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Vplyv Transfer faktoru na biochemické ukazovatele kostného obratu
a kostni mineralnu denzitu u ovariektomovanych potkanic
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SUHRN

Rovensky J., Svik K., Istok R., Stancikova M.: Vplyv Transfer faktoru na biochemické ukazovatele kostného obratu a kostnti mineralnu denzitu u ova-
riektomovanych potkanic

Transfer faktor (TF) je dialyzat homogenatu Iudskych leukocytov ziskavanych od zdravych darcov. Obsahuje zmes nizkomolekulovych, biologicky aktiv-
nych latok s mol. hmotnostou pod 10 kDa. Pouziva sa v liecbe chorobnych stavov, kde bola dokazana porucha bunec¢nej imunity. Na zaklade niekto-
rych teoretickych predpokladov, ako je zvy3enie interferonu-y (IFN-y) u prijemcu a ur¢itych klinickych pozorovani, sme v tejto praci sledovali vplyv TF
na biochemické ukazovatele osteoresorpcie, dusitany/dusi¢nany v sére a kostnti mineralnu denzitu (BMD) na modeli postmenopauzalnej osteoporozy
u ovariektomovanych potkanic.

Vysledky ukazali, Ze TF signifikantne zniZuje Pyr a Dpyr v moci, vyrazne zvysuje dusitany/dusi¢nany v sére potkanic. Posobi protektivne na celotelo-
vt kostnti mineralnu denzitu a mierne zvy$uje BMD femuru.

Zaverom je mozné konstatovat, ze TT inhibuje kostnt resorpciu a znizuje pokles BMD u ovariektomovanych potkanic.

Kltgové slova: transfer faktor — osteoresorpcia — ovariektomované potkanice.

SUMMARY

Rovensky J., Svik K., Istok R., Stancikova M.: Effect of transfer factor on biochemical markers of bone turnover and bone mineral density in ovariec-
tomized rats

Transfer factor (TF) is dialyzate of the homogenate of human leucocytes from healthy donors. It contains a mixture of low-molecule biologically acti-
ve substances with molecular weight under 10 kDa. It is used in the treatment of conditions that include disorders of cell-mediated immunity. Based
on some theoretical assumptions, as the increase of interferon-y (IFN-y) in recipients, and some clinical observations, we monitored the effect of TF
on biochemical markers of osteoresorption, serum NO and bone mineral density (BMD) in the model of postmenopausal osteoporosis in ovariectomi-
zed rats.

Our results showed that TF significantly decreases Pyr and Dpyr in urine, and markedly increases NO in the serum of rats. It protects whole-body

bone mineral density and slightly increases BMD of femur.

In conclusion, TF inhibited bone resorption and decreased the bone loss in ovariectomized rats.
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Uvod

Transfer faktor (TF) je dialyzat homogenatu l'udskych leukocy-
tov ziskavanych od zdravych darcov (Immodin®, Sevapharma,
a. s., CR). Obsahuje zmes nizkomolekulovych, biologicky aktiv-
nych latok s mol. hmotnostou pod 10 kDa. TF sa pouZiva pri cho-
robnych stavoch s poruchou bunkovej imunity. Lie¢ba TF predsta-
vuje priklad tzv. ,,informacne;j terapie®, pri ktorej sa do organizmu
doddva urcity signdl, ktory je potom in vivo amplifikovany a meni
reaktivitu organizmu. Imunologické vySetrenia ukazuji po apli-
kécii TF u prijemcov s poruchou bunkovej imunity vzostup abso-
litneho poctu T-lymfocytov typu CD3+, CD4+ a CDS8*, B-lymfo-
cytov, NK-buniek, taktiez fagocytovej a cidnej aktivity
fagocytujicich buniek, ktoré moZzu navodif imunologickd homeo-
stdzu [1]. Za najddleZitejSiu funkénd zmenu v imunitnom systéme
sa povazuje stimuldcia Ty 1 lymfocytov, ktoré si zodpovedné za ak-
tiviciu ,,bunkami sprostredkovanej imunity“. Ich hlavnymi
produktmi st cytokiny interleukin 2 (IL-2) a interferén gama
(IFN-y) [2].

