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1. CiL STUDIE

Cilem prace bylo ovéfit predpokladany imunostimulacni efekt ether-fosfolipidu PNAE
(plasmanyl-(N-acyl)-ethanolamin) na imunitni systém kralika.

2. MATERIAL A METODY

2.1. Zvifata a experimentalni uspofadani

V experimentu bylo pouzito celkem 18 kusu kraliki plemene novozélandsky bily
(CRL:KLB) produkovanych firmou Charles River Laboratories, Inc. a dorucenych
firmou AnLab s.r.o., spolu s potvrzenim deklarujicim SPF status dodanych zvirat.

Zvifata byla ustadjena v prostorach akreditovanych staji Vyzkumného Cdstavu
veterinarniho lékafstvi, v. v. i. v Brné (akreditace ¢ 5834/2007-10001). Cely
experiment probéhl ve stdji s ochrannou bariérou, s monitorovanym svetelnym i
teplotnim rezimem. Kralici byli ustajeni individuainé v nerezovych klecich pro kraliky
odpovidajicich vyhlasce & 207/2004 Sb. O ochran&, chovu a vyuZiti pokusnych
zvifat. Identifikace kralikl byla zajisténa Stitkem umisténym na kleci a oznaCenim
barvou na vnitini ¢asti usniho boltce kazdého jedince. Zvifata byla pod kazdodennim
dohledem o$etiujicino personalu a veterinarniho Iékafe. Projekt pokusu byl povolen
Ministerstvem zemédélstvi Ceské republiky (MZe &. 973, VUVel &. 05/2008).

Pro Gcely experimentu byli kralici nahodné rozdéleni do tfi skupin po Sesti kusech,
vZdy 3 samice a 3 samci v kazdé skupiné:

1.skupina (P-KLH-P):

Kralikim v prvni skupiné byl podavan ether fosfolipid PNAE 14 dni pfed a 7 dni po
vakcinaci keyhole limpet hemocyaninem (KLH), testovany preparat byl podavan take
7 dni pfed a 7dni po revakcinaci KLH.

2. skupina (KLH-P):

Kralikim ve druhé skupiné byl 14 dni pfed vakcinaci KLH podavan fyziologicky
roztok, ether fosfolipid PNAE byl podavan 7 dni po vakcinaci KLH, testovany preparat
byl podavan take 7 dni po revakcinaci KLH.

3. skupina (KLH):
Kralikum ve tfeti skupiné byl podavan pouze fyziologicky roztok a to 14 dni pred a 7
dni po vakcinaci KLH a také 7 dni pfed a 7dni po revakcinaci KLH.

Ether fosfolipid PNAE (APLC-L-080812, 15% emulze ve fyziologickém roztoku, Areko
Praha, s.r.o.) byl aplikovan per oralné injekéni strikackou v davce 1 ml / kus 3x
denne.

Ctrnacty den po zahajeni experimentu byl véem kralikim subkutainé aplikovan KLH
(Imject® Mariculture Keyhole Limpet Hemocyanin, Thermo Scientific, Rockford, USA)

v davce 5 pg / kus v objemu 0,5 ml. Tri tydny po vakcinaci byli vSichni kralici stejnym
zpusobem revakcinovani.



2.2. Odhér a zpracovani vzorki:

V&em kralikim zafazenym do experimentu bylo za aseptickych podminek odebirano
1,5 ml periferni krve z vena auricularis lateralis do heparinizovanych (Heparin forte,
Légiva, CR, 10 m.j./1ml krve) zkumavek typu Eppendorf. Takto ziskané vzorky krve
byly uréeny pro test specifické blasticke transformace lymfocytl (den -14, 0, 14 a 35)
a detekci tvorby specifickych protilatek IgM a IgG izotypu pomoci ELISA (den -14, 0,
7,14, 21, 28, 35 a 42).

Odbeéry krve probihaly dle nasledujiciho schematu:

den -14: odbér pred zahajenim peroralni aplikace (13.8.2008)

den 0: odbér pfed vakcinaci KLH (27.8.2008)

den 7: odbér 7 dnipo vakcinaci KLH (3.9.2008)

den 14: odbér 14 dni po vakcinaci KLH (10.9.2008)

den 21: odbér 21 dni po vakcinaci KLH, revakcinace (17.9.2008)

den 28: odbér 28 dni po vakcinaci KLH, 7 dni po revakcinaci (24.9.2008)
den 35: odbér 35 dni po vakcinaci KLH, 14 dni po revakcinaci (1.10.2008)
den 42: odbér 42 dni po vakcinaci KLH, 28 dni po revakcinaci (8.10.2008)

2.3. Test specifické blastické transformace lymfocytl:

Prida-li se do testovane kultury specificky antigen, lymfocyty, které ho rozpoznaiji,
jsou prevedeny z klidove faze do faze mnozeni, ¢imz dochazi ke zvyseni jejich
mitoticke i metabolicke aktivity. Vtomto testu se zvySena intenzita mitézy a
metabolismu zjiStuje na zakladé inkorporace nukleové baze thymidinu znaceného
radioaktivnim vodikem.

V mikrotitracni desti¢ce (Gama, CR) bylo smichano 20 pl specifického antigenu (KLH
v koncentraci 20 mg) s 200 pl periferni krve. Mitogeny stimulované i kontrolni (bez
KLH) kultury byly naneseny v triplikatech. Kultivace probihala 3 dny pfi 37 °Ca 5 %
COz, 20 hodin pfed sklizenim bunék (FilterMate Harvestor, Packard Bioscience
Instrument Company, USA) bylo pfidano *H thymadmem znacené médium (5 uCi/ml)
vmnoZstvi 50 pl na jamku. Inkorporace *H-thymidinu byla méfena scintilaénim
spektrofotometrem (TopCount NXT™ Packard Bioscience Instrument Company,
USA).

