
odebirano 1,5 ml periferni krve z arferia auricularis centralis do heparinizovanych
(Heparin forte, Légiva, CR, 10 m.j./1ml krve) zkumavek typu Eppendorf. Takto
ziskane vzorky krve byly uréeny pro hematologické vySetieni, test blastické



transformace lymfocytl a analyzu subpopulaci lymfocytl pomoci pritokové
cytometrie.
Odbeéry krve probihaly dle nasledujiciho schématu:

den -7:  odbér pfed zahajenim peroralni aplikace (9.6.2008)
den 0: odbér pred prvni aplikaci DXP (16.6.2008)

den 1:  odbér 1 den po prvni aplikaci DXP (17.6.2008)

den 4:  odbér 4 dny po prvni aplikaci DXP (20.6.2008)
den7: odber 7 dni po prvni aplikaci DXP (23.6.2008)

den 10: odbér 10 dni po prvni aplikaci DXP (26.6.2008)
den 23: odbér 23 dni po prvni aplikaci DXP (9.7.2008)

1.3. Hematologické vysetieni:

Stanoveni celkoveho poctu leukocytl a erytrocytl bylo provedeno za pomoci
automatickeho analyzatoru bunék Coulter Counter CBC 5 (Coulter Electronics Ltd,
UK).

Z kapky krve byl zhotoven natér na podlozni sklicko a nabarven metodou dle
Pappenheima. Za pomoci svételného mikroskopu bylo odeéteno 200 leukocytll, ze
kterych byl stanoven relativni diferencialni rozpocet v procentech, a nasledné byl
z celkového poctu leukocytl vypocitan absolutni diferencialni rozpodet v celych
cislech na litr.

1.4. Test blasticke transformace lymfocyt(:

Néktere rostlinne lektiny, oznacované jako mitogeny, jsou schopny nespecificky
aktivovat lymfocyty. Aktivované lymfocyty jsou pfevedeny z klidové faze do faze
mnozZeni, ¢imz dochazi ke zvyseni jejich mitotické i metabolické aktivity. \ tomto
testu se zvySena intenzita mitdzy a metabolismu zjistuje na zakladé inkorporace
nukleové baze thymidinu zna¢eného radioaktivnim vodikem.

V mikrotitraéni desti¢ce (Gama, CR) bylo smichano 20 ul mitogenu (concanavalin
A — ConA, v koncentraci 10 pg/ml) s 200 pl periferni krve. Mitogeny stimulované i
kontrolni (bez ConA) kultury byly naneseny v triplikatech. Kultivace probihala 3 dny
pfi 37°C a 5 % CO3, 20 hodin pfed sklizenim bunék (FilterMate Harvestor, Packard
Bioscience Instrument Company, USA) bylo pfidano :‘H-th;,rmidinEm znacené médium
(5 pCi/ml) vmnozstvi 50 pl na jamku. Inkorporace “H-thymidinu byla méfena
scintilatnim spektrofotometrem (TopCount NXT™, Packard Bioscience Instrument
Company, USA).

Stupeni stimulace lymfocytl je vyjadien stimulaénim indexem (SI). Sl je pomér
prumérd CPM (counts per minute) stimulovanych a nestimulovanych kultur, (Sl =
prumér CPM stimulovanych kultur / primér CPM nestimulovanych kultur).

1.5. Pritokova cytometrie:

Procentualni hodnoty jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci periferni krve byly
ziskany metodou prutokové cytometrie za pouziti komoréné dostupnych mysich anti-
kraliCich monoklonalnich protilatek: anti-CD4 (RTH1A, IgG1), anti-CD8 (ISC27A,
IgG2a), anti-panT2 (RTH21A, IgG1), anti-CD45 (ISC18A, 1gG2a) (VMRD Inc., USA)
a krizové reagujici anti-lidské CD14 monoklonalni protilatky (TUK4, IgG2a,
DakoCytomation. Erytrocyty v 50 pl piné krve byly lyzovany 4 ml hemolytického



roztoku (8,26 g NH4CIl, 1 g KHCO3 a 0,037 g NasEDTA v 1 litru destilované vody).
Ziskane leukocyty byly inkubovany s monoklonalnimi protilatkami v fedéni 1:50 pfi
laboratorni teploté po dobu 15 minut. Nasledovalo promyti suspenze 3 ml
proplachovaciho roztoku (1 g NaN; a 1,84 g Na,EDTA v 1 litru PBS) a centrifugace
(5 minut, 1200 rpm/min.) K sedimentovanym leukocytim bylo pfidano 50 pl
sekundanrich isotypové specifickych protilatek (kozi anti-mysi IgG1-FITC fedéno
1:100 a kozi anti-mysi 1gG2a-RPE fedéno 1:500, Southern Biotechnology, USA),
suspenze byla inkubovana pfi 4'C po dobu 20 minut. Pro detekci B lymfocytl byla
pouZita kiiZové reagujici mysi anti-lidska CD79a monoklonaini protilatka (klon HM57,
DakoCytomation, DE). Buriky periferni krve byly fixovany a permeabilizovany pomoci
IntraStain  kitu (DakoCytomation, DE) a nasledné oznaceny dle protokolu
doporuc¢eneho vyrobcem.

