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Polyoxidonium (PO) predstavuje imunomodulaény preparat, ktory uz v priebehu
siedmych rokov je pouzivany lekarmi alergologmi - imunolégmi pri lieceni druhotnych
imunodeficitnych stavov (1, 2, 6, 13). Taktiez imunomodulator sa pouziva pri lieCeni
akatnych infekénych procesov (14). Siroké spektrum jeho lie¢ebného efektu je uréované
spojenim imunomodula¢nych vlastnosti s detoxikacnymi, antioxida¢nymi
a membranoprotektornymi vlastnostami. Polyoxidonium predstavuje fyziologicky aktivnu
vysokomolekularnu latku. Z chemickej stranky pohladu je to kopolymer N - oxidu - 1,4 -
etylénpiperazinu a (N - karboxietyl) - 1,4 - etylénpiperazinia bromidu so strednou
molekulovou hmotnostou Mw - 100kD. Preparat bol vyvinuty v Statnom vedeckom ustave -
Institate imunoldégie MZ RF kolektivom autorov Petrovom R.V., Chaitovom R.M.,
Nekrasovom A.V., Ataullachanom R.I., Puchkovou N.G., a Ivanovou A.S. (9, 11).

Tato praca je zamerana na sledovanie mechanizmu ucinku polyoxidonia na bunkovo -
molekularnej irovni. Nasou tlohou bolo ngjst’ cesty aktivacie tercovych buniek pod ucinkom
polyoxidonia a skimat’ vplyv preparatu na ich zakladné funk¢né charakteristiky.

Material a metody.

Separdcia leukocytov na Zelatine.

V silikonovu skimavku so 4 ml heparinizovanej krvi sme pridali 2 ml 3% Zelatiny vo
fostatno solnom pufri (FSP) s pH 7,4 ; inkubovali sme v priebehu 10 - 15 minuat pri 37 °C
z dévodu sedimentacie erytrocytov. Nasledne sme leukocyty ziskané znedsedimentacného
roztoku premyvali dvakrat s FSP.

Priprava polyoxidonia znaceného fluorescein-5-isothiocyanatom ( FITC ).

Syntézu polyoxidonia (PO, OOO Immafarma, Moskva), zna¢ené¢ho s FITC (F - PO),
(Sigma), sme uskutoc¢nili podl'a metodiky opisanej Godingom J.W. (31) v 0,1 M roztoku
bikarbonata natria. Nasledne sme vykonali dialyzu zmesi v membranovych trubi¢kach
( Spectrapor, m w cut off ~ 3.500 ) oproti vode sosemnasobnou zmenou dializacnej
kvapaliny. Dializa¢né vody neobsahovali FITC, ¢o odpovedalo aj nepritomnosti adsorpcie pri
A - 494 nm. To poukazuje na Uplne naviazanie komponentov vyslednej reakcie. Nasledné bol
znaceny preparat F - PO lyofilne vysuseny. Na 1 mg PO v konjugate pripada 20 pg FITC.



Hodnotenie vzajomného posobenia leukocytov s polyoxidoniom.

Bunkovu suspenziu privedent do koncentracie 2x10° buniek/ml sme inkubovali pri
37°C s F -PO pri piatich rozliénych koncentraciach (100, 200, 500, 1000 a 2000 pg/ml) od 1
do 5 hodin. Reakciu sme uskutocnili v 96 priehlbinkovej planzete pouzitim 100 ul bunkove;j
suspenzie a F - PO. Po ukonceni inkubdcie neviazany s leukocytami F - PO sme premyvali
fosfatno solnym pufrom. Pre lepSiu detekciu monocytov na prietokovom cytometre sa
bunkova suspenzia dodato¢ne znacila fikoerytrinovou anti - CD14 - protilatkou v priebehu 15
minit pri izbovej teplote a vtme. Nenaviazané anti - CD14 - AT sme premyvali FSP.
Nésledne sme lyzovali erytrocyty 200 pl ochladenym lyzatnym roztokom 0,15 M chloridu
amonia (Reachim) , leukocyty sedimentovali apremyvali FSP. Analyzu vzoriek sme
uskuto€nili pomocou prietokového cytofluorimetra FACS Calibur s argobnovym laserom
s dizkou viny 488nm v programe ,, CellQuest ,,. Podl'a dvoch parametrov, predného (FSC)
a bo¢ného (SSC) rozptylu v okne Dot Plot sme urCovali tri oblaky buniek - monocyty,
neutrofily a lymfocyty, kde sme analyzou stanovovali stredni geometricku intenzitu
fluorescencie (Geo Mean) na kandle FL - 1.

Priprava vzoriek pre elekronomikroskopické sledovanie.

V praci sme pouzili komplex koloidného zlata a polyoxidonia (Au - PO), [PO - 200
pl/ml, koloidné zlato HAuCl; (Sigma, 10 nM ) ; 30 i6nov zlata na jednu molekulu PO].
Suspenziu leukocytov, ktort sme separovali na Zelatine a priviedli do koncentracie 2x10°
buniek/ml sme inkubovali s Au - PO v rovnakych objemoch v priebehu 60 minut pri 37 °C.
Reakciu sme uskutocnili v cytometrickych skimavkach v objeme 2 ml. Po inkubécii sme zo
suspenzie odstranili erytrocyty lyzujicim roztokom 0,15 M chloridu amoneho (Reachim)
a dvakrat sme ho premyli FSP. Nasledne sme bunky centrifugovali pri 200g 5 minut;
supernatant sme odstranili a bunky stabilizovali v2 ml 2,5% glutamat aldehydu (Merck)
vo FSP v priebehu 2 hod. pri 4°C. Potom sme opatrne odstranili glutamat aldehyd a vymenili
ho za 2 ml 1% roztoku oxidu osmia (OsO4), (Sigma), dodrziavajuc predchadzajice
podmienky inkubacie v chlade. Nasledné sme dehydratovali materidl prevadzajic ho cez
narastajicu koncentraciu alkoholu podl'a Standartnej metddy. Poslednd inkubacia pred
zaliatim - v troch smenach acetonom v priebehu 30 minuat. Zaliate do eponovej zalievajuce;]
zmesi (Serva); tu sme vykondavali taktiez podla Standartnej metédy. Potom sme material
udrziavali v Cistej zalievajucej zmesi alebo vkladali ho do =zalievajiceho objemu.
Polymerizacia sa uskutocnila v priebehu 24 hodin pri 37 °C a dva dni pri teplote 60 °C. Ultra
tenké rezy sme prichystali na ultrazvizku LKB - IV, kontrastovali vodnym uranyl acetonom
a taktiez citratom olova podl'a Reynoldsa a nasledne skiimali pod elektronovym mikroskopom
Jeol - 100B.

Hodnotenie tvorby vnutrobunkového kalcia leukocytmi.

