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POVZETEK

Imunomodulatorji so snovi, ki pospesujejo ali zavi-
rajo imunski odgovor. Po izvoru so to lahko struk-
turni deli mikroorganizmoy, limfokini, razlicne snovi
rastlinskega izvora in nekatere oblike bakterijske
DNA. Med njimi so tudi arabinogalaktani, polimeri iz
monosaharidov arabinoze in galaktoze in B-glukani,
polisaharidi  z  glukozo kot  strukturno
komponento,vezano z 3-glikozidno vezjo. Cilj pred-
stavljenih poskusov je bil raziskati imunomodula-
torno aktivnost in indukcijo protimikrobne aktivnosti
kombinacij 1:15 in 1:20 B-(1—3, 1—6)-glukana iz
kvasovke Saccharomyces cerevisiae in arabinoga-
laktana iz macesna. Imunomodulacija je bila izve-
dena v celicnem sistemu: TLT-makrofagi-monociti
iz sveze periferne krvi (PBMC) (108 celic/ml). Sistem
smo obdelali z 10 % kombinacijama 1:15 in 1:20 B-
(1—3, 1—06)-glukana in arabinogalaktana za 24 ur
pri 37°Cin 5 % CO, in nato analizirali produkte imu-
nomodulacije in indukcijo protimikrobne aktivnosti.
Najprej smo analizirali aktivacijo makrofagov s po-
vecanimi aktivnostmi NO, H,0, in lizocima. Po ve-
zavi na makrofage in interakcije z limfociti, je prislo
do zmanjSanja aktivnosti GM-CSF, povecanja aktiv-
nosti TNF-a in IFN-y in do znizanja aktivnosti IFN-a
ter selektivnega povecCevanja aktivnosti IL-1qa, IL-2
in IL-4. Kombinacija 1:15 je bila priblizno za tretjino
bolj aktivha od kombinacije 1:20. Kombinacija 1:15
je bila v in vitro pogojih bolj aktivha v indukciji proti-
mikrobne aktivnosti proti po Gramu pozitivnim bak-
teri- jam: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus (MRSA), Micrococcus luteus, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae in Streptococ-
cus mutans in kvasovki Candida albicans, kot tudi
proti po Gramu negativnim bakterijam: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis in
Acinetobacter baumannii.

KLJUCNE BESEDE:
B-(1—8, 1—6)-glukan, arabinogalaktan, citokini,
imunomodulacifa, interferon

ABSTRACT

The immunomodulators are substances capable of
interaction with the immune system to up- or down-
regulate the specific aspects of host response. They
include some structural parts of microorganisms,
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some forms of bacterial DNA, lymphokines and
plant-derived substances. B-Glucans, polysaccha-
rides containing glucose linked with B-glycosidic
bonds and arabinogalactans, biopolymers consist-
ing of arabinose and galactose monosaccharides,
are included into this group. The aim of presented
experiments was to elucidate the immunomodula-
tory activity and induction of the antimicrobial activ-
ity of the combination of 1:15 and 1:20 of 3-(1—3,
1—6)-glucan from Saccharomyces cerevisiae and
arabinogalactan from larch. The immunomodulation
analysis was performed on TLT-macrophage cell
line and fresh peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) (10° cells/ml). After treatment with 10 % of
1:15 and 1:20 B-(1—3, 1—6)-glucan:arabinogalac-
tan incubated at 37°C for 24 hours, the im-
munomodulation was analysed. At first, the
macrophages were activated by NO “burst”, H,0,
and lysozyme increase. After binding to the
macrophages and induce the interaction with lym-
phocites, an increase of GM-CSF, TNF-a and IFN-
y was detected. Concomitantly, the decrease of the
proinflamatory cytokines (IFN-a) and the increase of
the IL-1a, IL-2 and IL-4 was found. The combina-
tion 1:15 was approximately one third more active
than the combination 1:20. The combination 1:15
induces higher antimicrobial activity against Gram-
positive bacteria: Staphylococcus aureus, Staphy-
lococcus aureus (MRSA), Micrococcus luteus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalac-
tiae and Streptococcus mutans and yeast Candida
albicans than against Gram-negative bacteria: Es-
cherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis and Acinetobacter baumannii.

KEYWORDS:
B-(1—3, 1—6)-glucan, arabinogalactan,
cytokines, immunomodulation, interferon

UvoD

Snovi, ki reagirajo z imunskim sistemom in pri tem pove-
Gajo ali zavirajo specificne aspekte imunskega odgovora,
imenujemo imunomodulatorii (1, 2). Njihova funkcija je ve-
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zana na nespecificno stimulacijo makrofagov in s tem
imunskega odgovora (3). Po izvoru so to strukturni deli mi-
kroorganizmov, kot so celi¢ne stene ali membrane. Imu-
nomodulatorno lahko deluje tudi bakterijska DNA, ki
vsebuje nemetilirano zaporedije citozina-gvanina (4). Poleg
tega so imunomodulatorji tudi limfokini in razlicne snovi
rastlinskega izvora. Med njimi so tudi arabinogalaktani in
B-glukani.

Cilj opravljenih poskusov je bil analizirati imunomodulatorno
aktivnost kombinacij 3-(1—3, 1—6)-glukana in arabinoga-
laktana v celi¢nem sistemu: TLT-makrofagi — monociti iz
sveze periferne krvi (PBMC) (10° celic/ml) v zvezi z njihovo
indukcijo protimikrobne aktivnosti.