Po zavérecnem promyti byly znagené leukocyty analyzovany pomoci
prutokového cytometru FACSCalibur (Becton Dickinson, USA) s operaénim
programem CELLQuest™. K oznaceni DNA poskozenych nebo mrtvych bunék a
jejich naslednému vylougeni z analyzy byl pouzit propidium jodid. Exprese antigenti
CD45 a CD14 slouZila k nastaveni a ovéfeni Ggistoty "lymfogatu". Ziskané
procentualni hodnoty zastoupeni ostatnich povrchovych znakd byly piepocitany na
100 % CD45" a CD14 bunék "lymfogatu".

1.6. Statisticka analyza dat:

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny (srovnani hodnot mezi véemi skupinami
v kazdém terminu) neparametrickym Mann-Whitney testem pomoci programu

Prism®™. Rozdil s P < 0,05 byl povaZovan za statisticky vyznamny.



2. VYSLEDKY A DISKUSE

2.1. Hematologické vySetieni:

Aplikace DXP méla za nasledek sniZzeni procentualniho zastoupeni lymfocytl, a
naopak zvySeni procentualniho zastoupeni neutrofill periferni krve u viech
sledovanych skupin (graf 1). V celkovych poétech doslo k signifikantnimu sniZeni
poctl lymfocytl, eosinofill a monocyti a zvySeni poétlt neutrofill. V prib&hu
experimentu nebyly zaznamenany zadné zmény v celkovém poétu erytrocytl a
leukocytll. Tyto vysledky se shoduji s vysledky ziskané v nasi predeslé studii tykajici
se vlvu DXP na imunitni systém kralika (Jeklova a kol., Vet Immunol.
Immunopatho., 2008; 122:231-40).

Pfi srovnani intenzity téchto zmén u skupiny P-DX-P v porovnani se skupinou DX,
bylo zjisténo, Ze prfestoze celkové nebyl prokazan statisticky vyznamny pokles
celkového poctu leukocytl, kralici ve skupiné P-DX-P méli v den 1 signifikantné vice
leukocytli (P < 0,05) nez kralici ve skupiné DX. Vy&§i pocet leukocytl u zvifat ze
skupiny P-DX-P byl zplGsoben signifikantné nizsim Gbytkem lymfocytl (P < 0,01)
v tomto terminu nez u kraliki ve skupiné DX. U skupiny P-DX-P byl prokazan také
signifikantné vy3si celkovy pocet lymfocytl (P < 0,05) vden 7 nez u skupiny DX
v tomto terminu. Tyto vysledky indikuji nizSi pokles a rychlejsi navrat lymfocytu
periferni krve u kralikd, kterym byl aplikovan ether fosfolipid PNAE 7 dni pred
aplikaci DXP nez u kraliki, kterym ether fosfolipid PNAE podavan nebyl.

U kralikl ve skupiné DX-P byl zjistén signifikantné niZsi procentualni zastoupeni
neutrofill (P < 0,05) vden 7 v porovnani se skupinou DX a signifikantné vyssi
procentualni (P < 0,05) i celkovy pocet eosinofili (P < 0,05) v den 7 oproti skupiné
DX. Uvedené vysledky naznaéuji rychlej$i pokles neutrofili, které se
v dusledku aplikace DXP nakumulovali v periferni krvi a naopak rychlejsi
navrat eosinofilu do obéhu u skupiny zvifat, kterym byl ether fosfolipid PNAE
podavan zaroven s aplikaci DXP v porovnani se skupinou, které ether fosfolipid
PNAE podavan nebyl.

2.2. Test blastické transformace lymfocyti:

Aplikace imumosupresiva vedla k ofekavanému poklesu proliferaéni schopnosti
lymfocytll po nespecifické stimulaci concanavalinem A. Utlum aktivity lymfocyti byl
nejmarkantnéjsi v den 1 (graf 2).

Pfi porovnani proliferacni schopnosti lymfocytd u kraliki ve skupiné P-DX-P v den
0 byla prokazana signifikantné vy&si proliferaéni schopnost u lymfocytti v kontrolnich
vzorcich (vzorek krve bez stimulace ConA) v porovnani jak s kraliky ve skuping DX
(P < 0,05), tak ve skupiné DX-P (P < 0,05) vtomto terminu. V den 1 byla zjisténa
signifikantné nizsi proliferatni schopnost lymfocytll v kontrolnich vzorcich u skupin P-
DX-P (P < 0,01) a P-DX (P < 0,01) v porovnani se skupinou DX. Z uvedeného
vyplyva, ze kralici, kterym byl ether fosfolipid PNAE podavan 7 dni pfed
aplikaci DXP méli vy$si spontanni aktivitu lymfocyt v porovnani s kraliky,
kterym ether fosfolipid PNAE podavan nebyl. Nicméné aplikace ether
fosfolipidu PNAE nezabrani poklesu aktivity lymfocyta, ktery je navozen
imunosupresi. Naopak pokles proliferaéni schopnosti je méné markantni u
zvirat, kterym ether fosfolipid PNAE podavan nebyl.

