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Suhrn: Polyoxidonium, derivait N-oxidu polyetylénpiperazinu je novovyvinuty imunopreparat
s predpokladanymi imunostimulaénymi G¢inkami. Cielom §tudie bolo stanovit' in vitro vplyv Polyoxiddnia na
expresiu aktivacnych markerov periférnych lymfocytov a na produkciu imunoglobulinov. Na experimenty sa
pouzila vendézna krv od 19 dobrovolnikov (3 Zeny a 16 muZzov) s priemernym vekom 27 rokov. Aktivacné
markery sa stanovovali monoklonovymi protilatkami s vyuzitim prietokovej cytometrie (Coulter Epics XL).
Produkcia imunoglobulinov triedy G a M sa stanovovala ELISA metodou.

Polyoxidénium v koncentraciach 1, 10 a 100 ug/ml spolu s PHA vykazovalo Statisticky signifikantne znizenu
expresiu aktivaéného markeru CD71 na cytotoxickych, respektive supresorovych T lymfocytoch (CD8+ T
lymfocyty), (p=0.002) a in vitro zvySovalo produkciu imunmoglobulinu triedy M pri vSetkych testovanych
koncentraciach (p=0.004). Testovany pripravok in vitro vykazoval imunomodulaény u¢inok na vybrané
parametre Specifickej celularnej a humoralnej imunity.
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Uvod

Antibiotika s uz desatroia nezastupitelnou skupinou lie¢iv v boji proti infekciam.
V poslednom desatro¢i farmaceutické firmy v dosledku nérastu rezistencie mikrébov na
antibiotika, zapri¢inenej aj nespravnou indikaciou v terénnej praxi, si nutené vyvijat’ nové
pripravky s antimikrobiadlnou aktivitou. Vyvoj tejto skupiny liekov je spojeny s vysokymi
finanénymi nakladmi, ktoré sa potom premietaji vo zvysenej cene nového antibiotika. Vznika
akysi bludny kruh charakterizovany vznikom rezistencie na antibiotikd v relativne kratkom
case a potrebou vyvoja novych finan¢ne nakladnejSich antimikrobialnych pripravkov.

Perspektivnym rieSenim v tejto oblasti je vyvoj imunopreparatov. Postupne sa vo vacSom
rozsahu zacinaji v medicinskej praxi uplatiiovat’ lieky s imunostimulaénymi ucinkami -
imunostimulancid. Preventivne poddvanie imunostimulancii aktivuje mechanizmy celularnej
a humoralnej imunity do takej miery, Ze klinicky zabrania manifestacii infekcie.
Imunostimulancid st perspektivnou skupinou lieciv, ktoré st indikované predovsetkym
u chronickych arecidivujucich infekcii. Imunostimulancid podla pdvodu a chemickej

Struktlry st heterogénnou skupinou. Do skupiny imunostimulancii s definovanou chemickou
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Struktarou patri aj Polyoxidonium (P), derivat N — oxidu polyetylénpiperazinu,
vysokomolekularna zluc¢enina (polymér). Polyoxidonium je novovivynuty pripravok ruskou
farmaceutickou firmou Imapharma s predpokladanymi imunostimulaénymi ucinkami na
oblast humoralnej a bunkovej imunity.

Ciel'om studie bolo stanovit’ in vitro vplyv P na vybrané funkéné parametre Specifickej
imunity - expresiu aktivaénych markerov na periférnych T lymfocytoch a na produkciu

(tvorbu) imunoglobulinov (Ig).

Pacienti a metédy

Charakteristika suboru

Stbor tvorilo 19 zdravych dobrovolnikov oboch pohlavi (3 Zeny a 16 muzi) s priemernym
vekom 27 rokov, ktori klinicky neudavali Ziadne subjektivne tazkosti. Od kazdého

dobrovol'nika bol obdrzany podpisany ,,Informovany sthlas®.

Metody

Od kazdého zaradeného jedinca sa z kubitalnej zily odobralo 8 ml krvi, ktord sa pouzila na

jednotlivé experimenty in vitro.

Aktivacné markery lymfocytov

Vzorky krvi boli pridané do rastového média RPMI 1640 v pomere 1:1. RPMI 1640 bolo
obohatené 10% hovidzim sérovym albuminom. Do 180 pl takto nariedenej krvi bol pridany
fytohemaglutinin-P (PHA-P) v koncentracii 20 pg/ml a P v koncentraciach 1, 10 a 100 pg/ml.
Mikrotitrova platni¢ka bola inkubovana pri 37° C a v 5% atmosfére CO,. Po 24 hodinich
kultivacie bola analyzovand expresia CD69, po 48 hodinach CD25 a po 72 hodindch CD71.
Fenotypova analyza bola uskutoénena za pouzitia dvojfarebnej prietokovej cytometrie
(Coulter Epics XL) pomocou monoklonovych protilatok anti-CD4, anti-CDS, anti-CD69,
anti-CD25 a anti-CD71.
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Produkcia IgG a IgM B lymfocytmi

Inkubacia periférnych lymfocytov (PBMC — peripheral blood mononuclear cells)
a produkcia IgG a IgM sa vykonala podl'a modifikovanej metoédy JAHNOVE]J a kol. (1994).
Po izolacii PBMC (10° bunky/ml v 0,25 ml) boli inkubované v rastovom médiu RPMI 1640
(BioWhittaker, Belgicko) spolu s pokeweed mitogénom (PWM - Specificky mitogén pre B
lymfocyty, Sigma) v pomere 2 pg/ml a s P v koncentracia 1, 10 a 100 pg/ml po dobu 7 dni pri
37°C a 5% CO,. Produkcia Ig sa stanovila ELISA metédou (JAHNOVA akol., 1994).