1.1 ARABINOGALAKTANI

Arabiogalaktan je biopolimer sestavljen iz arabinoznih in
galaktoznih monosaharidov (5). Macesnov (Larix sp.) ara-
binogalaktan, v nadaljevanju skarjSano MAG, je sestavljen
iz razvejanih polisaharidov, ki vsebuijejo glavno verigo iz ga-
laktana, na katero so kot stranske verige vezane molekule
galaktoze in arabinoze. Macesnov arabinogalaktan je po-
memben izvor prehranskih viaknin. PospeSuje nastanek
kratkoveriznih mas¢obnih kislin, in sicer butirata in propio-
nata. Razen tega pa zmanjSuje nastanek in absorbcijo
amonijaka. Obstajajo dokazi, da uzivanje arabinogalaktana
pospesuje delovanje koristne &revesne mikroflore, posebej
Se Crevesnih anaerobov, kot sta Bifidobacterium sp. in Lac-
tobacillus sp.

MAG ima mnoge zanimive lastnosti, ki so ga postavile za
idealno pomoZzno zdravilno sredstvo uporabno tudi v pro-
tokolih zdravljenja raka. Rezultati opravljenih poskusov so
pokazali, da arabinogalaktan stimulira citotoksi¢nost na-
ravnih celic ubijalk (NK), povecCuje funkcionalne aspekte
imunskega sistema in prepreCuje metastaziranje tumorskih
celic v jetrih (6). To nakazuje na njegovo klini€éno uporabo,
tako v preventivi, ko “ustvarja” bolj odziven imunski sistem,
kot tudi pri zdravljenju zmanjSanih funkcij imunskega si-
stema, zmanjSani aktivnosti celic NK ali kroni¢nih virusnih
infekcijah.

1.2 B-GLUKANI

B-glukani so verige polisaharidov iz D-glukoze povezane z (3-
glikozidno vezjo. Najbolj biolosko aktivni so 3-(1—3, 1—6)-
glukani. Eden izmed najpogostejsin  virov  B-(1—3,
1—6)-glukanov je celi¢na stena kvasovke S. cerevisiae. Ti so
sposobniimunomodulacije in aktivaciie imunskega sistema (5).
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Netopni B-(1—=3, 1—6)-glukan je biolosko bolj aktiven od
vodotopnega B-(1—+3, 1—06)-glukana (7). Za vezavo 3-glu-
kanov sta odgovorna povrsinski receptor prirojenih imun-
skih celic imenovan dectin-1 in komplementni receptor 3
(CR3 ali CD11b/CD18). Samo dva receptorja “dovoljujeta”
imunskim celicam, da jih spoznajo kot “tuje” (8, 9).

Najbolj se B-(1—3, 1—6)-glukani absorbirajo po peroral-
nem uzivanju na tesce. V zvezi s tem so ugotovili, da ente-
rociti olajSajo prehod B-(1—3, 1—6)-glukanov skozi celicno
steno tankega Crevesa v limfo. Tam se vezejo na makro-
fage in tako aktivirajo njihove razlicne imunske funkcije (10).
Studije, kjer so uporabili radioaktivno oznagene molekule
so pokazale, da v serumu najdemo manjse in vecje frag-
mente B-glukanov, kar kaze na absorbcijo iz tankega Cre-
vesa (11). Celice-M znotraj Peyer-jevih polojev fizicno
prenasajo netopne glukanske delce v limfoidno tkivo, ki je
povezano s Crevesom (12).

MATERIALI IN METODE

2.1 MATERIALI

2.1.1 Reagenti in celice

Gojis¢e po Eagle-u z visoko vsebnostjo glukoze, L-gluta-
mina, 25 mM HEPES-a in antibiotiki (penicilin, streptomicin
in gentamicin) dodanimi v koncentraciji 0,1 % standardne
koliCine in raztopina tripsina sta bili pripravljeni na Institutu
za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinske fakultete v Lju-
bljani v Laboratoriju za raziskave interferonov. Uporabili
smo fetalni bovini serum (FBS) (Euroclone, ltalija). B-(1—3,
1—6)-glukan iz S. cerevisiae, v nadaljevanju SB-G (Immitec
nutrition AB, ZDA) in macesnov arabinogalaktan - MAG
(Lonza, Svica) in arabinogalaktan iz ameriskega slamnika,
skraj§ano EAG (Pfannenschmidt, Nemcija) je prispevalo
podjetie MEDEX d.o.0., Slovenija.

Pri delu smo uporabljali humano makrofagno linijo TLT, ki
smo jo dobili od Lidije Gradisnik iz Medicinske fakultete,
Univerze v Mariboru. Mononuklearne celice (PBMC) smo
izolirali iz buffy coat-ov pripravljenih iz periferne krvi. Buffy
coat-e smo kombinirali in centrifugirali pri 1700 RPM za 20
minut pri 4°C. Sedimentu, ki je vseboval eritrocite, limfocite,
makrofage in granulocite smo dodali 9 delov 0,83 % amo-
nijevega klorida. Liza eritrocitov je potekala pri 4°C in je tra-
jala 15-20 minut. Celi¢no suspenzijo smo nato centrifugirali
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20 minut pri 2500 obratih in 4°C, supernatant smo odstra-
nili, sediment z levkociti/limfociti/makrofagi pa smo resu-
spendirali v PBS-u, ki je vseboval 1 % glukoze. Procent
prezivelih celic smo dolocali z barvanjem s tripanskim mo-
drilom.

