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Prirodzené killery (NK - bunky) predstavuju 3% mononuklearnych buniek
a maju morfolégiu granularnych lymfocytov (priemer 16 - 20 um), [9]. Délezitym
principialnym odliSenim NK od cytotoxickych T - lymfocytov je ich schopnost’ aktivne
lyzovat jednak cudzorodé bunky v antigénnom vztahu (nadorové a nenadorové
bunky), tak i normalne bunky Cloveka a zvierat pri poSkodeni ich diferenciacie bez
predbeznej senzibilizacie. Signalom pre autoagresiu NK - buniek sluzi zosilnenie
syntézy v konec€nych (zrelych) tkani niektorych normalnych bunkovych antigénov
, hie kcasu , (embryonalne antigény) alebo , nie k miestu , (heteroorganové
antigény , isoenzymi), [10]. NK - bunky nielen demonstruju killernu aktivitu vo vztahu
k vlastnym bunkam s naruSenou diferenciaciou, ale aj prejavuju regulacny vplyv na
biosyntetické procesy v nich, s cieflom navratu k normalnej hladine cytodiferenciacie.
Velku udlohu NK - bunky zohravaju v regulaénych procesoch proliferacie
a diferenciacie kmenovych krvotvornych buniek kostnej drene.

Pri eliminacii nadorovych buniek z organizmu sa zucastnuju nielen prirodzené
killery, ako to bolo do nedavna zauZzivané, ale aj neutrofily [3]. Pre uskutoCnenie
cytotoxického efektu fagocyty musia byt aktivované cytokinmi, ktoré su produkované
inymi bunkami (T -lymfocyty, prirodzené killery ), hoci existuju udaje o pritomnosti
u nich spontannej cytotoxicyte. Killing nevznika vlastne fagocytézou, tak ako je to u
makrofagov alebo granulocytov, ktoré nepohlcuju objekt, ale vzajomnym
spolupbésobenim pomocou bunkovych receptorov , €o vedie k zaniku terca [4].

Cielom tohto vyskumu je Studium vplyvu Polyoxidonia na cytotoxicku aktivitu
skutoCnych killerov a neutrofilov zdravych darcov (donorov) a pacientov maijucich
nador.

Metodika vyskumu.

Heparinizovana krv (10 jed./ml) bola ziskana od 9 - tich normalnych darcov a 7
— mich chorych s réoznymi Stadiami rakoviny pfuc. Separaciu mononuklearov (MNB)
sme urobili pomocou jednostupfiového gradientu hustoty Ficoll - Pague (Pharmacia)
podla metédy Boyum [5]. Prezivanie buniek po separacii predstavovalo 89%; tu sme
hodnotili s pouzitim tripanovej modrej (Serva). MNB sme resuspendovali v plnom
kulturalnom prostredi (PKP), ( RPMI — 1640 ) s pridanim 10% inaktivovaného
embryonalneho tefacieho séra (ETS), 10mM HEPES - pufru (oba Flow), 2mM L -
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glutaminu ( Institut Polyomyelitidy a Virusovych Encefalitid RAMN ) a 40 pg/mi
gentamycinu (Pharmacia) v koncentracii 5 min./ml. Neutrofily (NF) sa separovali
podla metodiky opisanej v [1]. NF sa resuspendovali v PKP do koncentracie
5min./ml. Ziskané darcovske mononukleary a neutrofily sme rozdelili na dve Casti:
jedna Cast zostala neaktivovana (ako kontrola) a druha - sa aktivovala v priebehu
troch hodin s polyoxidoniom v davke 1 pg/ml, 50 pg/ml a 100 pg/ml v CO, -
inkubatore pri teplote 37 °C. Po skonceni inkubacie neaktivované i aktivované bunky
sa usadzali a dvakrat premyvali v prostredi 199. Po premyti sa bunky resuspendovali
do koncentracie 5 min./ml v PKP. Kvalitativnym teréom v praci bola pouzitad fudska
erytromyeloidna linia K - 562 [10]. Na vyskum sa brali bunky az na druhy den po
presiati, ¢im sa dosiahla koncentracia 600 - 700 tisic v 1 ml.