Vysledky

Expresia aktivacnych markerov na T lymfocytoch

Zaznamenalo sa signifikantné znizenie expresie aktiva¢ného markera CD71 na CD8+
bunkach (cytotoxické a supresorové T lymfocyty) pri vSetkych sledovanych koncentraciach P
(p=0,002), (Tab. 1). V ostatnych sledovanych parametroch sa nezaznamenali signifikantné

zmeny.

Produkcia IgG a IgM po stimulacii PWM a polyoxidéniom

Zaznamenalo sa signifikantné zvySenie produkcie Ig triedy M po stimulécii P vo vsetkych

sledovanych koncentraciach 1, 10 a 100 ug/ml (p= 0.01, p=0.004, p=0.004), (Tab. 2).

Diskusia

V experimentoch in vitro s pouzitim vendznej krvi zdravych dobrovolnikov sa sledoval
ucinok P na vybrané funkéné prametre Specifickej bunkovej a humoralnej imunity. Po
inkubacii plnej krvi s PHA spolu s P Statisticky vyznamne poklesla expresia znaku CD71 na
CD8+ T lymfocytoch, ostatné znaky CD69 a CD25 sa signifikantne na subpopulaciach CD4+
a CD8+ nemenili. CD71 marker je sucastou transferinového receptora a je exprimovany na
vSetkych proliferujucich bunkach a aktivovanych leukocytoch. CD8+ T lymfocyty patria do
kategodrie supresorovych a cytotoxickych T lymfocytov. Cytotoxické T lymfocyty st sti€astou

efektorovych mechanizmov protinadorovej a protivirusovej imunity. Znizena expresia znaku
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Tab. 1:Expresia aktivaénych markerov po stimulacii PHA-P (%) (n=19)

Parameter Koncentracia pg/ml Vyznamnost
% PHA 1 10 100 P<

CD69

CD4/CD69 | 75,84 75,21 75,57 76 NS

SEM 2,09 2,06 1,22 1,55

CD8/CD69 | 65,73 66,63 65,42 64,89 NS

SEM 2,33 2,91 2,78 2,96

CD25

CD4/CD25  |52,05 53,57 54,78 53,78 NS

SEM 4,65 4,9 5,04 4,64

CD8/CD25  |40,64 45,94 45,94 44,36 NS

SEM 3,08 3,5 3,62 3,44

CD71

CD4/CD71 43,25 41,25 43,43 42,12 NS

SEM 3,6 4,59 4,1 4,16

CD8/CD71 45,31 31,18 37,68 32,37 a,b, ¢=0,002
SEM 23 33 3,44 2,89

Vysvetlivky: NS - nesignifikantny, CD — diferencia¢ny antigén, SEM — stredna chyba priemeru, a — koncentracia
P lug/ml, b — koncentracia P 10 ug/ml, ¢ — koncentracia P 100 ug/ml

Tab. 2: Produkcia imunoglobulinov triedy G a M in vitro po stimulacii PWM (n=16)

Parameter PWM Koncentracia pg/ml Vyznamnost’
1 10 100 P<

IgG/ng/ml/ 562,7 2257 5428 4383 NS

SEM 69,5 1168 2021 1935

IgM/ng/ml/ | 1756 6197 5502 7990 a-0,01

SEM 451 3159 2118 3404 b,c — 0,004

Vysvetlivky: IgG — imunoglobulin G, IgM — imunoglobulin M, PWM — pokeweed mitogén

CD71 na CD8+ T lymfocytoch po inkubacii P s PHA by v klinickej situacii recidivujicej
virusovej infekcie bola skér nepriaznivym faktorom. Mozno predpokladat’, ze v priebehu
virusovej infekcie je ziadlca proliferacna aktivacia CD8+ T lymfocytov, ukazovatel'om ¢oho

je expresia znaku CD71 (zvySend expresia na proliferujucich bunkéch). Pri interpretacii
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vysledkov tohto experimentu, ale treba mat’ na zreteli, Ze sa v experimente pouZzila venézna
krv zdravych jedincov. Z dostupnych literarnych zdrojov dokumentované na zvieracich
modeloch ako aj v klinickej huménnej medicine P ma Sir§$i imunomodula¢ny ucinok.
Ciel'ovymi Struktirami su predovSetkym bunky prirodzenej imunity - fagocyty a prirodzené
zabjjae (NK), ktorych funkciu P zvySuje (stimuluje) (PETROV akol, 2000;
CHERESHNEYV a kol., 2000). Imunostimula¢ny t¢inok P na fagocytova aktivitu 'udskych
periférych leukocytov (testovand mikrobicidna aktivita voci Staphylococcus aureus) bol
demonstrovany u zdravych ako aj chorych jedincov s granulomatéznou chorobou
(DAMBAEVA a kol., 2003).