2.1.2 Mikroorganizmi

Vse mikroorganizme, ki smo jin uporabili v poskusih smo
dobili iz mikrobne zbirke Instituta za mikrobiologijo in imu-
nologijo, Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani. Upora-
bili smo naslednje po Gramu negativne bakterije:
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mira-
bilis, Acinetobacter baumannii, in po Gramu pozitivne bak-
terije: Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
(MRSA), Micrococcus luteus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae in Streptococcus mutans. Pri
delu smo uporabljali tudi kvasovko Candida albicans.

2.2 METODE

2.2.1 Obdelava celic

V 10 ml stekleni¢kah z ravnim dnom, zaprtih z gumijastimi
zamas$ki smo kultivirali humano makrofagno linijo (TLT) z
uporabo modificiranega Eaglovega gojis¢a z dodatkom 10
% FBS. Ko so celice dosegle konfluenco, smo supernatant
odstranili in dodali 2 ml suspenzije PBMC (10° celic/ml). Po
dveh urah, smo dodali 2,5 ml modificiranega Eaglovega
gojis¢a z dodatkom 2 % FBS. Za indukcijo imunomodula-
cije in protmikrobne aktivnosti, smo dodali po 0,5 ml 10 %
o0z. 1 % SB-G, MAG in arabinogalaktana iz ameriSkega
slamnika — EAG, kot kontrolo. Dodatno pa Se: 10 % razto-
pini SB-G in MAG v medsebojnih razmerjih 1:15 in 1:20.
StekleniCke smo inkubirali 24 in 48 ur pri 37°C. Vse po-
skuse smo izvajali v triplikatu z dvakratno ponovitvijo. Po
inkubaciji smo steklenicke centrifugirali 20 minut pri 1700
obratih in 4°C. Supernatante smo filtrirali skozi 0,2 um filtre
in do analiz hranili na temperaturi -20°C.

2.2.2 Doloc¢anje stimulacije makrofagov preko
vodikovega peroksida (H,0,), lizocima in
dusikovega monoksida (NO)

Stimulacijo makrofagov smo dolocali s pomocjo nastale in

sproscene koli¢ine H,O, (UM/ml) v kultiviranin celicah

(TLT+PBMC) s pomocjo metode, ki jo je razvil Orsi s sod.

(14). K svezim sedimentiranim celicam (TLT+PBMC) smo

dodali 500 pl modificiranega fenol rdecega (50 ml vsebuje:

140 mM NaCl, 10 mM K,HPO,, 5,5 mM dekstroze in 8,5

U/ml peroksidaze hrena). Po &tirih urah inkubacije na 37°C,

smo dodali 100 pl 1 M NaOH in vse skupaj 10 x razredcili

s fizioloSko raztopino. Opti¢no gostoto raztopine smo merili
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spektrofotometri¢no pri 620 nm. Kot kontrolo smo upora-
bili 10 mM H,0,,.

Koli¢ino lizocima v celicnem supernatantu (TLT+PMBC)
smo dolocili po metodi, ki jo je razvil Nash s sod. (15). Pri-
pravili smo razli¢ne raztopine vzorca in lizocima. V 1,6 ml
MH bujona (pH=6,5) smo dodali 200 pl, 10 mM PBS-a
(pH=7,4), 200 pl vzorca celi¢nega supernatanta, 10° CFU
bakterije S. pyogenes in 3 razlicne koncentracije lizocima:
1, 0, 10 in 100 pg/ml. Po enodnevni inkubaciji pri 37°C
smo merili opti¢no gostoto (OD) pri 595 nm. Koli¢ino lizo-
cima (UM/ml) smo izracunali v primerjavi z bakterijsko OD
po 24 urah.

Koncentracijo stabilnega nitrita, koncnega produkta meta-
bolizma NO prisotnega v supernatantu obdelanih ali neob-
delanih celi¢nin suspenzij (TLT+PMBC) smo merili s
pomodjo Griessove reakcije (16). K 50 pl supernatanta smo
dodali 50 pl Griessovega reagenta (1% sulfanilamida v 2,5
% H PO, in 0,1 % naftiletilendiamin dihidroklorida v desti-
lirani vodi). Obe raztopini v razmerju 1:1 smo 30 minut me-
Sali pri sobni temperaturi. Absorbanco smo merili pri 550
nm. Standardno krivuljo za nitrit smo pripravili z uporabo
10 — 100 pM natrijevega nitrita v destilirani vodi.

2.2.3 Imunoloski testi

Koli¢ino induciranega HulFN-aN3 (pg/ml) smo dolocali s
pomocjo Human IFN ELISA kit Platinum ELISA (eBio-
science, ZDA). Kot kontrolo smo uporabili mednarodno pri-
znani HUlFN-aN3 standard (Human IFN-a Platinum ELISA
(BMS 216/BMS 216 TEN, Affymetrix, eBioscience, ZDA).
DoloCanje HulFN-aN3 je potekalo po navodilih proizva-
jalca.

