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Podl'a modernych predstdv, pri formovani imunity na tuberkuléznu infekciu, hraja

alveolarne makrofagy a rozne subpopulacie T-buniek klucova ulohu. Vysledok interakcie
makrofdgov a mykobaktérii zavisi na bilancii antimikrobialnej aktivity fagocytarnych buniek
a rezistencie mykobaktérii k baktericidnemu posobeniu makrofagov. Pritom délezita ulohu v
populacii antimikrobialnej aktivity makrofagov plnia Thl- bunky, ktoré produkuji cytokiny;
hlavne tie, ktoré st vlastné tejto populécii: IL-2, IFN-y, TNF-a ( tumor nekrotyzujtci faktor ),
lymfotoxin ( TNF-B ), GM-CSF ( faktor stimulujuci kolénie granulocytov a makrofagov ),
( 3,5,8 ). Z tohoto kompletu cytokinov na realizdciu imunitnej reakcie proti mykobaktérii
tuberkuldzy je zvlast’ dolezity IFN-y. Tieto cytokiny v kooperacii vyvolavaju silna aktivaciu
makrofagov a stimuluju ich schopnost’ ,,zabijat™ mikroorganizmy. Zakladnymi prejavmi
stimuldcie sluzi zosilnenie splynutia fagozomu s lyzozémami, tvorba aktivnych foriem
kyslika a kysli¢nika dusnatého (NO), ako aj sekrécia zapalovych cytokinov ( 1,2,4).

Mnozstvo Thl- buniek v periférnej krvi sa meni pri roznych stavov, ktoré s spojené s
poruchami fungovania imunitného systému, ako su alergické, autoimunitné ochorenia,
imunodeficitné stavy. Zvlast vysoky diagnosticky a prognosticky vyznam moézu mat
dynamické pozorovania zmeny obsahu Th1- lymfocytov (3,5,6 ).

Cielom nasej prace bolo skimanie obsahu DC3+ lymfocytov, ktoré produkuju IFN-y
u chorych na rozne formy TBC pltc. Zarovenn sme sledovali vplyv imunomodulatora
polyoxidonia ( PO ) na tento ukazovatel’, ktory sme zapojili do komplexnej terapie u chorych
s infiltracnou tuberkul6zou plc.

Materialy a metody

V sulade sulohami vyskumu bolo do komplexného klinicko-imunologického
sledovania zapojenych 42 pacientov s réznymi formami aktivnej tuberkulozy pltc: 24 - s
infiltracnou tuberkul6ézou plic, 9 - s fibrozno-kavernoznou, 4 - s disseminirovanou a 5 - s
kavedznou pneumoniou.

Pritomnost’ vyjadrenia intoxikécie je vylu€ovanie baktérii, deStrukéné zmeny a zna¢né
roz§irenie procesu v placach ¢o zodpovedalo 73,6%, 69,7% a 58,0% u chorych na
infiltrativnhu tuberkulozu pltc. Medzi pacientmi na fibrézno-kaven6éznu tuberkulézu
intoxika¢ny syndrém a vylucovanie baktérii bolo zistené v 81,5% a 79,3%resp. pripadoch. U



vSetkych pacientov bol to vel'mi rozsireny proces ( >3 segmentovy ). Pre vSetkych pacientov
na disseminirovanu tuberkulézu je charakteristickd pritomnost’ intoxikacie, ako aj velké
zmeny v plucach. Vylu¢ovanie baktérii a rozpad bol zaregistrovany u 83,0 % pacientov.
Pacienti s kazedznou pneumoniou predstavovali klinicku skupinu s najvys$Sim stupiiom
obtaznosti, ktorda je charakteristickd v kazdom pripade pritomnostou prejavujicou sa
intoxikaciou masivneho vylucovania baktérii ako aj podstatnym rozpadom plicneho tkaniva a
dlhotrvajucim plicnym procesom.