Tvorbu vnutrobunkového kalcia ( Ca®" ) leukocytami periférnej krvi sme hodnotili
pomocou prietokovej cytometrie, vyuzivajic farbicku Fluo - 3 (20). Pre ohodnotenie vplyvu
polyoxidonia na vnttrobunkovy Ca®" sme pouzili 100 pl leuko-suspenzie , ktora sme
priviedli do koncentracie 2x10° buniek/ml pre neutrofily fosfatno solnym pufrom. Odstranili
sme erytrocyty lyzujicim roztokom 0,15 M chloridom amonia ( Reachim ) a dvakrat
premyvali s 700 pl FSP; cisté leukocyty v objeme 50 pl sme inkubovali s Fluo - 3 pri
koncentracii 3 uM v priebehu 30 minut a pri 37 °C. Reakcia prebiehala v cytometrickych
skamavkach. Po inkubécii sme leukocyty sedimentovali, nasledne sme dvakrat premyvali 500
ul teplym FSP a s 500 pl teplého roztoku Henksa. Opakovant inkubéciu sme uskutocnili



s 500 pl teplého roztoku Henksa v priebehu 30 minut pri 37 °C . Z dévodu ustalenia kalciovej
rovnovahy sme po skonceni inkubacie vzorky ponechali eSte 30 minut pri 37 °C pridajic

500 ul teplého roztoku Henksa. Kvalitativnym kritériom fungovania systému sa vyuziva
klasicky stimulator vnutrobunkového Ca*" - kalciovy ionofor A23187 v koncentracii 1 pg/ml,
ktory tak ako polyoxidonium ( 200 pg/ml ), sme pridavali k vzorkam pred uskutoénenim
analyzy na cytometre. Analyzu vzoriek sme uskutocnili pomocou prietokového cytometra
s vyuzitim programového zabezpecenia ,, CellQuest ,,. Meranie sa vykonavalo po dobu 10
minut pri 37 °C. Kvalitativnu kvapalinu, ktorou sme umyvali zadrZiavaciu ihlu cytometra sme
pouzili ,, optimized sheath fluid FACS Flow ,,. predstavujuci pufrovaci roztok (41). Princip
identifikacie vnutrobunkového Ca** je zaloZeny na zadrzani bunkou acetoximetyl éterickej
formy farbicky Fluo - 3 snaslednym odstiepenim éteru cytoplazmatickymi esterazami
spdsobujucimi vytvorenie Ca”" citlivej formy farbicky. Na obrazovku sme naniesli okno Dot
Plot s dvomi parametrami FL - 1 a ¢asu v sekundach. Detekciu spontanej tvorby Ca®’ sme
sledovali v priebehu 2,5 minuty, potom sme pridali PO alebo kalciovy ionofor A 23187
a pozorovali sme stimulovanu produkciu vnutrobunkového Ca®* neutrofilmi a lymfocytmi
v priebehu nasledujucich 8 miniit. Hodnoty monocytov sme nesnimali nakolko sa v Ca®" -
obsahujicom prostredi tieto bunky dobré prilepuji na plastiku.

Hodnotenie produkcie vnutrobunkového peroxidu vodika ( H;0; ).

Peroxid vodika sme urcovali pomocou dichlorfluoresceina diacetatu (DCF - DA),
(Sigma), (18,24). Reakciu sme uskutocnili v 96 priehlbinkovych planzetach. Pre stanovenie
testu sme leukocyty priviedli do koncentracie 2x10° buniek/ml pre neutrofily, inkubovali
v objeme 100 pl s 5 uM nitridom natria pri 37 °C v priebehu 20 minat . Potom sme pridali
rovnaky objem FSP s testovanymi ddvkami PO, oproti kontrole - FSP. Po 60 minutove;j
inkubacie s polyoxidoniom pri 37 °C sme bunky sedimentovali centrifugovanim pri 200g
Imin. , erytrocyty odstranili Iyzujiicim roztokom ( 200 pl na jednu jamku ) 0,15 M chloridu
amoénia (Reachim) , leukocyty jedenkrat premyli a resuspendovali v 400 pl FSP pre analyzu
na prietokovom cytometre. Kvalitativnym kritériom fungovania systému sme vyuzili klasicky
stimulator fagocytov forbolmyristyl acetat (FMA, Sigma), ktory sme pridavali v davke 100
pl/ml, 30 mintt pred ukoncenim inkubécie. Analyzu vzoriek sme vykonali na prietokovom
cytometre. Nefluoreskujuci DCF — DA vo vnutri bunky po hydrolyze diacetatovej skupiny sa
oxiduje peroxidom vodika. Hodnotili sme priemerni geometrickl intenzitu fluorescencie
(Geo Mean) dichlorfluoresceina (DCF), vznikajuceho v procese tejto reakcie a ziariaceho
v zelenej oblasti spektra..

Separdcia mononukledarnych buniek.

Z heparinizovanej krvi darcov sme separovali mononuklearne bunky (MNB) na
gradiente ficoll-pague (Pharmacia, p - 1,077) podl'a metodiky Boyum. MNB sme priviedli do
koncentracie 2x10° buniek/ml v Giplnom kulturalnom prostredi [(RPMI-1640 s pridanim 10%
inaktivovanej embryondlnej telacej plazmy (Sigma), 2mM L - glutaminu (InsStitat
polyomyelitid a virusovych encefalitid AMH Ruska) a 40 ng/ml gentamicinu (Pharmacia)].

Stimulacia buniek k tvorbe cytokinov.

Pri skiimani spontannej a indukovanej syntézy cytokinov v kulturdlnom prostredi sme
k mononuklearom pridavali polyoxidonium v koncentraciach 1, 10 a 100 pg/ml (SVU -
Institat imunolégie MZ RF , OOO Immafarma). Syntézu IL - 1B sme indukovali
lipopolysacharidom (LPS, Sigma) 10 upg/ml vpriebehu 24 hodin, TNF - o -



fytohemaglutininom (PHA, Sigma) 5 pg/ml a LPS 10 ng/ml 48 hod., IL - 6 - LPS 100 ng/ml
48 hod., IFN - a - virusom choroby Newcastla (VBN, NIIEM m. N.F. Gamaley)
suboptimalnou davkou 24 hod., IFN - vy - PHA 5 pg/ml 72 hod. Bunky sme inkubovali pri
37°C v atmosfére 5% CO, . Kostimula¢ny efekt polyoxidonia pre mononukledry sme skumali
pri ich spolo¢nom tcinkovani s aktivatormi.

Stanovenie cytokinov.

Tvorbu cytokinov sme stanovovali v supernatantoch bunkovych kultar s vyuzitim
pevnofazovej imunofermentnej analyzy, vyuzivajic komeréné testy - systémov firmy
,» Proteinovij kontur ,, (IL - 1B, TNF - a, IL - 6, INF - a) a ,, Cytelisa ,, (INF - y).

Hodnotenie fagocytozy.