Koli¢ino HUIFN-y (pg/ml) v celicnem (TLT+PBMC) super-
natantu so dolocali s pomocjo Mini ELISA Development Kit
(Peprotech, ZDA) v skladu z navodili proizvajalca. Najpre;
smo vezali zajemalna (capture) protitelesa (1 pg/ml) na
Nunc Maxisorp mikrotiterske ploSCe, in nato dodali 300 p
blokirajocega (blocking) pufra. Nanos Standarda/Vzorca:
razredcili smo standard (HulFN-y) od 300 pg do 0,1 pg v
dilunetu in dodali 100 pl standarda ali vzorca v vsako lu-
knjico v triplikatu in inkubirali mikrotiterske ploS¢e 6 ur pri
37°C. Detekcija: po trikratnem spiranju mikrotiterskih
plos¢ smo razreddili detekcijska protitelesa v dilunetu do
koncentracije 1 uyg/ml in dodajali po 100 pl/luknjico in mi-
krotiterske plosce inkubirali pri sobni temperaturi za dve
uri. Avidin-HRP Konjugat: po spiranju plos¢ smo raztopili
5,5 pl Avidin-HRP konjugata 1:2000 v 11 ml diluneta in do-
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dajali po 100 pl/luknjico. Mikrotiterske plosce smo inkubirali
eno uro pri sobni temperaturi. ABTS Tekoc€i Substrat: mi-
krotiterske ploSCe smo sprali dvakrat. Na prazne plosce
smo nato dodali po 100 pl substrata v vsako luknjico in po-
Cakali da se razvije zelena barva. Nato smo dodali v vsako
luknjico po 10 pl 1 % SDS in merili opti¢no gostoto pri 650
nm. Reliabilno standardno krivuljo dobimo pri vrednostih,
ki ne presegajo 0,2 enote niCelnega koncentracijskega
standarda ali 1,2 enoti standarda najvi§je koncentracije.
Kolicino GM-CSF (pg/ml) v celicnem supernatantu
(TLT+PBMC) smo dolocali s pomoc&jo GM-CSF Mini ELISA
Development Kit (Peprotech, ZDA) na podoben nacin kot
v primeru HulFN-y, le da smo tu uporabili GM-CSF speci-
ficna zajemalna (capture) in detekcijska protitelesa kot tudi
specificni avidin-HRP konjugat.

Poleg tega, smo v celicnem (TLT+PBMC) supernatantu do-
loCevali Se naslednje citokine: TNF-q, IL-1a, IL-2 in IL-4.
Pri vseh smo uporabili specificen mini ELISA kit (Peprotech,
ZDA). Postopki so podobni kot v primeru HUlFN-y, le da
smo pri specificnem markerju uporabili specifi¢na zaje-
malna (capture) in detekcijska protitelesa, kot tudi specificni
avidin-HRP konjugat.

2.2.4 Indukcija protimikrobne aktivnosti
Protimikrobno aktivnost smo dolocali s pomocjo difuzije v
agarju (13). Suspenzijo mikrobov v hraniinem bujonu go-
stote 0,5 McFarlanda smo »razmazali« po celotni povrsini
Mueller Hinton agarja. S pomocjo kovinskega luknjaca smo
nato izvrtali 6 mm Siroke luknje v katere smo dodajali po
70 pl vzorca. Vzorci so bili slede¢i: 10 % EAG, 10 % MAG,
10 % SB-G, 10 % raztopina SB-G in MAG v razmerju 1:15
in 10 % raztopina SB-G in MAG v razmerju 1:20. Na kon-
trolnih plos¢ah smo dodali po 70 pl 0,1 % raztopine peni-
cilina, streptomicina, gentamicina oziroma 70 pl 0,1 %
raztopine antimikotika nistatina. PloS¢e smo inkubirali 72
ur pri 37°C. Zono inhibicije smo izmerili v mm.

2.2.5 Obdelava podatkov

Vsi poskusi so bili opravljeni v trikratnih ponovitvah. Izrazili
smo srednjo vrednost + standardna deviacija. Za ugota-
vljanje signifikantnosti smo uporabili t-test.
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REZULTATI IN RAZPRAVA

Aktivacijo makrofagov in vivo lahko povzrocita bodisi upo-
raba zdravil, bodisi je posledica virusne infekcije (Slika 1).
In vitro jo oponasamo v sistemu: monosloj humane makro-
fagne celi¢ne linije (TLT) na katerem je suspenzija PBMC
(108 celic/ml) (Slika 2). Podatke o imunomodulatorni aktiv-
nosti B-(1—3, 1—6)-glukana, arabinogalaktana, in razlicnih
kombinacijah med njima, lahko razdelimo v dva dela: (a)
imunomodulatorna aktivnost in (b) indukcija protimikrobne
aktivnosti.

3.1 IMUNOMODULATORNA AKTIVNOST

IN VITRO
3.1.1 Vpliv arabinogalaktana, B-(1—3, 1—-6)-
glukana in kombinacij med njima na
sproscanje H,0,, NO in lizocima.
Vpliv arabinogalaktana, B-(1—3, 1—6)-glukana in kombi-
nacij med njima na sproscanje H,O,, NO in lizocima je pri-
kazan v Preglednici 1 in Sliki 3.

LT AT
LSRRy 1

iz an :m;{r!uum
JH £ hh

L= punieid kL
-bnTrait 1

Slika 1: Aktivacija
makrofagov in vivo.
Figure 1: Macrophage
activation in vivo.
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Slika 2: Shema aktivacije makrofagov in vitro v nasih poskusih.

IFMN-C]

Figure 2: Scheme of the macrophage activation in vitro in the performed experiments.
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Preglednica 1: Arabinogalaktan in B-(1—3, 1—6)-glukan vplivata na spros¢anje H,O,, NO in lizocima.
Table 1: Arabinogalactan and B-(1—3, 1—6)-glucan effect the release of H,0,, NO and lysozim from treated macrophages.