Doba ochorenia na TBC bola od 1 mesiaca po 10 a viacej rokov. Vek pacientov bol v
medziach od 18 do 60 rokov. Vicsina z nich boli praceschopni vo veku od 20 do 40 rokov.
Muzov bolo 21 o0sdb (70%), Zeny - 14 o0sdb (30%). Darcovska skupinu predstavovalo 28
prakticky zdravych osdb vo veku od 15 do 55 rokov.

S cielom skumania klinicko-imunologickej efektivnosti PO u pacientov s TBC pluc
boli sformované 2 skupiny pacientov: zékladnad - 12 osob a kontrolnd - 7 osdb. Obidve
skupiny predstavovali osoby vo veku od 20 do 60 rokov, 72%-muzi a 28%-Zeny. Pacientom
zakladnej skupiny vedl'a antibakteridlneho lieCenia sa vykonavala aj terapia polyoxidoniom
( 6mg i.m. 2-krat tyzdenne, celkova davka 10 injekcii ). Pacienti kontrolnej skupiny dostavali
iba Specificku protituberkuldoznu chémoterapiu. Schémy protiturbekuldézneho liecenia boli
podobné u obidvoch skupin pacientov tak u zakladnej ako aj u kontrolnej skupiny.

Mononukledrne bunky periférnej krvi boli separované podla metody A. Boyum na
jednostupiiovom hustotnom gradiente ficoll - pague ( p-1,077; ,,Pharmacia“ ). Néasledne sme
ich aktivovali forbolmyristyl acetatom ( FMA, ,,Sigma“ ) v koncentracii 10 ng/ml a
ionomycinom Ca ( Sigma ), ImM v pritomnosti inhibitora aparatu Golgi brefeldina A

(,,Sigma*) v priebehu 5 hodin v uplnom kulturalnom prostredi, ktoré sa skladalo z prostredia
RPMI 1640 ( ,, Flow ,, ) s pridanim embryonalneho tel'acieho séra ( ,,Sigma* ), 2mM
L-glutaminu ( Sigma ), 20 mM HEPES - pufru (,,Sigma*) a 80 pg/ml gentamycinu

(,,Pharmacia“ ). Inkubdcia sa vykonavala pri 37°C v atmosfére 5 % CO,. Bunky sme farbili v
priebehu 20 minut pomocou FITC-znackovanych CD3 protilatok ( ,,Sigma®“ ), ktoré su
povrchovymi markermi T-lymfocytov. Nésledne sme ich permeabilizovali v priebehu 20
minut pri izbovej teplote v 0,1% roztoku saponinu ( ,,Sigma“ ) vo fosfatno - sol'nom pufri s
pridanim 1% embryonélneho tel'acieho séra ( ,,Sigma® ). Po permeabilizacii a premyti sme
inkubovali s PE - zna¢kovymi protilatkami k IFN-y ( Sigma ).

Analyza vzoriek sa vykonavala na prietokovom cytometre FACSCalibur
( Becton Dickinson ) v programe CELL-QUEST tak, aby v okne sa umiestnil oblak
lymfocytov. Nastavenie zosiliovaca FL1 a FL2 sme upravili tak, aby fluoreskujice a
nefluoreskujice bunky sa nachadzali na opacnych stranach 10. kanalu ( 7,8 ).

Vysledky a diskusia

Vysledky vykonanych vyskumov ukézali, Ze samotny nizky obsah CD3+ lymfocytov,
ktoré produkovali IFN-y, sme stanovili u pacientov s najtaz$imi formami TBC ako je
diseminirovana tuberkul6za pluc ( 9,7 £ 2,7% ) a kavedzna pneumonia ( 7,1 + 3,4% ). Pri
infiltracnej a fibr6zno-kavenoznej forme boli vyssie a zodpovedali 16,2 + 8,1% a 12,5 + 4,8
%. Pri vSetkych TBC pl'ic hladina CD3+ lymfocytov, ktoré obsahovali IFN-y bola
signifikantne niz$ia ako u zdravych darcov u ktorych tento ukazovatel' predstavoval 28,0 +
7,2%.