Pre skumanie sme pouzili FITC - oznaCeny stafilokok (7). Reakciu sme uskutoc¢nili
v 96 jamkovych planZetiach s objemom 200 pl. 90 pl ( 2x10° buniek/ml ) leukocytarnej
suspenzie sme inkubovali s polyoxidoniom (100, 250, 500 pg/ml), potom v jamku sme pridali
90 ul znadeného St. aureus (2x10° buniek/ml) v zodpovedajiicom pomere fagocyty/baktéria
zodpovedali 1:5. Po 30 minutovej inkubacie pri 37 °C bunky, ktoré pohltili baktérie sa
sedimentovali centrifugovanim po dobu 1 minaty pri 200g. Erytrocyty sme odstranili
Iyzujicim roztokom. Leukocyty sme resuspendovali v 200 pl 2% roztoku paraformaldehydu
a analyzovali na prietokovom cytometre. V danom pripade sme hodnotili percenta buniek
medzi granulocytmi a monocytmi pozitivnych v zelenom spektre fluorescencie,
zodpovedajucim FITC - oznaCenym baktériam.

Hodnotenie vnutrobunkového killinga baktérii.

Inkubovali sme 90 pl leukocytarnej suspenzie (2x10° buniek/ml), 90 ul FITC -
znageného stafilokoka (2x10° buniek/ml) a 20 pl objemu darcovskej plazmy v priebehu 20
min. pri 37 °C. Z dovodu odstranenia nenaviazanych baktérii sme leukocyty usadzali
centrifugovanim pri 200g 1 min. apri 4 °C, dvakrat premyvali fosfatno sol'nym pufrom.
Nasledne sme leukocyty resuspendovali v 200 pl FSP v zodpovedajucej koncentrécii
polyoxidonia (do kontrolnej jamky sme dali iba FSP) a inkubovali pri 37 °C eSte 60 min.
Leukocyty sme usadzali a resuspendovali v 200 pl 0,2% roztoku saponina (Sigma) v 10mM
uhli¢itan - dihydrouhli¢itanovom pufri (pH-9,5). Oslobodené baktérie sme sedimentovali pri
1000g 10 min. a resuspendovali v 200 pl FSP s 2,5 pg/ml propionatu iodida (PI), (Sigma). Po
10 mintGtach sme probu analyzovali pomocou prietokového cytometra. Hodnotili sme
percenta dvojitych pozitivnych baktérii (FITC+PI+) medzi FITC - oznafenych baktérii
(FITC+) pomocou prietokového cytometra v programe ,,CellQuest”. Vyuzijic histogram,
zodpovedajuci svieteniu stafilokoka pre PI, sme ziskali percenta zabitych baktérii vo vztahu
k sumaru zabitych a zivych .

Analyza inhibicie.

Pre analyzu vplyvu PO na O;-zavisle a O,-nezavisle mechanizmy baktericidnosti od
casu vlastného killinga, t.j. €asovej inkubdcie, bol pouzity inhibitor: azid natria 0,1% (Merck),
ktory sa viaze na sulfhydrilne skupiny enzymov lipozomu. Potom bunky sme sedimentovali
a premyvali od inhibitora so FSP. Po opakovanej sedimentacie k leukocytom sme pridavali
saponin a d’alej pokraCovali v reakcii podl'a vysSie opisanej metodike.



Hodnotenie chemiluminescencie.

Chemiluminescenciu (CL) sme registrovali na pristroji ,, 1251 Luminometer ,, (LKB).
Do umelohmotnych skumaviek sme dali 300 pl FSP so zodpovedajlicimi davkami
polyoxidonia ( v kontrole - 300 ul FSP ), 100 pl roztoku luminola alebo lucigenina (Sigma)
0,1 mg/ml a 100 ul bunkovej suspenzie (2x10° buniek/ml). Po urdeni pikovej hodnoty
spontannej CL sme pridali 10 pl zymozana 20 pug/ml (Sigma), opsonizovanej objemove;j
plazmy od 20 darcov (donorov) a registrovali sme ukazovatele stimulovanej CL (v mV/min),

(15).

Vvsledky a hodnotenie.

Pri skimani mechanizmu ucinku akéhokol'vek preparatu pred vyskumnikmi ako prva
dana uloha je urcenie druhu buniek na ktoré predovsetkym uc¢inkuje farmako-latka. Uz skor sa
ukazalo, ze terCovymi bunkami polyoxidonia st pohyblivé makrofagy tkani, cirkulujice
fagocyty krvi a taktieZ usadené fagocyty retikulo - endotelialnych tkani (12). My sme vyuzili
metédu prietokovej cytometrie, ktora dovoluje s obrovskou T'ahkostou z leukocytov
periférnej krvi vizudlne odseparovat’ tri populdcie buniek: neutrofily, monocyty a lymfocyty
a tiez sledovat’ stupeinl viazania sa latok s tymito typmi buniek. Pri pouziti FITC - zna¢eného
polyoxidonia (F - PO) bolo preukdzané, ze imunomodulédtor vzajomne poOsobi so vSetkymi
leukocytmi, no s rozliénym stupfiom vzajomného spoluposobenia. Takto , polyoxidonium
predovSetkym sa viaze s monocytmi a neutrofilmi a v znatne mensom stupni s lymfocytmi
periférnej krvi. Pri tretej hodine inkubdacie ako aj pri zvé¢Sovani koncentracie F - PO od 100
do 2000 pg/ml strednd geometrickd intenzita svietenia, odrdzajuca stupen vzajomného
pdsobenie preparatu s bunkou, pre monocyty narastala jej hodnota od 141 + 26,4 do 473,3 +
75,7 zod. jed. (p<0,01). Ukazovatel pri neutrofilov bol nizsi o 10 - 20% ( od 109,1 + 21,3 do
386,5 + 74,8 zod. jed. zodpovedajlc; p<0,01 ). Hladina svietenia preparatu pre lymfocyty bola
nizSia vpriemere o7 — 8 kradt v porovnani s monocytmi av6 - 7 krat v porovnani
s neutrofilmi ( od 16,4 + 2,5 do 65,0 £13,6; p<0,05 ). Vzajomné pdsobenie polyoxidonia
s bunkami mélo davka - zavisly charakter (obr.1). V priebehu troch hodin inkubacie sa
pozorovalo narastanie svietenia F - PO pre vSetky tri populécie leukocytov v sledovanom
diapazone koncentracii. K Stvrtej a piatej hodine inkubacie sa parametre prakticky nemenili,
¢o mozno konStatovat’, Ze vzdjomne posobenie polyoxidonia s bunkami nastdva v priebehu
prvych hodin dosahujic maximum okolo tretej hodiny.