Kontrola celic' | H,0,2 | Kontrola celic' NO? | Kontrola celic' | Lizocim?

o
10 % Echinacea sp. 140,17 140,60 3+0,60 30,35 10+0,48 35+0,87
arabinogalaktan

o
10 % Larix sp. 12017 120,20 340,60 440,60 100,48 360,50
arabinogalaktan

- .
10% S. cerevisae 120,17 120,18 30,60 40,12 10+0,48 380,18

B-(1—3, 1—6)-glukan

10 % 1:15 S. cerevisae B-
(1—3, 1—=6)-glukan:Larix 1+0,17 4+0,18 3+0,60 12+0,74 10+0,48 47+0,527
sp. arabinogalaktan

10 % 1:20 S. cerevisae -
(1—3, 1—6)-glukan:Larix 1+0,17 2+0,20 3+0,60 11+0,55 10+0,48 26+0,27
sp. arabinogalaktan

Signifikantna razlika: *p<0,1, *p<0,05, ' supernatant neobdelanih celic, 2 supernatant obdelanih celic

Iz rezultatov je razvidno, da 10 % raztopina SB-G in MAG  3.1.2 Vpliv arabinogalaktana, B-(1—3, 1—6)-

v razmerju 1:15 bolj poveduje spro$canje: H,0,, NO in li- glukana in kombinacij med njima na
zocima iz kombinacije celic TLT + PBMC kot 10 % razto- sprosc¢anje GM-CSF in TNF-a iz humanih
pina v razmerju 1:20. makrofagov.

Rezultati vpliva arabinogalaktana in 3-(1—3, 1—6)-glukana,
in kombinacij med njima na spros¢anje GM-CSF in TNF-a
iz humanih makrofagov so prikazani v Preglednici 2 in Sliki
4,

108120 £, coreminiar 11+, oo bglnlcan:

i 10% % Lawrty wne g refsipngeliiian
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Konirola koontrala

Slika 3: Vpliv arabinogalaktana, B-(1—3, 1—6)-glukana in njunih kombinacij na nivo spros¢enega H,0,, NO in lizocima iz celicnega sistema
makrofagna celicna linija TLT/PBMC. Signifikantna razlika: *p<0, 1, *p<0,05.

Figure 3: Effect of arabinogalactan and 3-(1—3, 1—6)-glucan and their's combination on the level of H,0O,, NO and lysozyme released from
the cell system: TLT Macrophage cell line/PBMC. Significant difference *p<0, 1, **p<0,05
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IMUNOMODULATORNA AKTIVNOST KOMBINACIJ ARABINOGALAKTANA IN B—(1—3, 1—6)-GLUKANA IN NJUNA INDUKCIJA PROTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

Preglednica 2: Arabinogalaktan, 3-(1—38, 1—6)-glukan, in kombiaciie med njima vplivajo na spros¢anje GM-CSF in TNF-a iz humanih makrofagov.®
Table 2: Arabinogalactan, B-(1—3, 1—6)-glucan and conmbinations induce the macrophage’s release of GM-CSF and TNF-Alfa.®

Kontrola' GM-CSF? Kontrola' TNF-a?

10 % Echinacea sp. arabinogalaktan 59+0,89 152198 136+47 200+29
10 % Larix sp. arabinogalaktan 59+0,89 87+0,41 136+47 180+35
10 % S. cerevisae 3-(1—>3, 1—=6)-glukan 59+0,89 64+0,20 136+47 193+25

o) . i (1 —> SR\ .
10 'A) 1:156 S Icerewsae B-(1—=3, 1—6)-glukan: 590,89 180463 136447 451+76"
Larix sp. arabinogalaktan

[o) . H (14— —SA\_ .
10 '/o 1:20 S. Icerewsae B-(1—=3, 1—=6)-glukan: 590,89 108245 136£47 047435
Larix sp. arabinogalaktan

Signifikantna razlika: *p<0,1, *p<0,05, T supernatant neobdelanih celic, ? supernatant obdelanih celic, ° v 2 % FBS-u najdemo 29+22 ng

GM-CSF in 10 ng/ml TNF-q, ki ne vplivata na rezulate poskusa.

10 % raztopina SB-G in MAG v razmerju 1:15 bolj povecuje
nivo GM-CSF in TNF-a v sistemu TLT/PBMC kot 10 %
MAG bolj kot njuna 10 % raztopina v razmerju 1:20. 10 %
EAG.

3.1.3 Vpliv Arabinogalaktana, B-(1—3, 1—6)-
glukana, in kombinacij med njima na
spros¢anje IFN-a in IFNy in aktivnost
citokinov IL1q, IL-2 ter IL-4.

B-(1—=3, 1—06)-glukan, arabinogalaktan in kombinacije
med njima vplivajo na sproscanje IFN-a, IFNy (Preglednica
3) (Slika 5). Poleg tega smo pri poskusih opazili tudi vpliv
na aktivnost citokinov IL1qa, IL-2 in IL-4, kar je prikazano v
Preglednici 4 in graficno na Sliki 6.
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Slika 4: Vpliv arabinogalaktana, B-(1—3, 1—6)-glukana in njunih kombinacij na nivo spro§¢enega GM-CSF in TNF-a iz celi¢nega sistema
makrofagna celicna linija TLT/PBMC. Signifikantna razlika: *p<0, 1, *p<0,05.

Figure 4: Effect of arabinogalactan, 3-(1—3, 1—6)-glucan and their's combinations on the level of GM-CSF and TNF-a released from the cell
system: TLT Macrophage cell line/PBMC. Significant difference *p<0, 1, *p<0,05
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Preglednica 3: Arabinogalaktan in B-(1—3, 1—6)-glukan inducirata spro$canje citokinov IFN-a, IFNy iz humanih makrofagov.®
Table 3: Arabinogalactan and B-(1—3, 1—6)-glucan and induce the macrophage’s release of cytokins: IFN-a, IFNy.?