Transfer faktor bol dspesne pouzity ako imunomodulétor ,,nor-
malizator* pri roznych infekénych ochoreniach, pri chronickej my-

elitide [3], superinfikovanej fistulujicej kostnej tuberkuléze [4],
chronickej uveitide, chronickej uroinfekeii, chronickej koZnej bak-
teridlnej a mykotickej infekcii, fazkych stavoch alergického povo-
du [1] a pri autoimunitnych ochoreniach v rdmci imunomodulac-
nej terapie [S]. Pomdha pri r6znych virovych ochoreniach ako su
rozne herpetické infekcie [6]. Dobré skisenosti s TF ako imuno-
modulatorom boli popisané v ramci komplexnej terapie pri oblic-
kovych nadoroch a metastaz skeletu [7], ale tieZ pri kostnych na-
doroch [8].

V stvislosti s tvorbou kostnej hmoty stoji za pozornost skutoc-
nost, Ze TF vyvoladva zvysend tvorbu IFN-y. Exaktna tloha inter-
ferénov v kosti doteraz nie je celkom objasnend, ukazuje sa vsak,
Ze IFN-y inhibuje kostnud resorpciu a md antiproliferacné ucinky
na kostné bunky [9,10]. Cielom tejto pilotnej Stidie bolo zistif G¢i-
nok TF na kost na modeli postmenopauzalnej osteopordzy u ova-
riektomovanych potkanic.

Materiél a metédy
Samice potkanov outbredného kmenia CD (Sprague Dawley)
v pocte 30 ks (Zivd hmotnost 270-280 g) od firmy Charles River
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Obr. 1
Narast Zivej hmotnosti potkanic simulovane operovanych (SHAM),
nelieCenych ovariektomovanych (OVX) a lieCenych s Transfer
faktorom (TF) po¢as Studie. Od 3. tyZzdna narast hmotnosti
lieCenych aj nelieCenych ovariektomovanych potkanic
v porovnani so SHAM kontrolami bol signifikantny (p < 0,001)
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Obr. 2
Vplyv Transfer faktoru (TF) na koncentraciu Pyr v moci
u ovariektomovanych potkanic. Hodnoty predstavuji priemer + SD
u 10 potkanic. Pyr v moci bol na 28. den u ovariektomovanych
potkanic (OVX) signifikantne zvySeny v porovnani so SHAM
kontrolou (*p < 0,001). TF Pyr v moc¢i u OVX potkanic
signifikantne znizoval (*p < 0,05)
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Obr. 4
Vplyv Transfer faktoru (TF) na koncentraciu dusitanov/dusi¢nanov
v sére u ovariektomovanych potkanic. Hodnoty predstavujd priemer
+ SD u 10 potkanic. Dusitany/dusi¢nany v sére boli na 28. den
u ovariektomovanych potkanic (OVX) signifikantne znizené
v porovnani so SHAM kontrolou (*p < 0,001). TF dusitany/dusic-
nany v sére u OVX potkanic signifikantne zvySoval (***p < 0,001).

*kk

Wiga GmbH, Sulzfeld, Nemecko, boli chované v konven¢nom
chove laboratdria s experimentdlnymi zvieratami Narodného tsta-
vu reumatickych chordb Piestany. Zvieratd boli ustajnené v pla-
stovych vaniciach v pocte 2 na plochu 780 cm? pri dennom svetel-
nom rezime 12 h svetlo/12 h tma. Potkanice boli kimené kimnou
zmesou MP (TOP DOVO Dobrd Voda) obsahujicou 7,5 g Ca/kg,
6,5 g P/kg a 600 m.j. vitaminu Dy/kg zmesi. Skupiny zvierat do-
stali vypocitanu a navazenu kimnu ddavku podla priemernej dennej
potreby (10g kimnej zmesi na 1 potkanicu o hmotnosti 100 g) a de-
stilovand voda bola k dispozicii ad libitum. Experimentdlna Stidia
a vetky postupy prac so zvieratami boli schvalené Stitnou veteri-
ndrnou a potravinovou spravou a etickou komisiou pre Stidie na
zvieracich modeloch Nérodného tstavu reumatickych chordb.