U kraliku ve skupiné P-DX-P byla zjisténa vy$si proliferaéni schopnost lymfocytl
(P < 0,05) vden 0 také ve vzorcich stimulovanych ConA v porovnani s kraliky ve



skupiné DX, coZz potvrzuje vySe uvedenou mozZnost stimulace proliferaéni
schopnosti podavanim ether fosfolipidu PNAE. U skupiny DX-P byla prokazana
vy$si schopnost proliferace u lymfocytd stimulovanych ConA (P < 0,05) v den 7 neZ u
skupiny DX, to muzZe indikovat rychlejs§i navrat proliferaéni schopnosti
lymfocytd u kralika, kterym byl ether fosfolipid PNAE podavan zaroven
s aplikaci DXP.

adny zvyse uvedenych signifikantnich rozdili nebyl prokazan pfi vypoétu
stimulacniho indexu (SI).

2.3. Prutokova cytometrie:

Subpolulace lymfocytl byly aplikaci DXP vyrazné ovlivnény (graf 3). Po DXP
indukované imunosupresi doslo k zvy$eni procentualniho zastoupeni CD4" a panT’
lymfocytl a naopak ke snizeni CD8", CD4'8" a CD79«" lymfocytl. V absolutnich
hodnotach pak doslo v dusledku poklesu celkového poétu lymfocytl k poklesu véech
nami sledovanych lymfocytarnich subpopulaci. Uvedené zmeény byly nejvyraznéjsi
vden 1.

Pfi srovnani skupiny P-DX-P v den 0 bylo zjisténo vyssi potet CD4" lymfocytl a
v disledku toho i zvySeni celkového poétu panT® lymfocytl v porovnani se skupinami
DX-P a DX. V den 1 byl u skupiny P-DX-P zji§tén vy8si celkovy poset CD4*, CD8*
(vy8Si celkovy i procentualni pocet), CD4'8" a panT' lymfocytl (P < 0,01)
v porovnani se skupinou DX v tomto terminu. U skupiny DX-P byl v den 1 zji§tén
vy3si celkovy pocet CD8" a CD4'8" lymfocytl spolu s vy&§im procentualnim poétem
CD4'8" lymfocytll (P < 0,05) v porovnani se skupinou DX. To znameni, Ze u
kraliku, kterym byl aplikovan ether fosfolipid PNAE 7 dni pfed zacéatkem
imunosuprese a u kraliku, kterym byl ether fosfolipid PNAE podavan zaroveri s
imunosupresivem  nedosSlo ktak vyraznému poklesu jednotlivych
lymfocytarnich subpopulaci jako u kraliki, kterym ether fosfolipid PNAE
podavan nebyl.

V den 7 byl u skupiny P-DX-P prokazan vyssi celkovy pocet CD4*, CD4°8", panT
a CD79«" lymfocytl (P < 0,05) v porﬂvnam se skupinou DX. U skupiny DK P byl
zjistén vyssi celkovy pocet CD8', CD4'8" a vyssi procentualni i celkovy poget
CD79a" lymfocytd (P < 0,05) oproti skupiné DX ve stejném terminu. To indikuje
rychlejSi navrat téchto subpopulaci u skupin kraliki, kterym byl podavan ether
fosfolipid PNAE ve srovnani se skupinou, které tento preparat podavan nebyl.



Graf 1.

Srovnani celkového poétu erytrocytl a leukocytl a procentualniho a celkového
zastoupeni lymfocyt(, neutrofilli, monocyti, eosinofilli a basofilli. Signifikantni rozdily

mezi skupinou P-DX-P a DX-P v porovnani se skupinou DX jsou oznadéeny * (P <
0,05) nebo ** (P < 0,01).
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Graf 2.

Test blastické transformace lymfocytl: kontrola (CPM) udava proliferaéni schopnost
nestimulovanych lymfocytl, ConA 10 pg/ml (CPM) udava proliferaéni schopnost
lymfocytl po stimulaci concavalinem A, ConA 10 pg/ml (Sl) vyjadiuje pomér hodnot
stimulovanych / nestimulovanych lymfocytt. Signifikantni rozdily mezi skupinou P-
DX-P a DX-P v porovnani se skupinou DX jsou oznaéeny * (P < 0,05) nebo ** (P <
0,01), signifikantni rozdily mezi skupinou P-DX-P a DX-P jsou oznaceny + (P < 0,05).
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Graf 3.
Srovnani procentualniho a celkového poétu CD4*, CD8*, CD4°8", panT" a CD79«"
lymfocytl. Signifikantni rozdily mezi skupinou P-DX-P a DX-P v porovnani se

skupinou DX jsou oznageny * (P < 0,05) nebo ** (P < 0,01), signifikantni rozdily mezi
skupinou P-DX-P a DX-P jsou oznaceny + (P < 0,05).
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