Kontrola' IFN-y2 Kontrola' IFN-a?

10% Echinacea sp. arabinogalaktan 79+0,69 83+0,72 22+0,84 25+0,55
10% Larix sp. arabinogalaktan 79+0,69 86+0,44 22+0,84 26+0,54
10% S. cerevisae 3-(1—3, 1—6)-glukan 79+0,69 79+0,70 22+0,84 23+0,23

o) . i (- _sB)- .
10(0 1:15S. gerewsae B-(1—38, 1—6)-glukan: 790,69 198+68" 000,84 08+0,27
Larix sp. arabinogalaktan

[o) . i (11— A .
10%1:20 S. cerevisae B-(1-3, 1-6)-glukan: 790,69 86+0,88' 004+0,84 26+0,24
Larix sp. arabinogalaktan

Signifikantna razlika: *p<0,1, *p<0,05, ! supernatant neobdelanih celic, ¢ supernatant obdelanih celic, ° v 2 % FBS-u najdemo: 3.0+0.9
pg/ml HUlFN-y in 1.13+0.09 pg/ml  HUlFN-q, ki bistveno ne vplivata na rezultate poskusa.

10 % raztopina SB-G in MAG v razmerju 1:15 bistveno po-
veca spros¢anje HulFN-y in zmanjSuje nivo HulFN-a v su-
pernatantu obdelanih celic (TLT/PMBC).
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Slika 5: Vpliv arabinogalaktana, 3-(1—3, 1—6)-glukana in njunih kombinacij na nivo spros¢enega HulFN-y in HUIFN-aN3 iz celicnega sistema
makrofagna celicna linjja TLT/PBMC. Signifikantna razlika: *p<0, 1, **p<0,05.

Figure 5: Effect of arabinogalactan, -(1—3, 1—6)-glucan and their's combination on the level of HulFN-y nad HulFN-aN3 released from the
cell system: TLT Macrophage cell line/PBMC. Significant difference *p<0,1, *p<0,05.
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IMUNOMODULATORNA AKTIVNOST KOMBINACIJ ARABINOGALAKTANA IN B—(1—3, 1—6)-GLUKANA IN NJUNA INDUKCIJA PROTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

Preglednica 4: Arabinogalaktan, B-(1—3, 1—6)-glukan in kombinacije med njima vplivajo na aktivnost IL1a, IL-2 in IL-4 3

Table 4: Arabinogalactan, B-(1—3, 1—6)-glucan and combinations induce the macrophage’s release of cytokines: IL1a, IL-2 and IL-4 3

Kontrola' IL-1a? Kontrola' IL-22 Kontrola' IL-42
o ,
10 % Echinacea sp. 59+0,63 910,96 | 79+0,33 146434 | 54+0,99 830,44
arabinogalaktan
10 % Larix sp.
) 59+0,63 117+£28 | 79+0,33 78+0,86 | 54+0,99 98+0,56
arabinogalaktan
10 % S. cerevisae
59+0,63 114+39 |79+0,33 93+0,24 |54+0,99 99+0,89
B-(1—3, 1—6)-glukan
10 % 1:15 S. cerevisae
B-(1—3, 1—6)-glukan: 59+0,63 161+16" | 79+0,33 178+217 | 54+0,99 212+36"
Larix sp. arabinogalaktan
10 % 1:20 S. cerevisae
B-(1—=8, 1—06)-glukan: 59+0,63 98+14" |79+0,33 102+17° | 54+0,99 128426
Larix sp. arabinogalaktan
Signifikantna razlika: *p<0,1, *p<0,05, ' supernatant neobdelanih celic, 2 supernatant obdelanih celic, ° v 2 % FBS-u najdemo: 0.12+0.09

ng/ml IL-1a, 22+0.12 pg/ml IL-2 in 10.0 £0.12 ng/ml IL-4. Tudi te kolicine v 2 % FBS-u ne vplivajo na rezultate.

10 % SB-G bolj povecuje spros€anje IL-1q, IL-2 in IL-4 od
10 % EAG in 10 % MAG. 10 % raztopina SB-G in MAG v
razmerju 1:15 bistveno bolj povecuje spros¢anje IL-1q, IL-
2 in IL-4 kot njuna 10 % raztopina v razmerju 1:20.
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Slika 6: Vpliv arabinogalaktana, B-(1—=3, 1—6)-glukana in njunih kombinacij na nivo spros¢enega IL-1a, IL-2 in IL-4 iz celicnega sistema

makrofagna celicna linjja TLT/PBMC. Signifikantna razlika: *p<0,1, **p<0,05.

Figure 6: Effect of arabinogalactan, 3-(1—3, 1—6)-glucan and theirs combination on the level of IL-1q, IL-2 and IL-4 released from the cell

system: TLT Macrophage cell line/PBMC. Significant difference *p<0, 1, **p<0,05.
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3.2 INDUKCIJA PROTIMIKROBNE

AKTIVNOSTI IN VITRO.

3.2.1 Arabinogalaktan, B-(1—3, 1—6)-glukan in
kombinacije med njima inducirajo
protimikrobno aktivnost proti po Gramu
negativnim bakterijam.

Rezultati indukcije protimikrobne aktivnosti arabinogalak-

tana, B-(1—3, 1—6)-glukana, in kombinacij med njima so

prikazani v Preglednici 5.

3.2.2 Arabinogalaktan, B-(1—3, 1—6)-glukan in
kombinacije med njima inducirajo protimi-
krobno aktivnost proti po Gramu pozitivnim
bakterijam.