Indukcia osteopordzy

Osteoporotické zmeny podobné osteopordéze postmenopauzil-
nych zZien boli vyvolané vyblokovanim pohlavnych horménov va-
jec¢nikov obojstrannou ovariektomiou samic potkanov. Ako kontro-
la bola simulovane operovand skupina potkanic. Operdcie boli
robené cestou linea alba pod celkovou (ketamin 100 mg/kg a xyla-
zin 16 mg/kg) a lokdlnou (mezokain 1 %) anestéziou.

Obr. 3
Vplyv Transfer faktoru (TF) na koncentraciu Dpyr v mogi
u ovariektomovanych potkanic. Hodnoty predstavuji priemer + SD
u 10 potkanic. Dpyr v moci bol na 28. den u ovariektomovanych
potkanic (OVX) signifikantne zvySeny v porovnani so SHAM
kontrolou (»xp < 0,001). TF Dpyr v mo¢i u OVX potkanic
signifikantne znizoval (*p < 0,05)
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Obr. 5
Vplyv Transfer faktoru (TF) na percentualny narast celotelovej
kostnej mineralnej denzity (BMD) u ovariektomovanych potkanic.
Hodnoty predstavuji priemer + SD u 10 potkanic. Celotelova BMD
bola na 8. tyzden u ovariektomovanych potkanic (OVX)
signifikantne nizSia v porovnani so SHAM kontrolou (*p < 0,01).
TF narast celotelovej BMD u OVX potkanic signifikantne
zvySoval (*p < 0,05).
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Zvieratd boli rozdelené do 3 skupin po 10 potkanic nasledovne:
zdravé kontrola (simulovane operované, SHAM), neliecené ovari-
ektomované zvieratd (OVX) a ovariektomované potkanice liecené
TF v davke 250 pl/zviera (dialyzat z 25 milénov leukocytov), sub-
kutdnne 3x za tyzden (TF). Stddia trvala 2 mesiace.

Hodnotené parametre

7Ziva hmotnost potkanic sa zistovala od 1. diia §tadie kazdy tyz-
denl rovnaky deil. Na stanovenie markerov osteoresorpcie, pyridi-
nolinu (Pyr) a deoxypyridinolinu (Dpyr), sa mo¢ potkanic zbieral
v metabolickych klietkach 24 h. Pyr a Dpyr boli merané vo vzor-
kach mocu hydrolyzovanych 16 h pri 110 °C v 6 mol/l HCI. Pyr
a Dpyr izolované z hydrolyzatov na celul6zovych kolénkach boli
analyzované metédou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
s fluorescenc¢nou detekciou podla metddy Lichy a spol. [11]. Pyr
a Dpyr sa prepocitavali na mnozstvo kreatininu stanoveného fi-
remnym kitom BIO-LA-TEST®.

Dusitany/dusi¢nany sa stanovovali v sére potkanic. Krv bola
odobratd na 4. tyzden z o¢ného retroorbitdlneho sinusu, scentrifu-
govana a sérum sa skladovalo az po dobu analyzy pri —75 °C. Du-
sitany/dusi¢nany sa analyzovali v deproteinizovanom sére [12].
Dusi¢nany sa zredukovali na dusitany pomocou kadmiovych gra-
ndl obalenych medou. Dusitany spolu so zredukovanymi dusic¢-
nanmi sa potom stanovovali Griessovym &inidlom pri vinovej diz-
ke 545 nm pri izbovej teplote.