Pozitivny klinicky c¢inok P upacientov s chronickou bronchitidou a chronickou
rekurentnou furunkulézou. Jeho ucinok sa prejavil predovSetkym v oblasti zvySenia
fagocytovej aktivity (BORISOVA a kol., 1998).

Informacie o expresii aktivaénych markeroch na T lymfocytoch G€¢inkom P v anglosaske;j
literatre doposial’ nie su publikované.

Druhym funkénym vySetrenim bolo stanovenie vplyvu P na tvorbu Ig triedy G a M.
Izolované lymfocyty po inkubacii s P (vo vSetkych testovanych koncentraciach) s PWM
signifikantne zvysili tvorbu IgM, zatial' ¢o tvorba IgG nebola signifikantne ovplyvnena.
Tento fenomén z hladiska antiinfekCnej (antibakteridlnej a antivirusovej) imunity mozno
povazovat’ za pozitivny. Imunoglobuliny triedy M patria medzi dodlezité efektorové
mechanizmy Specifickej humoralnej imunity (proces opsonizacie, virus neutralizacna aktivita
atd’.).

Imunostimulaény G¢inok P na tvorbu imunoglobulinov u pacientov s humoralnym
deficitom. (PETROV a kol., 2000) Signifikantny u¢inok P na indukciu imunitnej odpovede
u geriatrickych jedincov (signifikantné zvySenie titra protilatok proti kmetfiom A a B chripky)
sa pozoroval v kombindcii s vakcinou proti chripke (Grippol) (BURTSEVA a kol., 2000).
Profylakticky ti¢inok kombinovanej vakciny proti chripke (Grippol spolu s P) sa preukéazal
vyznamne aj u deti (EL"SHINA a kol., 2000). Tieto klinické $tidie dokumentuju benefit P v
kombinovanej vakcine proti chripke prejavujuci zvySenou idnikciou tvorby protilatok

v porovnani so s6lo vakcinou.

Zavery

V testoch in vitro P v koncentraciach 1, 10 a 100 pg/ml spolu s PHA vykazoval znizenu

expresiu aktivaéného markeru CD71 na cytotoxickych, respektive supresorovych T
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lymfocytoch (CD8+ T lymfocyty). Tento marker je sucastou transferinového receptora a je
exprimovany na vSetkych proliferujucich bunkach a aktivovanych leukocytoch.

Polyoxidonium in vitro zvySuje produkciu Ig triedy M pri vSetkych testovanych
koncentraciach. Polyoxidonium v testoch in vitro s pouzitim biologického materidlu zdravych
jedincov (venodzna krv) vykazoval na vybrané parametre Specifickej celularnej a humoralnej
imunity imunomodula¢ny ucinok.

V dalsich etapach je potrebné pokracovat’ v sledovani G¢inkov P na molekulovej urovni
ako aj na urovni klinického vyhodnotenia pacientov, najvhodnejsie formou kontrolovanych

klinicko-imunologickych $tudii.
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The effect of polyoxidonium on selected parameters of specific cellular and humoral

immunity (in vitro)

Abstract: Polyoxidonium, high molecular compound - polymer (N — oxidized polyethylene-piperazine
derivative) represents new developed immunomodulator with expected immunostimulatory effects. The aim of
the study was to assess in vitro the influence of Polyoxidonium on the expression of lymphocyte activation
markers and the production of immunoglobulins. The experiments in vitro were performed using venous blood
obtained from healthy volunteers (16 subjects, 3 females, 13 males, average age 27 years). Phenotypical analysis
of activation markers on lymphocytes was determined by specific monoclonal antibodies using two-colour flow
cytometry after previous incubation with PHA and polyoxionium (range of concentration 1, 10, 100 pg/ml).
Production of immunoglobulins was performed according to the modified method of Jahnova et al. 1994.

Incubation of whole blood with Polyoxidonium in concentrations 1, 10 a 100 pg/ml together with PHA (T
lymphocytes mitogen) exerted statistical significance in reduced expression of CD71 marker determined on
CD8+ T lymphocytes (p=0.002). Polyoxidonium in vitro increased production of IgM in all tested concentrations
(p=0.004), while the production of IgG did not change significantly. Tested preparation in vitro experiments
exerted on the selected parameters of specific cellular and humoral immunity immunomodulatory effects.

Key words: polyoxidonium, immunomodulator, in vitro, markers of activation, CD4+ T lymphocytes, CD8+
lymphocytes, production of immunoglobulin G and M
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