Rezultati indukcije protimikrobne aktivnosti proti po Gramu

“+” bakterijam z arabinogalaktanom, 3-(1—3, 1—6)-gluka-

nom in kombinacij med njima so prikazani v Preglednici 6.

3.2.3 Arabinogalaktan, B-(1—3, 1—6)-glukan in
kombinacije med njima inducirajo
protimikrobno aktivnost proti kvasovki
Candida albicans.

Rezultati indukcije protiglivne aktivnosti proti C. albicans z

arabinogalaktanom, 3-(1—3, 1—6)-glukanom in kombina-

cijami med njima so prikazani v Preglednici 7.

Arabinogalaktan stimulira citotoksi¢nost naravnih celic ubi-
jalk (NK), povecCuje funkcionalne aspekte imunskega si-
stema in preprecuje metastaziranje tumorskih celic v jetra.
Tako povecCevanje funkcionalnih aspektov imunskega si-
stema s pomocjo arabinogalaktana, pa nakazuje tudi na
njegovo Klinicno uporabo, tako v preventivi ko “ustvarja”
bolj odziven imunski sistem, kot tudi pri zdravljenju zmanj-
Sanih funkcij imunskega sistema, zmanjSani aktivnosti celic
NK ali kroni¢nih virusnih infekcijah (11). V nasih poskusih
smo uporabili dve vrsti arabinogalaktana in sicer: 10 %
EAG in 10 % MAG. V vecini primerov se je MAG izkazal z
boljSo biolosko aktivnostjo. Zaradi tega smo ga v poskusih
uporabili v kombinaciji s SB-G v razmerijih 1:15 oz. 1:20.

Imunomodulatorna aktivnost SB-G je dobro je znana (17).
Pri njej pride do aktivacije makrofagov (18), neutrofilcev in
celic NK (19), celic T (20) in celic B (21). B-(1—=3, 1—=6)-
glukan nespecificno povzro¢a nastanek rezistence proti
bakterijskim (22) in nekaterim virusnim infekcijam (23). Pri-
marno gre pri takih indukcijah protimikrobne aktivnosti za
aktivacijo makrofagov tako in vitro, kot tudi in vivo. Ugo-
tovili so da B-(1—3, 1—6)-glukan povzroca aktivacijo ma-
krofagov in s tem selektivno produkcijo razli¢nih citokinov.
En nacin delovanja B-(1—3, 1—6)-glukanov zajema stimu-
lacijo monocitov/makrofagov in sprosCanje mediatorjev
vKkljuCenih v vnetje, kot so: prostaglandin E,, interferon v,

Preglednica 5: Arabinogalaktan, 3-(1—38, 1—6)-glukan in kombinacije med njima inducirajo protimikrobno aktivnost proti po Gramu

negativnim bakterijam’

Table 5: Arabinogalactan, -(1—38, 1—6)-glucan and theirs combinations induce the antimicrobial rezistence against Gramm negative

bacteria’

Vzorec E. coli® P aeruginosa® | P. mirabilis® A. baumannii?
10 % Echinacea sp. arabinogalaktan 3+0,25 2+0,15 2+0,15 4+0,90
10 % Larix sp. arabinogalaktan 10+2,4° 5+1,1 4+0,90 5+1,1
10 % S. cerevisae B-(1—3, 1—6)-glukan 8+1,9 5+1,1 6+1,8 3+0,25
10 % 1:16 S Icerewsae B-(1—3, 1—6)-glukan: 14£3,7" 10£2,4” 9:2.0" 9:2.0°
Larix sp. arabinogalaktan

10 % 1:20 S. Icerewsae B-(1—3, 1—6)-glukan: 819 7415 618 618
Larix sp. arabinogalaktan

0,1 % penicilin 8+1,9 4+0,90 5+1,1 340,25
0,1 % streptomicin 10+£2,4 71,5 9+2,0 12+2,5
0,1 % gentamicin 12+2,5 8+1,9 8+1,9 14+3,1
70 % povprecja inhibicijske cone (mm )

penicilina, streptomicina in gentamicina 7+0,11 4+0,41 5+0,11 6+0,72
je sluzila kot kontrola

7 Protimikrobna aktivnost v mm=+SD, ? Uporabljena koncentracija je bila 0,5 McFarlanda, Signifikantna razlika: *p<0,1, **p<0,05
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IMUNOMODULATORNA AKTIVNOST KOMBINACIJ ARABINOGALAKTANA IN B—(1—3, 1—6)-GLUKANA IN NJUNA INDUKCIJA PROTIMIKROBNE AKTIVNOSTI

Preglednica 6: Arabinogalaktan, B-(1—3, 1—6)-glukan, in kombinacije med njima inducirajo protimikrobno aktivnost proti po Gramu

pozitivnim bakterijam’.

Table 6: Arabinogalactan and [-(1—3, 1—6)-glucan and thiers combinations induce the antimicrobial resistance against Gramm positive

bacteria’.