Cytotoxicky test.

Ter€iky (2mlIn./ml) sme inkubovali pri 37 °C v atmosfére 5% CO, v priebehu 1
hodiny v pritomnosti *H - uredinu (10 mCi/jamku) v objeme 2 ml na 24 - jamkovej
planZete. Nasledne sa bunky zbierali, premyvali jedenkrat v prostredi 199,
usadeninu sme resuspendovali v5 ml 199 prostredia a nechali v CO, - inkubatore
eSte na 1 hodinu. Tieto procedury sme uskutoCnili s cielom zbavenia sa neSpecificky
naviazanej znacky. Po skonc€eni inkubacie bunky sa dvakrat premyli a zriedili do
koncentracie 100 tisic/ml. Pre cytotoxicky test sa zmieSavali efektory a terCe
v pomere 50:1 vobjeme 200 ml vokruhlo - dnovej 96 - jamkovej planzete.
Kvalitativha kontrola sa urCovala spontannym vystupom znacky z terCikov, kde sa
namiesto efektorov pridaval k ter€ikom zodpovedajuci objem PKP. Pre urcenie
maximalneho vystupu *H -uridinu, sa k ter¢ikom pridaval 0,4 % roztok X - 100.
Planzetu sme centrifugovali pri 500 ot./min. v priebehu 2 minut a ulozili na 16 hodin
do CO; - inkubatora. Po skonceni kultivacie bunky sme preniesli na milliporové filtre
» Iitertek” (Flow). Filtre sa susSili cez noc a nasledne sme ich preniesli do flastiCiek s 5
ml. scintilatného roztoku. Radiometriu sme vykonali v gitatke ,B - Trac* /USA/,
hodnotili sme pocet emitovanych impulzov za 1 min. Trojice hodndt boli
spriemerované.

Vypocet Specifickej lyzy ter€ovych buniek (v %) sme urobili podla vzorca:
% lyzy = [1-(A-B) / (C-B)] x 100

kde

A - radioaktivita, emitovana v pritomnosti efektorov

B - znaCka zostavajuca po opracovani terCovych buniek tritonom X - 100, alebo
totalny vychod

C - radioaktivita , emitovana terCikmi v nepritomnosti efektorov, alebo spontanny
vychod.

Vysledky a hodnotenie.

Pri skumani cytotoxickej aktivity mononuklearov darcov je vidiet z (tab.l.) , ze
ju mézeme rozdelit’ na tri podskupiny :
nizku -12%, strednu - 44,7 % avysoku - 66%. Po aktivacii mononuklearov
polyoxidoniom, cytotoxicka aktivita v réznych skupinach sa menila rézne: v skupine s



nizkou aktivitou polyoxidonium prudko zvySoval cytotoxicytu - skoro Styrikrat ;
v podskupine so strednou aktivitou polyoxidonium neprejavil stimulacny vplyv - 46,7 +
4,5 ; avpodskupine s vysokou cytotoxickou aktivitou polyoxidonium preukazal
inhibi€ny vplyv, tj. znizil cytotoxicytu z 66% na 42%. Z vySSie uvedenych hodndt
mbzeme urobit zaver - Ze pri uCinkovani na cytotoxicytu nuklearov darcov
polyoxidonium prejavil imunomodulaény ucinok, t.j. normalizoval imunologické
parametre.

Tab.1 Vplyv polyoxidonia na cytotoxicytu mononuklearov zdravych darcov vo vztahu
k bunkam linie K-562.