Denzita kostného minerdlu (BMD) celého tela sa merala po
1. a 8. tyZdni Stddie na denzitometrickom pristroji HOLOGIC
QDR®- 4 500 (Waldham, HA, USA) s prislusenstvom pre labora-
térne zvieratd. Po ukonceni Stidie sa merala aj BMD vypreparova-
nej stehnovej kosti.

Vysledky sa Statisticky analyzovali jednofaktorovou analyzou
rozptylu ANOVA.

Vysledky

Ovariektomované zvieratd lieCené i nelieCené mali vyrazne zvy-
Sentd hmotnost oproti SHAM potkaniciam uz od 3. tyzdia Stidie
(p < 0,001). Medzi liecenymi s TF a neliecenymi OVX potkanica-
mi nebol pozorovany signifikantny rozdiel (obr. 1).

Ukazovatele osteoresorpcie v moci Pyr a Dpyr po 4. tyZdni Std-
die boli u ovariektomovanych potkanic signifikantne vysSie v po-
rovnani so SHAM kontrolou (p < 0,001). TF hodnoty Pyr aj Dpyr
signifikantne zniZoval (p < 0,05) (obr. 2,3).

Dusitany/dusi¢nany v sére boli na 4. tyzden u nelieCenych OVX
potkanic v porovnani so SHAM kontrolami vyrazne nizsie
(p < 0,001), hodnoty dosahovali priblizne polovicu SHAM kontrol
(obr. 4). TF koncentriciu dusitanov/dusi¢nanov v sére vyrazne
zvySoval, hodnoty boli eSte vysSie ako u SHAM kontrol.

V 1. tyzdni sa hodnoty BMD celého tela medzi skupinami Sta-
tisticky vyznamne neliSili. Na 8. tyzdei bol prirastok BMD celého
tela u OVX potkanic signifikantne niz§i v porovnani so SHAM
kontrolami (p < 0,01) (obr. 5). Percentudlny prirastok celotelovej
BMD bol u lie¢enych zvierat oproti neliecenym potkaniciam sig-
nifikantne vyssi (p < 0,05) (obr. 5). Medzi skupinou SHAM kon-
trol a TF sa prirastky BMD celého tela na 8. tyZden Statisticky vy-
znamne neli§ili. Hodnoty BMD femuru na 8. tyZden boli
signifikantne vyssie u SHAM kontrol oproti OVX (p < 0,01).
Strednd hodnota BMD femuru bola u skupiny TF vysSia ako
u OVX, rozdiel vSak nebol Statisticky vyznamny.

Diskusia

Stiidia na zvieratdch potvrdila teoreticky predpoklad, 7e apliké-
cia TF moze inhibovat vyvoj osteoporézy u OVX potkanic. Inter-
pretéacia vysledkov je vSak vel'mi fazka, pretoZe o sa tyka vplyvu
TF na metabolizmus kosti, su klinické pozorovania skor sporadic-
ké a na zvieratdch prace s tymto zameranim neboli robené.

Ovariektomia u zvierat sa vZdy prejavi zvySenym ndrastom Zivej
hmotnosti nasledkom vicsieho ukladania tukov v organizme po
vyblokovani estrogénov produkovanych vajecnikmi.