10 % Echinacea sp. arabinogalaktan 2+0,15 2+0,15 | 340,25 4+0,90 2+0,15 4+0,90
10 % Larix sp. arabinogalaktan 4+0,90 4+0,90 |9+2,0° 4+0,90 4+0,90 9+2,0
10 % S. cerevisae B-(1—3, 1—-6)-glukan| 4+0,90 7+15 |6+1,8 10+2,4° 4+0,90 11+2,8
[o) . i (11— —R)-
109 1:15 S. cerevisae B-(13, 16 g 4 o+ 9.0 0" |1122,8" |821,9 9+1,9° 12425
glukan: Larix sp. arabinogalaktan
o) . /i (11— —A)-
109 1:20 S, cerevisae B-(1=3, 1=6)- |5 4 1 17,45 |gi10  |6e1,8 51,1 8+1,9
glukan: Larix sp. arabinogalaktan
0,1 % penicilin 9+2,0 2+0,15 |8+1,9 11+2,8 8+1,9 6+1,8
0,1 % streptomicin 6+1,8 8+1,9 [12+2,5 14+3,1 14+3,1 11+2,8
0,1 % gentamicin 8+1,9 11+£2,8 | 14£3,1 17+3,7 15+3,3 16+3,7
70 % povprecja inhibicijske cone (Mm +)
penicilina, streptomicina in gentamicina | 5+0,32 4+0,9 |7+1,2 9+0,8 8+1,61 7+0,7
je sluZila kot kontrola

! Protimikrobna aktivnost v mm=+SD, 2 Uporabljena je bila koncentracija po Gramu pozitivnih bakterij 0.5 McFarlanda, Signifikantna razlika:

*0<0,1, *p<0,05

Preglednica 7: B-(1—3, 1—6)-glukan, arabinogalaktan, in
kombinacije med njima inducirajo protimikrobno aktivnost proti C.
albicans.?

Table 7: 3-(1—3, 1—6)-glucan, arabinogalactan, and theirs
combinations induce the antimicrobial resistance against yeast C.
albicans?

10 % Echinacea sp. arabinogalaktan | 4+0,9
10 % Larix sp. arabinogalaktan 5+1,1
o} i _(1— —RA)-
10 % S. cerevisae 3-(1—3, 1—06) 7415
glukan
10 % 1:15 S. cerevisae B-(1—3, 1—6)- -
. . 9+2,0
glukan: Larix sp. arabinogalaktan
10 % 1:20 S. cerevisae B-(1—3, 1—6)-
. . 6+1,8
glukan: Larix sp. arabinogalaktan
0,1 % nistatin 8+1,9
70 % inhibicijske cone nistatina 540.6
kot kontrola

! Protimikrobna aktivnost v mm=+SD.? Uporabili smo suspenzijjo
kvasovk koncentracije 0,5 McFarlanda, Signifikantna razlika: *p<0.1,
*p<0.05
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interlevkini in faktor tumorske nekroze (TNF-2). Pri taki sti-
mulaciji pride do 1—3 vezave B-glukanov na receptorje na
povrsini makrofagov. V nadih poskusih smo to potrdili, in
raziskave razsirili na celi¢ni sistem: monosloj humanih ma-
krofagov (TLT) in suspenzija PBMC (108 celic/ml) (Slika 2),
ki smo ga obdelali z 10 % raztopinama SB-G in MAG v raz-
merjih 1:15 in 1:20. Ob aktivaciji makrofagov (TLT) najprej
pride do »izbruha« NO, povecanja spros¢anja H,O, in lizo-
cima. Po interakciji -glukanov z makrofagi (TLT) in indukciji
interakcije s PBMC pride nato do spro$¢anja GM-CSF,
TNF-ain IFN -y in istoGasno do zmanjSanja nivoja vnetnih
citokinov (IFN — ). Vzporedno, pa ob taki interakciji pride
do selektivnega sproscanja: IL-1q, IL-2 in IL-4.

ZAKLJUCKI

Imunomodulacijo smo izvedli v celiénem sistemu: TLT-ma-
krofagi/monociti iz sveze periferne krvi (PBMC) (10°
celic/ml) (Slika 2). Po obdelavi sistema z 10 % raztopino
SB-G in MAG v razmerju 1:20 oz. 1:15 za 24 ur pri 37°C
smo analizirali produkte imunomodulacije in indukcijo pro-
timikrobne aktivnosti. Najprej je prislo do vezave kombina-
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cije B-(1—=3, 1—6)-glukana in arabinogalaktana na makro-
fage (TLT — monosloj) in nato do njihove aktivacie, ki je po-
vezana z izbruhom aktivnosti NO ter povecanjem nivoja
H,O, inlizocima. Po povzrocitvi interakcije z monociti iz pe-
riferne krvi (PBMC) je priSlo do pove&anja aktivnosti GM-
CSF, TNF-a in IFN-y, in istoasno do znizanja aktivnosti
IFN-a ter selektivnega poveCevanja aktivnosti IL-1a, IL-2
in IL-4. Raztopina v SB-G in MAG razmerju 1:15 je bila za
tretjino bolj aktivna kot 1:20. Prav tako je ta raztopina, v
razmerju 1:15, inducirala vecjo protimikrobno aktivnost in
vitro proti po Gramu “+” bakterijam: S. aureus, S. aureus
(MRSA), M. luteus, S. pyogenes, S. agalactiae in S. mutans
ter kvasovki C. albicans, kot proti po Gramu “-“ bakterijam:
E. coli, Paeruginosa, P mirabilis in A. baumannii. 1zgleda,
da pri uporabi kombinacije SB-G in MAG v razmerju 1:15
pride do neke vrste sinergije med njima pri povecevanju
celokupnega bioloSkega ucinka. Ta kombinacija je po-
membna zaradi povecevanja imunskega statusa pri ljudeh
in zaradi indukcije protimikrobne rezistence proti po Gramu
“+” bakterijam, kvasovki C. albicans in nekaterim virusom
tudi v in vivo pogojih.
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Slovar:
»Buffy coat« je komponenta krvi, pridobljena s centrifugiranjem
enote polne krvi vsebuje pomemben delez levkocitov in trombocitov
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