Nésledne potom, ako sme sledovali vzdjomné pdsobenie PO s leukocytmi periférnej
krvi v zavislosti od doby a Casu je nutné eSte ozrejmit’ ¢i imunomodulétor ostane na povrchu
bunky mnohobodové intereagujic s cytoplazmatickou membréanou, alebo prenikd v cytozol.
Pre rieSenie tejto ulohy sme vyuzili metddu elektréonovej mikroskopie. Pomocou elektronove;
mikroskopie je moznd detekcia bunkovej Struktiry alebo aj preparatu, ktory je znaceny
koloidnym zlatom v bunkovom prostredi (23, 27, 37, 46).

Na zaciatku sme wuskutocnili porovnanie morfoloégie buniek periférnej krvi
opracovanych PO (500pg/ml) s inaktivovanymi bunkami na ultrastruktirnej Grovni. Bolo
objavené, ze morfologia sledovanych leukocytov (lymfocytov, monocytov a neutrofilov) je
charakteristicka pre dany typ buniek a zodpoveda uz predtym publikovanym v literatare (24,
43). Nebol zaznamenany akykol'vek negativny ucinok polyoxidonia na ultraStruktaru buniek
krvi Cloveka. Jednak ako v experimente tak aj v kontrole boli objavené jednotlivé pripady
buniek s va¢sim perinuklearnym prostredim a hyperkondenzéciou chromatinu jadra, o svedci
o apoptotickych alebo nekrotickych procesoch v nich prebiehajucich.

Vykonali sme elektronomikroskopické skimanie morfologie leukocytov periférnej krvi
inkubovanej v priebehu 1 hod. s polyoxidoniom, ktorého molekuly su naviazané v komplexe



s Casticami koloidného zlata (Au - PO). Po pridani PO do 0,01% roztoku HAuCls (10nM)
metddou spektrofotometrie vo viditenej oblasti (450<A<800nm) bola dokazana tvorba
novych viac organizovanych struktar - komplexov PO s i6nmi zlata. M6zZe to eSte raz posluzit’
ako dokaz tohto faktu, Ze polyoxidonium predstavuje aj silného tvorcu komplexov (10).
Tymito istymi metdédami po uskutocneni dialyzy roztokov komplexu Au - PO rézneho
zloZenia oproti vode a 0,2 M roztoku NaCl bola stanovena ich stabilita v tychto prostrediach.

Preukdzalo sa, Ze Au - PO sa nachadza jednak na povrchu neutrofilov tak aj vo vnutri
buniek (fagocytarna frakcia). V pripade neutrofilov a monocytov bol Au - PO komplex
objaveny v jemnych jednomembranovych vezikulach nachadzajucich sa v cytoplazme (obr.2).
Mnozstvo Castic zlata nachddzajucich sa vo vezikule sa pohybovalo od 3 - 4 do 8 castic.
Castejsie sa viak vezikuly so zlatom nachadzali blizko jadra o s predpokladom mézeme
hovorit’ o transporte latky k nemu.

Podarilo sa ndm tiez zachytit moment pohlcovania retazca Castic koloidného zlata
neutrofilom z povrchu bunky, ktory je zobrazeny na obr.3.Mozeme predpokladat, ze do
fagocytov sa polyoxidonium dostava cestou pohltenia latky bunkou z povrchu vytvorenim
vezikuly t.j. endocytozom. Na povrchu lymfocytov cCastice koloidného zlata boli taktiez
objavené , no neboli zachytené - zafixované ani v jednom pripade sich vnuatrobunkovou
lokalizaciou. Mo6ze to svedCit’ o tom , Zze PO neprenikd do lymfocytov, alebo prenika , no
v nevel’kych mnozstvach.

Nasledne ako latka sa kontaktovala s bunkou prostrednictvom vzajomného pdsobenia
s receptormi a/alebo prenikla v cytozol, naStartuje sa kaskada aktivacnych procesov veducich
k funkénym zmenam : pohyb v smere druhej fazy bunkového cyklu, zvysSenie alebo znizenie
aktivity sekrécie, prechod do apoptézy atd. Je znadme , Ze proces aktivacie leukocytov
pozostava z dvoch etap: prajmirovanie a Start. Na molekuldrnej trovni sa efekt prajmirovania
urcuje ako proces privadzajuci k aktivacii protein kinazu - C (PKC) bez mobilizacie kalcia t.j.
ako neplny signal. V d’alSom tc¢inkovani aktivaéného agensa sa zakoncuje vytvaranie signalu
cestou mobilizacie Ca®" s u¢astou inositoltrifosfatu ( IP; ). Aktivacia sa moze uskutoénit’ aj
na ukor sucasného uskutocnenia sa obidvoch vnutrobunkovych procesov. Kalcium - dolezita
vnutrobunkovéa prenosova molekula aj takych reakcii, ako je chemotaksis a degranulécia.
Zvysenie koncentracie kalcia v cytozole predstavuje nevyhnutny a dostatocny stimul pre
exocytozu, a mozno, aj pre chemotaksis a fagocytdzu, no ne pre respiratné vzplanutie pre
ktoré hlavny prenosovy mechanizmus predstavuje aktivacia PKC (3), t.j. existencia i1 kalcium
nezavislej cesty aktivacie bunky. Takto PHA, ktory predstavuje silny stimulator respira¢ného
vzplanutia vo fagocytoch sprostredkovava svoj signal prostrednictvom aktivacie PKC (42),
ktory sposobuje otvorenie kalciovej pumpy a potom nésledne vypumpovanie Ca®* z bunky
(40,48).

Pri skiimani vplyvu polyoxidonia na tvorbu vnutrobunkového kalcia pomocou
prietokovej cytometrie bolo preukdzané, Ze imunomodulator nepodporuje aktivaciu
mobilizacie Ca*" z vniitrobunkovych depozitov ale pasivnym tokom Ca®* i6nov do bunky
(obr.4). Tak isto je chybny predpoklad o tom , Ze polyoxidonium mdze aktivovat’ otvorenie
kalciovych kanalikov pre vstup dvojvalentné¢ho i6nu.

Mozeme predpokladat’, Ze polyoxidonium aktivuje bunku kalcium - nezavislou cestou
prostrednictvom PKC alebo kalcium - zavislou cestou ale po u¢inku prajmirujucého agensa.
Co sa tyka prvej verzie, to po aktivacie PKC mal by nastat’ mohutny vyron aktivnych foriem
kyslika ako je to u respiraéného vzplanutia. AvSak zo ziskanych hodndt uvedenych nizsie je
zname, ze H,0, pod vplyvom polyoxidonia sa tvori iba v nevelkych mnoZstvach;
dostatoénych iba pre uskutocnenie aktivacie signalov. Skor vSetkého, ucinok
imunomodulatora je sprostredkovany prostrednictvom prajmirujuceho agensa, ktory
naéztartuje aktivaciu PKC a nésledne d’al$im vplyvom imunomodulétora sa za¢ina mobilizacia
Ca”".