Velmi zaujimavé je zistenie vyrazného ndrastu dusitanov/dusic-
nanov v sére po aplikdcii TF. NO5/NOs v sére su stabilnym pro-
duktom nestaleho voIného radikalu dusika, oxidu dusnatého NO.
Ako sa ukdzalo, NO je dolezitym reguldtorom kostného metabo-
lizmu, moduluje tc¢inok prozdpalovych cytokinov [13], estrogénov
[14], aj vplyv mechanickej ndimahy na kost [15]. Metabolity NO
klesaju u ovariektomovanych potkanic, takisto ako u Zien v meno-
pauze a zvySuju sa pri hormondlnej substiticii [16]. NO donory
(ako napr. nitroglycerin) pdsobia preventivne pri kostnych stratdch
vyvolanych ovariektémiou a prednizénom u potkanic [17,18].
U oofarektomovanych Zien je nitroglycerin tak ucinny ako estro-
gény [19]. ZniZuje osteoklastmi riadent resorpciu (mocové N-telo-
peptidy), zvySuje aktivitu osteoblastov (alkalicku fosfatdzu i osteo-
kalcin) a protektivne pdsobi na kostnd denzitu.

Z naSich vysledkov sa da len nepriamo usudit, Ze jeden z moz-
nych mechanizmov protektivneho t¢inku TF na kost by mohla byt
zvySend produkcia NO. Z predchddzajuicich prac je zname, Zze TF
zvysuje produkciu IFN-y. Tento cytokin moze znizZovat kostnu re-
sorpciu a je silnym induktorom NO syntazy (NOS), enzymu, kto-
ry syntetizuje NO z L-argininu. Komplexnd tloha NO v reguldcii
kostného metabolizmu je stile predmetom intenzivneho vyskumu
[20]. TF u ovariektomovanych potkanic signifikantne znizoval
markery osteoresorpcie pyridinolin a deoxypyridinolin v moci.
Narast celotelovej BMD bol u ovariektomovanych potkanic liece-
nych TF signifikantne vys$§i v porovnani s nelieCenymi OVX
potkanicami.

Vysledky tejto prace mdzu byt impulzom pre dalsiu Stddiu Gcéin-
ku TF na kost. Bolo by zaujimavé odskusaf aj iné ddvkovanie
a okrem markerov kostného obratu a BMD sledovaf aj niektoré
imunologické parametre ako napr. hladiny IFN-y. Urcite by stalo
za pozornost aj sledovanie markerov kostného obratu a BMD
u postmenopauzdlnych Zien, ktoré TF dlhodobejSie uZivaji napr.
pri recidivujdcich infektoch spojenych so sekunddrnou imunodefi-
cienciou alebo chorobnych stavoch spojenych s poruchami bunka-
mi sprostredkovanej imunity.
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Daragon A, Pouplin S.

Potential benefits of intermittent bisphosphonate therapy in os-
teoporosis. Editorial. Joint Bone Spine 2004;71:Epub ahead of
print, e-mail: alain.daragon @chu-rouen.fr

Bisfosfonaty pfedstavuji hlavni 1é¢ebnou skupinu pfi terapii os-
teopordzy, nebot snizuji riziko fraktury. V 1€cbé osteopordzy jsou
pouzivany peroralné poddvané bisfosfondty (alendronat, rizedro-
ndt), zatimco intraven6zné aplikované bisfosfonaty jsou vyhrazeny
pro 1é¢bu m. Paget a komplikaci u onkologickych pacientt (hyper-
kalcémie u malignit, kostni metastdzy, myelom). Editorial se zaby-
vd moznosti intravendzni aplikace bisfosfondti (pamidronadt, iban-
drondt, zoledrondt) pacientim s osteopordzou, zejména tém, ktef{
$patné toleruji perordlni bisfosfondty. Vyhodou se jevi intermitent-
ni poddvéni. Za nejCastéjsi nezadouci ucinek lze povazovat zvyse-
ni teploty (flu-like syndrome) po i.v. aplikaci. V soucasnosti jsou
nutné klinické studie, které by objektivné zhodnotily vliv i.v. bis-
fosfondtl na denzitu kostntho minerdlu a riziko fraktury.

McClung M, Wasnich RD, Recker R, Cauley JA, Chesnut CH,
Ensrud KE, Burdeska A, Mills T.