Priemerny ukazovatel CD3+ lymfocytov, ktoré produkovali IFN-y u pacientov v
pokusnej a kontrolnej skupine pred lieCenim PO bol signifikantne niz§i v porovnani so
zdravymi darcami ( 13,0 + 7,7%, 10,0 £ 3,0% a 22,8 £ 5,2% ). Po lie¢eni polyoxidoniom



pocet CD3+ lymfocytov, produkujucich IFN-y, stimulovanych FMA sa zvyS$il a hladina
obsahu tychto buniek bola skoro ako u darcov, ¢o predstavovalo 20,0 £ 7,2%. Po mesiaci
tento ukazovatel sa zachoval na normalnej trovni 19,0 £ 6,5%. Pritom u pacientov s obsahom
CD3+ lymfocytov, produkujicich IFN-y, viac ako 20 % znich po liecbe polyoxidoniom sa
tento ukazovatel' nemenil. V kontrolnej skupine obsah CD3+ lymfocytov, produkujicich
IFN-y, prakticky zostal na rovnakej rovni, ako pred liecbou ( 11,5 £2,5% ).

Takto sa preukdzalo, Ze u pacientov na TBC plic bol zniZzeny v porovnani so
zdravymi darcami, obsah CD3+ lymfocytov produkujucich IFN-y, pricom sa ich mnozstvo
menilo v zavislosti od formy TBC. Najniz$ie hodnoty boli stanovené u pacientov s tazkymi a
dlhotrvajucimi formami. Zapojenie imunomodulatora polyoxidonia do terapie u pacientov
chorych na infiltraéna TBC pl'ic, viedlo k zvySeniu hladiny obsahu CD3+ lymfocytov, ktoré
produkujti IFN-y.

Tab. 1 Ukazovatele hladiny CD3+ lymfocytov produkujucich IFN-y u pacientov
s roznymi formami tuberkuldézy pluc.

Ukazovatel' | Infiltracna Fibrozno- Disseminiro | Kaveozna- Donory
kavernézna | vana pneumonia
n=24 n=9 n=4 n=>5 n =28
CD3+ IFN-y
bunky, % 16,2 £8,1* 12,5 £4,8* 9,7 £2,7%* 7,1 £3,4%* 28,0+ 72

*-p<0,005 **-p<0,001 signifikantné rozdiely v porovnani s donormi

Tab. 2 Vplyv polyoxidonia na obsah CD3+ lymfocytov, produkujucich IFN-y,
u pacientov chorych na infiltrativnu tuberkul6zu pl’ac.

Kontrdlna skupina Sledovand skupina
Ukazovatel
do liecenia po lieCeni do lieCenia po lieceni
CD3+ IFN-y
bunky, % 10,0 £3,0 11,5£2,5 13,0 £7,7 20,0 £ 7,2*

*-p<0,001 signifikantny rozdiel v porovnani s hodnotami do liecby




Obr. 1 Analyza lymfocytov znacenych fluoreskujicim MAT k CD3 i k INF-y na laserovom
prietokovom cytometre.
RozloZenie buniek v obrdzku je podla intenzity fluorescencie v FL1 ( osa abscis, log.
hodnota ) a v FL2 ( osa ordinat, log. hod. ). FL —CD3-FITC, FL2-IFN-y-PE
A - analyza lymfocytov donora
B - analyza lymfocytov pacienta infiltrativnou tuberkul6zou plic
C - analyza lymfocytov pacienta kazedznou pneumoéniou
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Obr.2 Analyza lymfocytov znacenych MAT k CD3 a k IFN-y u chorych infiltrativnou
tuberkuldzou pl'ic do a po liecbe s polyoxidoniom.
Rozlozenie buniek v obrazku je podla intenzity fluorescencie v FL1 ( osa abscis, log.
hod. ) a k FL2 ( osa ordinat, log. hod. ). FL1-CD3-FITC; FL2-IFN-y-PE.
A —do liecby
B — po liecbe
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