Takze pozname druhy medidtor aktivacie leukocytov - t.j. vnatrobunkovy H,O, Pre
identifikaciu aktivnych foriem kyslika v bunke sme vyuzili r6zne fluorochromy, ktoré sa
aktivuju pri vzdjomnom ucinku s tymito radikdlmi, bezprostredne v cytoplazme bunky.
V nasej praci sme pouzili DCF - DA ako induktor kvality vnttrobunkového H,O,. DCF - DA
spociatku nema fluorescencné vlastnosti, pasivne difunduje do bunky, kde pod vplyvom
vnutrobunkovych esterdz sa uskutoni hydrolyza diacetatovej skupiny. V pritomnosti
peroxidazy DCF sa oxiduje peroxidom vodika, ziskavajic tak fluorescencnti vlastnost’ (36).
Pomocou prietokovej cytometrie moéZeme hodnotit’ intenzitu fluorescencie DCF a takto
posudit’ intenzitu tvorby H,O, v oddelene sledovanej bunke. Polyoxidonium zosilfoval
intenzitu fluorescencie DCF (Geo Mean) po jednohodinovej inkubacii vo vSetkych
leukocytoch aj lymfocytoch (obr.5). Treba poznamenat, ze v porovnani s PHA, klasickym
aktivatorom kyslikového vzplanutia, ktory sposobil az 10 - ndsobné zosilnenie fluorescencie,
polyoxidonium demonstroval nie tak skuto¢né zvysenie Geo Mean (obr.6). V davke 500pg/ml
preparat dal Statisticky dostato€né zvySenie ukazovatela Geo Mean pri neutrofiloch
a monocytoch. Takze Geo Mean kontrolnych neutrofilov sa rovnal 56,7 + 24,0; v pritomnosti
PO 77,5 + 33,5 (p<0,05), u monocytov to zodpovedalo 11,2 + 5,7 a 14,2 + 5,3 (p<0,05).
V priemere, svietenie neutrofilov i monocytov sa zvysilo o 30 - 40%. Svietenie lymfocytov je
nevyznamné, no i tak bolo zvysené o 20%.

Roézne prace v poslednych rokoch poukazuji na to, Ze nevelké zvédcSenie hladiny
H,0; zohrava kl'aicovu ulohu pre aktivaciu radu signalnych molekul (33, 34, 44) a ma tiez
nemaly biologicky vyznam ako fenomén ,,respiracné vzplanutie®. Bola dokézané pritomnost’
H,0; v procese aktivacie dolezitého transkripéného faktora NF - kB (29, 31, 34). NF - kB
reguluje transkripciu génov, produkty ktorych zodpovedaji za rozvoj zépalu iimunitnej
odpovede, produkciu NO, replikaciu virusov, medzibunkové vzajomné vztahy, proliferaciu,
apoptézu atd’. (31). Je objasnené, ze syntéza VEGF (vascular endothelial growth factor)
makrofagalnej kultary U 937 sa Startuje H,O; (22). H,0; je taktiez spolu u¢inkuju v aktivacii
fosfolipazy C - y1 (PLC - yl). PLC - y1 hré délezitu rolu v regulacii bunkovej proliferacie
1 deferenciacie prostrednictvom indukcie druhotnych messengerov - diacyl glycerola i inositol
- 3 - fosfatu, vediicich k aktivacii PKC a mobilizacie Ca®" (44). Na kultare pltcnych
I'udskych fibroblastov (HLF) bolo preukazané, Ze stimulécia tychto buniek TGF - B1 vedie
tranzitornému zvySeniu H,O, . ktory nasledne sposobuje zvysenie Ca®’, s naslednou
aktivaciou MAPK (mitogén - activated protein kinase), AP - 1 a v kone¢nom ddsledku vedie
k exprésii génu IL - 6 (33).

Nami pozorované zvySenie hladiny v H,O, v neutrofiloch a monocytoch darcov pocas
jednohodinovej inkubécie s polyoxidoniom pravdepodobne tiez poukazuje na schopnost
imunomodulatora vplyvat’ na mechanizmus prenosu signalov v bunke, o v skutocnosti vedie
k aktivacii jadrového faktora NF - kB a tak nésledne k naStartovaniu tvorby cytokinov. Tento
proces vysvetl'uji nizsie popisané hodnoty indukované polyoxidoniom syntézy prozapalovych
cytokinov (IL - 1B, TNF - a a IL - 6) monocytmi periférnej krvi darcov.

Je zname, Ze vysledkom aktivacie bunky sa Startuje subor procesov prevadzajucich
bunku na novu troven jej fungovania. Podla tohto vzoru treba skimat ako sa prejavuje
imunostimulac¢ny vplyv polyoxidonia na funkcnost’ buniek periférnej krvi.

Vsetky bunky imunitného systému su vychodiskovym zdrojom biologicky aktivnych
latok Co sa odraza v ich funkénych charakteristikach. Ako je zname , monocyty/ makrofagy,
neutrofily a lymfocyty produkuju endogené imunomodulatory - cytokiny (5). Pomocou
imunoenzymovej analyzy sa uskutocnil vyskum vplyvu polyoxidonia na spontannu
i stimulovani tvorbu prozapalovych cytokinov interleukina 1p [IL - 1B, faktora nekrozy
tumorov o (TNF - a), IL - 6 a interferéonov a a y (INF - a a IFN - y)] v podmienkach in vitro.

Ukézalo sa, ze polyoxidonium stimuluje tvorbu mononukledrmi periférnej krvi IL - 1B
(tab. 1). V davke 100 pg/ml tvorba cytokinu bola zvySena v priemere 7 - krat. Nebola



dosiahnutd dostato¢na hladina vyznamu, nakolko sa objavil velky rozptyl v skupine po
stimulacii PO. Kostimulacny efekt pri spolo¢nom pouZiti s LPS sa dostatone prejavil
v davkach 10 1 100 pg/ml t.j. bol objaveny synergicky vplyv polyoxidonia s bakteridlnym
preparatom.

Pri analyze tvorby TNF - a bol preskimany rozdiel v spontannej tvorbe tohto cytokinu
u roznych darcov. V podstate boli vytvorené dve skupiny so zniZenou alebo normalnou ( od 0
do 200 pg/ml - I skupina ) a zvysenou ( od 200 a vyssie - II skupina ) vychodiskovou hladinou
sekrécie cytokinu. Ukdzalo sa, ze polyoxidonium predstavuje seba ako istinny
imunomodula¢ny preparat, znizuje zvySenu a zvySuje zniZzenu spontannu tvorbu TNF - a.
Takto ucinkoval polyoxidonium na kultairu MNB. U L. - skupiny nastalo zosilnenie syntézy
cytokinu od 2 - 10 krat ( p<0,05 v davke 10 pg/ml ). Poznamenavame , ze uprostred 11
sledovanych darcov mononukleary dvoch prejavili protistojny efekt na uc€inok PO
nezodpovedajici svojim skupinam. Tieto hodnoty mozu zavisiet' od podmienok rozdelenia na
skupiny darcov 1iod individudlnych schopnosti darcov. Je zname, Ze ucinok
imunomodulatorov zavisi od individualnej citlivosti. Preukézala sa korela¢na zavislost’ medzi
nukleinatom natria i skupinami krvi (4). Existuje predpoklad o tom , Ze individudlna citlivost’
je kontrolovana geneticky (8).