Stupenn stimulace lymfocytl je vyjadfen stimulaénim indexem (SlI). Sl je pomér
prumért CPM (counts per minute) stimulovanych a nestimulovanych kultur, (S| =
primér CPM stimulovanych kultur / pramér CPM nestimulovanych kultur).

2.4. Kvantifikace KLH-specifickych protilatek:

Specifické protilatky byly detekovany pomoci ELISA testu. Koncentrace véech
reagencii pouzitych v tomto testu byla zjisténa boxovou titraci. Antigen (lyofilizovany
KLH) byl rozpustén v uhli¢itan-hydrogenuhli¢itanovém pufru (pH 8,6) a navazan na
96 jamkové mikrotitraéni desky (Gama Daleéin, CR) v koncentraci 0,2 pg na jamku.
Desky byly inkubovany v chladu 18 hodin a nasledné byly 3x promyty fyziologickym
roztokem (pH 7,2) obsahujicim 0,05 % tweenu 20. Poté bylo do kazdé jamky
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napipetovano 100 pl fediciho roztoku (fyziologicky roztok s 0,05 % tweenu 20 a
0,5 % kaseinu). Do jamek v prvnim fadku bylo pfidano 50 ul vzork krevni plazmy
fedénych 1:33 a nasledné bylo pfipraveno trojnasobné rfedéni vzorku.

Po 1 hodinové inkubaci ve vihké komiirce pfi 37°C byly desky tfikrat promyty a poté
bylo do véech jamek napipetovano 100 pl pfisluéného konjugatu (kozi anti-kralici IgM
nebo kufeci anti-kraliéi 1gG konjugované s kienovou peroxidazou, Rockland,
Girbeltsville, PA). Po 1 hodinové inkubaci byly desky opét promyty a do jamek byl
napipetovan substrat (TMB, Test-line, CR). Reakce byla zastavena po 10 minutach
pomoci 50 pl 2M kyseliny sirové. Absorbance byla méfena pfi 450 nm pomoci
multikanalového spektrometru IEMS Reader (Labsystems IEMS). Mérenim byly
ziskany titraéni kiivky pro kazdy vzorek. Vysledny titr, ve kterem byly odecitany
vysledky byl definovany jako fedéni, pfi kterém opticka denzita klesla na konecnou
hodnotu (OD450 = 0,1). Jeden vzorek séra byl titrovany na kaZzdé desce jako
pozitivni kontrola.

2.5. Statisticka analyza dat:

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny (srovnani hodnot mezi vSsemi skupinami
v kazdém terminu) neparametrickym Mann-Whitney testem pomoci programu
Prism®. Rozdil s P < 0,05 byl povaZovan za statisticky vyznamny.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1. Test specifické blastické transformace lymfocytu:

Vakcinace a nasledna revakcinace kraliki KLH antigenem vedla k ocekavanemu
zvyéeni proliferaéni schopnosti lymfocytll po specifické stimulaci vzork( krve
antigenem KLH u vSech tfi skupin kraliki (Graf 1). Nicméné pifi statistickem
porovnani dosazenych hodnot nebyl prokazan Zzadny signifikantni rozdil mezi
jednotlivymi skupinami a to ani u kontrolnich nestimulovanych kultur ani u kultur
stimulovanych specifickym KLH antigenem. Pfi porovnani parametru CPM, ktery
vyjadiuje proliferaéni schopnosti lymfocytd, u kralikl ve skupiné KLH-P v den 35 byla
prokazana signifikantné niz8i proliferaéni schopnost u lymfocytl po specifické
stimulaci v porovnani jak s kraliky ve skupiné KLH (P < 0,01), tak ve skupiné P-KLH-
P (P < 0,05) v tomto terminu. Z vySe uvedenych vysledklu vyplyva, ze aplikace
ether fosfolipidu PNAE nevedla ke zvy$eni proliferaéni schopnosti lymfocytu
po vakcinaci KLH antigenem.

3.2. Tvorba specifickych protilatek:

Kralici ve v8ech skupinach odpovédéli na podany antigen tvorbou specifickych
IgM a IgG protilatek (Graf 2). Tvorba specifickych protilatek byla klasicky dvoufazova,
to znamena mirny narGst specifickych protilatek po vakcinaci s razantni tvorbou
zejména IgG protilatek po revakcinaci. Pfi statistickem wvyhodnoceni hladin
jednotlivych izotypl protilatek v jednotlivych terminech po vakcinaci a revakcinaci
nebyly zaznamenany Zadné signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami kralik(.
To znamena, Ze aplikace ether fosfolipidu PNAE nevedla ke zvySeni specificke
protilatkové odpovédi po vakcinaci KLH antigenem.

Ll



Graf 1.

Test specifické blastické transformace lymfocytu: kontrola (CPM) udava proliferaéni
schopnost nestimulovanych lymfocytl, KLH (CPM) udava proliferaéni schopnost
lymfocytd po in vitro stimulaci KLH 20 mg, KLH (Sl) vyjadfuje pomér hodnot
stimulovanych / nestimulovanych lymfocytl. Signifikantni rozdily mezi skupinou P-
KLH-P a KLH-P v porovnani se skupinou KLH jsou oznaéeny * (P < 0,01),
signifikantni rozdily mezi skupinou P-KLH-P a KLH-P jsou oznageny + (P < 0,05).
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Graf 2.

Tvorba specifickych IgM a IgG protilatek po subkutanni aplikaci KLH v davce 5 pg /
kus. Data jsou prezentovana jako pramér + smérodatna odchylka absorbance IgM
nebo IgG v riznych terminech po vakcinaci a revakcinaci (oznaceno sipkou).
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