Vychodzia CT+PO
cytotoxicyta Pocet darcov CT (50 pg/ml)
Nizka 2 12 45
Stredna 5 4477 +6,9 46,7+ 4,5
Vysoka 2 66 42

Pri. skumani vplyvu polyoxidonia na cytotoxicku aktivitu neutrofilov
a mononuklearov pacientov majucich nador ztab. 2 je vidiet, Ze vychodzia
cytotoxicka aktivita neaktivovanych neutrofilov a mononuklearov upine chyba,
ba dokonca sa pozorovala aj stimulacia rastu terCovych buniek. Pri aktivacii
polyoxidoniom v davke 100 pg/ml sa pozorovalo prudké zvySovanie cytotoxickej
aktivity jednak u neutrofilov onkologickych pacientov - 54,0 = 2,1; tak aj
i u mononuklearov tych istych pacientov - 62,1 + 1,7.

Tab. 2 Vplyv polyoxidonia na cytotoxicytu neutrofilov a mononuklearov
onkologickych pacientov vo vztahu k bunkam linie K-562.

CT v pritomnosti
Bunky Pocet chorych Vychodzia CT polyoxidonia
( 100 pg/ml)
Neutrofily 6 Stimulacia rasu
buniek linie K-562 54,0 + 2,1
Mononukleary 7 Stimulacia rastu
buniek linie K-562 62,1+1,7




Na zaklade uvedenych hodnét predpokladame, Ze jednou z pric€in rastu a
neodtrhnutia nadoru méze byt nalezité znizenie alebo vymiznutie u neutrofilov
schopnosti inhibovat jeho rast. Nakoniec v rade zavislosti je aj znizena schopnost' T -
lymfocytov u onkologickych pacientov produkovat’ IL - 2, ktory aktivuje vlastnosti NF
[10,13]. Syntéza IL - 2 nadorom - infiltrovanymi lymfocytmi mdze vyvolat pritok
neutrofilov do nadoru, ich aktivaciu a nasledne zni€enie nadoru. Masivna infiltracia
granulocytmi doprevadzana odtrhnutim nadoru, bola pozorovana pri injektovani ne-
velkych davok IL - 2 do nadoru jednak u mysi [8,9] tak aj u ludi [12]. Analogicka
situacia sa pozorovala aj pri transplantacii nadoru mySiam u ktorych je vlozeny gén
pre IL - 2, ktory syntetizuje tento cytokin [6]. V tomto pripade efekt odtrhnutia nadoru
uplne zavisi od stupna jeho infiltracie NF.

Z hore uvedeného mdzZzeme predpokladat, Ze pri opracovani polyoxidoniom
MNB tieto zacali silne produkovat IL - 2, takze mdzeme predpokladat, ze
polyoxidonium sam o sebe a taktiez MNB stimulované preparatom mali schopnost
zosilovat NK - aktivitu. Mechanizmus imunoregulacného uc€inku buniek,
opracovanych polyoxidoniom, mdze byt zabezpec€eny nielen sekréciou IL - 2, ale aj
i expresiou v procese inkubacie s preparatom membrano - asociovanej formy IL - 2.
Mozno, Ze prave tato cesta prenosu signalu (prostrednictvom membrano -
asociovanych foriem mediatorov), a nie sekréciou mediatorov do vonkajSieho
prostredia, predstavuje najpozdnejSiu ale uplnu formu regulacie. Pri uskutoCneni
korelaCnej analyzy medzi neutrofiimi a MNB aktivovanych 100 ug/ml polyoxidoniom
bola objavena korelacna zavislost, tj. mdézeme predpokladat, Ze mechanizmus
aktivacie v tom idruhom pripade je identicky; t.j. pri u€inkovani polyoxidonia na
neutrofily vznika expresia aktivovanych receptorov.

Zaver:

1., Pod vplyvom polyoxidonia cytotoxicka aktivita darcovskych mononuklearov
podstupuje silnému imunostimulacnému ucinku.

2., Polyoxidonium prejavuje silny imunostimulacny efekt na cytotoxicku aktivitu
neutrofilov a mononuklearov u onkologickych pacientov.
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