Zaujimavé udaje boli ziskane pri spolocnej stimulacii MNB s polyoxidoniom
a aktivatormi (tab. 3). Pri jednohodinovom inkubovani buniek s PHA a polyoxidoniom sa
pozorovala zvySena syntéza TNF - a, obzvlast’ jasne pri maximdlnej davke (p<0,05). Je
zname, ze PHA je stimuldtorom lymfocytov, ktoré taktiez mozu produkovat’ TNF-a (17).
Nakol'ko polyoxidonium aktivuje predovsetkym monocyty tak pravdepodobne tieto stimuly
sa skladaju v spolo¢ny efekt. Alebo, ze tund Uc¢inkuje kaskddovy mechanizmus: PO aktivuje
monocyty, ktoré nasledne odovzdaju signal aktivacie lymfocytom, vysledkom toho je zvySena
vSeobecna tvorba prozapalového cytokinu. AvSak pri spolo¢nej indukcii LPS 1PO je
zaznamenand znizend stimuldcia tvorby TNF - a 1,2 - 1,6 krat (p<0,05), t.j. modulacny efekt
preparatu. Treba pripomenut, Ze pri indukcii syntézy IL - 1B bol zaznamenany stimulujuci
efekt . Mozeme predpokladat’, ze k druhému dnu inkubécie sa produkcia tohto prozapalového
cytokinu znizovala ako v pripade dvojdennej inkubdcie pri stimulacii syntézy TNF - a.

Zosilnenie syntézy IL - 6 v 1,2 - 3 krat (tab.1) s p<0,05 v davke 100 ug/ml sa

pozorovalo pri pridani PO v kultiru nestimulovanych MNB. Pri spolo¢nom u¢inku PO a LPS
kostimulacny efekt nebol objaveny, prejavilo sa iba bezvyznamné znizenie produkcie IL - 6,
ktoré malo nedostato¢ny charakter. IL - 6, tak IL - I i TNF - o patria k prozdpalovym
cytokinom. A taktiez IL-6 predstavuje aj regulatora ti¢inku danych cytokinov, inhibujuc ich
tvorbu, tj. IL - 6 patri ik protizdpalovym cytokinom (35). Preto stimuldcia syntézy IL-6
polyoxidoniom urcuje jeho modulacnu vlastnost’.

Takto v ucinkovani polyoxidonia na tvorbu prozapalovych a protizapalovych
cytokinov sa pozoroval aj jeho skuto¢ny imunomodula¢ny charakter.

Polyoxidonium nemeni spontannu produkciu IFN-a i INF-y. Poznamendvame vS$ak, Ze
v norme sa interferony neprodukuju kultirou nestimulovanych MNB. Treba zdoraznit’, Ze pre
udrzanie prirodzen¢ho antivirusového stavu monocytov/makrofagov je nevyhnutnd nizka
hladina vychodzieho TNF-a, ¢o je taktiez nevyhnutné pre aktivaciu killinga tumorovych
buniek(19). Pri G€inku na stimulované MNB po spriemerovanych hodnotach polyoxidonium
neprejavil akéhokol'vek Statisticky vyznamného efektu na tvorbu IFN-a a IFN-y. Jednak ,
ucinok polyoxidonia v organizme za pritomnosti akejkol'vek patoldgie imunitného systému sa
moze odliSovat’ od ucinku preparatu sledovaného na darcovskych bunkach v podmienkach in
vitro. Takto napriklad, pri lieCeni imunomoduldtorom genitidlnej formy herpes virusovej
infekcie s rezistentnostou k protivirusovej terapie 6 mesiacov po skonceni lieCenia bola
pozorovana aktivicia interferonového retazca, hoci od samotného pociatku protivirusova
imunita bola znizena (16).Pri ur€ovani mnozstva IFN-y obsahujuceho u T-buniek (CD3+) po



stimulacii forbolmyristyl acetatom (PMA) MNB periférnej krvi u chorych na tuberkulézu
plic percentudlne obsahujticich dany typ buniek bol dostato¢ne nizky v porovnani s kontrolou
(13,0+7,7% a 22,8 + 5,2 resp. ). Po lieCbe polyoxidoniom, mnozstvo IFN-y obsahujucich T-
buniek , stimulovanych PMA sa zvysilo na hladinu obsahu ako pri normalnej hladine 19,0 +
6,5. Takymto spoésobom v organizme polyoxidonium aktivuje  bezprostredne
monocyty/makrofagy i neutrofily a nésledne aktivuje i lymfocyty.

Jednou z hlavnych vlastnosti fagocytov, terCovych buniek polyoxidonia je ich
schopnost’ aktivovat’ pohltenie v procese fagocytézy mikrdby, prostrednictvom kyslik -
zavislych ikyslik - nezavislych mechanizmov baktericidnosti. Prva etapa fagocytézy — je
pohltenie cudzorodej castice. Pohlcovaciu aktivitu sme hodnotili pomocou prietokovej
cytometrie, ktora umoziuje presne diferencovat’ veli¢inu tohto ukazovatela umono -
1 polynuklearnych fagocytov. Vyskum ukézal, Ze polyoxidonium nemeni percenta fagocytozy
mikrobnych agensov ( St. aureus ) ako u neutrofilov ( kontrola 22,7 + 7,1% a 24,0 £ 7,2%
v davke 500 pg/ml ) tak aj u monocytov ( 51,6 £9.9 a 54,0 + 6,6 resp. ).

Druhym dolezitym kritériom funkénej aktivity monocytov a neutrofilov je nasledna
etapa fagocytézy — killing pohltenych ( zajatych ) baktérii. Pod vplyvom polyoxidonia
ukazovatele vnutrobunkovej baktericidnosti znaéne stupali. Uginok polyoxidonia ma déza —
zavisly charakter ako je to ukézané v tab. 5. Polyoxidonium zvySuje percenta killinga baktérii
v davke 250 pg/ml v priemere o 44% a v davke 500 pg/ml az na 75%.

Uskutocnili sme taktiez sledovanie baktericidnej aktivity fagocytov u chorych na
chronickl granulematéznu chorobu (CGD) . Toto ochorenie je charakteristické vrodenym
poskodenim tvorby aktivnych foriem kyslika sposobené genetickym defektom leukocytarnej
NADPH-oxidazy. Zistilo sa, Zze polyoxidonium zvySuje efektivnost’ killinga u chorych na
CGD s pociatoénej vel'mi nizkej hladiny baktericidnosti 12,5 + 4,2%. V davke 500 pg/ml
polyoxidonium obnovuje hodnoty k hladine baktericidnosti zdravych darcov 36,8 + 5.2;
p<0,01 (tab.4 ). Na histograme (obr.7) ziskan¢ho pri cytometrii vzoriek chorého CGD je
vidiet’ , Ze percenta pozitivnych po propidium iodida baktérii ( zabite baktérie ) predstavuje
celkom 9% a vyznamné zvySuje sa pod vplyvom polyoxidonia (24%).

Cielom ozrejmenia stimulaéného uc¢inku PO na vnutrobunkovy killing Staphylococca
aureus sme uskutocnili inhibitornt analyzu. Pre tento ciel’ sme pouzili inhibitory — azid natria
(blokdda enzymov dychatelného retazca) a metyl maleimida (viaze sa so sulthydrilnymi
skupinami enzymov lipozomu), blokujuci odpovedajice O, — zavisle a O, — nezdvisle
mechanizmy baktericidnosti. U darcov oba inhibitory znizili percentd baktericidnosti zlatého
stafilokoka stimulovanych PO. Pritom ukazovatele killinga sa priblizili k vychodzej hladine
(s PHA bez PO), ako je vidiet’ z tab.5. Avsak u chorych na CGD polyoxidonium aj tak zvysil
percenta killinga baktérii pri 'ubovolnom variante inhibicie (azid natria, metyl maleimid, azid
natria + metyl maleimid). Takymto sposobom stimuldcia baktérii u chorych na CGD  je
nepravdepodobne spojend s O, — zavislymi mechanizmami (pretoze geneticky defekt NADPH
— oxidazy to vylucuje), (32, 47), sprostredkovdava sa cez O, nezdvislé mechanizmy
neblokované metyl maleimidom. Predpokladame, ze stimuldcia vnutrobunkového killinga
stafilokoka je spojena s aktivovanim NO — zévislej cesty hynutia baktérii. NO — ma velky
vyznam pre killing Micobacterium tuberculosys, Plasmodium falciparum a iné¢ patogénne
mikroorganizmy (21, 30, 39). Expresia enzymu iNOS (indukovand forma NO-syntetazy)
zodpovedného za syntézu NO vo fagocytoch Cciasto¢ne v makrofdgach, monocytoch
a neutrofiloch, indukuje sa lipopolysacharidom, prozapalovymi cytokinmi, tumorovymi
bunkami (21, 26, 30, 39, 41, 45).

Baktericidnost’ fagocytov je urovand lokalnou kyslostou, aktivitou lyzozomalnych
enzymov, katidonovych bielkovin, produktami dusikového metabolizmu a taktiez tvorbou
aktivnych foriem kyslika pocas respiracného vzplanutia. Posledné faktory priniesli obrovsky
vklad do vSeobecného procesu killinga patogénnych mikroorganizmov ¢o moézeme usudit



napr. z rozvoja chronickej granulomatdznej choroby ( CGD ). Urcenie produkcie aktivnych
metabolitov kyslika ma nielen diagnosticky vyznam ale ddva tiez moznost posudit’ stupen
prebudenia bunky a jej funkény potencidl pri i¢inku vonkajsieho stimulu. Sledovanie hladiny
tvorby aktivnych foriem kyslika dovol'ujii metddy registracie luminol- a lucigenin — zavislej
chemiluminescencie buniek ataktiez vysSie opisana detekcia intenzity svietenia
dichlorfluoresceina DCF v neutrofiloch a monocytoch pomocou prietokovej cytometrie.

Pri skiimani CL indukovanej polyoxidoniom boli ziskané vysledky protichodné k DCF
— testu, urcujuceho vnatrobunkovy H>O, Vplyv polyoxidonia na luminol a lucigén — zavislej
CL fagocytov periférnej krvi je sumarizovand v tab.6. Tvorba bunkami na vonkajSej
membrane metabolitov kyslika sa neregistruje pomocou luminoférov (luminol uvolfiuje
kvantum svetla v dosledku reakcie s peroxidom vodika, lucigenin sa oxiduje a luminiscuje
v dosledku reakcie s superoxidovym aniénom) v pritomnosti polyoxidonia sa vyznamne
zmensuje. Statisticky signifikantné zniZenie chemiluminiscenéného signalu ako spontanneho
tak aj stimulovaného opsonizovanym zymozanom sa pozorovalo u vSetkych testovanych
davok polyoxidonia.

ZniZzenie chemiluminiscenéného signalu vplyvom ucinku polyoxidonia mdze byt
dokazom bud’ o schopnosti preparatu nepriamo potlacat’ leukocytarnu NADPH-oxidazu alebo
o silnej antioxidantnej vlastnosti imunomodulatora. NemoZznost’ prvého mechanizmu mézeme
usudit’ na zaklade metodiky hodnotenia CL, ktora nasStartovala predbeznu etapu stimulacie
buniek polyoxidoniom. Sotva je mozné okamzite inhibovat’ uplne taky enzymovy komplex
akym je NADPH-oxidaza. Za d’alSie by to mohlo viest’ k znizeniu vnutrobunkového killinga
stafilokoka. Analyza stupfia znizenia chemiluminiscenéného signalu jednak spontanneho
vzorkou ako aj stimulovaného zymozanom ukézala, Ze vyznam CL v pritomnosti urcitej
davky polyoxidonia zmensSuje sa proporciondlne pre obe vzorky (obr.8). Takymto sposobom
antioxidacna ,,kapacita® polyoxidonia zavisi od jeho koncentracie.

Obr. 1 Zavislost’ doza — efekt intenzity svietenia ( Geo Mean ) F-PO ( 100 — 2000 pg/ml )
na leukocytoch ( 3 hod. inkubacie ).
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Obr. 2 Vezikula s Au — PO v monocyte. Elektronové mikrofotografie.
A- fagocyt s vezikulou obsahujicou PO (200pg/ml), znaceného koloidnym zlatom.
B — zvicSena elektronova mikro -fotografia monocytu (A): vezikula je oznacena Sipkou.
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Obr. 3. Zachytenie komplexu Au-PO fagocytom periférnej krvi. Elektronové mikro-
fotografie. B — zvic¢Senina neutrofilu (A): Sipkou je oznacena castica koloidného
zlata.




Obr. 4. Detekcia vnutrobunkového Ca** pomocou farbi¢ky Fluo-3 pod vplyvom Ca**-
ionofora A23187 v koncentracii 1pg/ml (A. — neutrofily, B. —lymfocyty) a
polyoxidonia - 200pg/ml (C. —neutrofily, D. —lymfocyty) v priebehu 10 min.
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Obr. 5. Vplyv polyoxidonia ( 100, 250 a 500 pg/ml ) na hladinu syntézy peroxidu vodika,
hodnotenej na zaklade fluorescencie DCF (Geo Mean),(n=15).
*-p<0,05 v porovnani s kontrolou ( bez polyoxidonia ).
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Obr. 6. Cytofluorogram DCF — testa. Vplyv polyoxidonia (500 pg/ml) na hladinu
vnutrobunkového H,0; v neutrofiloch periférnej krvi donorov. FMA v davke
100 ng/ml.

32

Events

KOHTROIE

OoNHOKCHOCHHH

DI LA

104



Tab. 1. Stimula¢ny a kostimulacny efekt polyoxidonia na syntézu IL - 1p a IL - 6 (pg/ml,
M = m) mononuklearnymi bunkami. (LPS 100mg/ml - pri indukcii IL-6, LPS 10
pg/ml - pre indukciu IL - 1p).

Cytokin PO 0 pg/ml PO 1 pg/ml PO 10 pg/ml PO 100 p/ml
Bez LPS Bez LPS Bez LPS Bez LPS
LPS LPS LPS LPS
IL-1B | 56+37| 143+£23 | 93+54| 9144 | 175150 | 256+81* | 3874270 | 280+96*
n=4
IL-6 131471 | 1124+496 | 161+68 | 1083762 | 190+113 | 1087+514 | 259+155* | 1108+398
(n=7)

Tab. 2. U&inok polyoxidonia na syntézu TNF - a (pg/ml, M £+ m) neindukovanymi
mononuklearmi donorov s vychodzou strednou ( I skupina ) a zvySenou

( II skupina ) uroviiou produkcie cytokinu.

TNF - o PO 0 pg/ml PO 1 pg/ml PO 10 pg/ml | PO 100 pg/ml
L skup. (n = 5) 87 + 36 324+ 179 356 + 304 388 + 240%
ILskup. (n=4) | 525+ 144 341 £ 98 425 + 104* 465 + 187

*-p<0,05 v porovnani s kontrolou

Tab. 3. Kostimula¢ny efekt polyoxidonia na syntézu THF - a (pg/ml, M £+ m),
indukovaného FGA (5pg/ml) a LPS (100 ng/ml).

Induktor PO 0 pg/ml PO 1 pg/ml PO 10 pg/ml PO 100 pg/ml
FGA (n=5) 926 + 422 898 +271 936 + 348 1424 + 637*
LPS (n=5) 725+ 174 647 + 216* 597 + 197* 572 + 146*
*-p<0,05 v porovnani s kontrolou
Tab. 4. Vplyv Polyoxidonia (ng/ml) na baktericidnu aktivitu
fagocytov periférnej krvi (%, M £+ m).
Polyoxidonium
Kontrola 100 250 500
Donori (n=11) 339+73 34,5+ 8,8 48,7+ 10,2** 59,3 £ 6,8**
Pacient CGD
(n=5) 12,5+4,2 15,6 +3,6 22,0 +2,4%* 36,8 £ 5,2%**

**-p<0,01 v porovnani s kontrolou




Tab. 5.

Vplyv inhibitorov na vnitrobunkovy killing stafilokoka (%, M + m) u darcov
i chorych na CGD bez a v pritomnosti 500 pg/ml polyoxidonia. Inhibitory:
azid natria — 0,1%, metyl maleimid (M - mal.) - 1 mM.

Bez polyoxidonia

V pritomnosti polyoxidonia

FP Azid Na M - mal | Azid Na FP Azid Na | M - mal Azid Na
+M-mal +M-mal
Donor | 33,0+£6,0 | 20,1£2,7%%* | 19,0+6,2 | 16,7+5,0*¥* | 56,8+13,3 | 37,2+7,2 | 40,0+14,1 | 35,0+9,9*
(n=5)
CGD | 13,843,6 | 15,5+5,2 |12,4+29|10,5+2,2 |38,5+4,1 | 30,8+3,4 | 35,0+3,5 | 37,774
(n=4)

*-p<0,05 **-p<0,01 v porovnani s kontrolou (FSP)

Obr. 7. Cytofluorogramy baktericidnej aktivity fagocytov darcov (A) a chorého na
CGD. Na prvom zobrazeni su kontrolné udaje (bez polyoxidonia), na druhom
zobrazeni - s polyoxidoniom 250 pg/ml. Na osi x - intenzita svietenia FITC -
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znaceného St. aureus po PI, na osi y - mnoZstvo baktérii.
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Tab. 6. Vplyv polyoxidonia (ng/ml) na iroven chemiluminescencie (mV/min.) fagocytov
periférnej krvi donorov (n = 8).

Kontrola (FP) Polyoxidonium
100 | 250 | 500

Luminol - zavisla chemiluminiscencia
Spont. 9,1+5,9 50+35* 2,7+£24** 1,5+£1,0**
Stimul. 152,2 £57,9 143,9 + 48,7 130,7+43,4 * 109,2 + 30,1 **

Lucigenin - zavisla chemiluminiscencia
Spont. 17,4+94 4,5+55 ** 2,3 +£3,6 ** 1,2+1,5%*
Stimul. 37,4+ 14,0 213+119 * 17,4+ 10,2 ** 16,0 + 8,7 **
*.p<0,05 **-p<0,01 v porovnani s kontrolou (FP)

Obr. 8. ZniZenie spontannej a stimulovanej lucigenin — zavislej chemiluminiscen¢ného
signalu leukocytov donorov pod vplyvom roéznych davok polyoxidonia (n = 8).
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Zaver.
1., Pri skiimani viazania sa zna¢ného F-PO s bunkami periférnej krvi bolo preukazané, ze
preparat najintenzivnejSie spoluposobi s monocytami, trochu slabsie s neutrofilmi a v 7-8

raz slabsie v porovnani s monocytami — s lymfocytami.

2., Nizkomolekularna frakcia F-PO je schopna preniknit’ jednak do buniek fagocytarneho



3,

4.,

5.,

6.,

7.,

8.,

radu , tak aj v lymfocyty , hoci s menSou efektivitou.

Polyoxidonium, znac¢eny koloidnym zlatom , preniké do fagocytov endocytéozom.
Aktivacia leukocytov pod u¢inkom polyoxidonia nie je sprevadzana vystupom Ca2+
z vnutribunkovych depo, avSak zvySuje sa tvorbou vnatrobunkového H202 — druhého

markera aktivacie.

Polyoxidonium stimuluje syntézu prozapalovych cytokinov IL-1p a IL-6 a vykazuje
modulérny efekt na tvorbu TNF-a v podmienkach in vitro.

Tvorbu interferonov IFN-a a IFN-y v podmienkach in vitro polyoxidonium ne stimuluje.

Pod vplyvom polyoxidonia sa preukdzala zavislost' od mnozstva baktericidna aktivita
fagocytov .

Polyoxidonium vyznamne znizuje tvorbu aktivnych foriem kyslika v prostredi,
potvrdzujtc tak svoju antioxida¢nu vlastnost’.
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