Oral daily ibandronate prevents bone loss in early postmeno-
pausal women without osteoporosis. J Bone Miner Res
2004;19:11-18, e-mail: mmcclung @orost.com

Cilem multicentrické, dvojité zaslepené, randomizované, place-
bem kontrolované studie bylo zjistit Gc¢innost, snasenlivost a opti-
malni denni davku perordlniho ibandrondtu pifi prevenci ztrity
kostni hmoty u postmenopauzélnich Zen.

Materidl a metody: 653 postmenopauzdlnich Zen s denzitou
kostniho minerdlu (BMD) > 2.5SD (T-skére) v oblasti bederni pa-
tefe dostdvalo denné kalcium (500 mg ) spolu s placebem
(n = 162), nebo ibandrondtem 0,5 mg (n = 162), 1 mg (n = 166),
nebo 2,5 mg (n = 163) po dobu 2 let. Primédrnim cilem bylo zhod-
notit zmény BMD.

Vysledky a zavéry: dvouleté podavani ibandronatu vedlo k udr-
Zeni ¢i zvySeni BMD v oblasti bederni pétefe a kycle, v zavislosti
na ddvce. Nejvétsi piiristek BMD byl zaznamenan po davce
2,5 mg ibandrondtu denné v porovndni s placebem. Ibandrondt byl
dobfe tolerovan, nebyly statisticky vyznamné rozdily ve vyskytu
nezddoucich pithod ve srovndni s placebem.

Pasco JA, Henry MJ, Sanders KM, Kotowicz MA, Seeman E,
Nicholson GC.

B-Adrenergic blockers reduce the risk of fracture partly by inc-
reasing bone mineral density: Geelong osteoporosis study. J Bone

Miner Res 2004;19:19-24, e-mail: juliep@barwonhealth.org.au

Dle experimentdlnich tdaji je kostn{ formace pod B-adrenergn{
kontrolou a B-blokétory stimuluji kostni formaci a inhibuji kostn{
resorpcei.

Materidl a metody: Vztah mezi uzivinim B-blokatort, BMD
a rizikem fraktury byl hodnocen u obyvatelstva australského més-
ta Geelongu, kde se nachdz{ jedna fakultni nemocnice a 2 radiolo-
gicka centra, evidujici vyskyt fraktur v dané oblasti. UZivani 3-blo-
kdtori bylo dokumentovdno u 569 Zen s rentgenologicky
potvrzenymi frakturami a u 775 kontrol bez fraktur. Udaje o me-
dikaci a Zivotnim stylu byly ziskany pomoci dotazniku.

Vysledky: Uzivani 8-blokétord bylo spojeno s poklesem rizika
fraktury, vy$§si BMD v ky¢li (p = 0,03) a ultradistdlnim predlokti
(p = 0,04). VEk, hmotnost, ostatni medikace a Zivotni styl nemély
vliv na riziko fraktur.

Zavér: Uzivani B-blokdtora je spojeno s poklesem rizika fraktu-
ry a s vys$§i BMD.

Legrout-Gerot I, Catanzariti L, Marchandise X, Duquesnoy B,
Cortet B.

Bone mineral density changes in hypercalciuric osteoporotic
men treated with thiazide diuretics. Joint Bone Spine 2004;71:
Epub ahead of print, e-mail: i-legroux @chru-lille.fr

Cilem bylo zhodnotit Gc¢inek thiazidovych diuretik na kostni
hmotu a mocovou exkreci kalcia u muzskych pacientd s hyperkal-
curif a osteopordzou.

Pacienti a metody: Oteviend prospektivni studie zahrnujici
14 pacienti s hyperkalciurii a osteopor6zou (prum. vék
53,5 £ 9,6 let), léCenych thiazidy a 13 pacientd s primarni osteo-
porézou (prum. veék 48,7 £ 8,4 let), suplementovanych kalciem
a vitaminem D. Doba 1é¢by byla 18 mésici. Denzita kostnitho mi-
nerdlu (BMD) byla méfena metodou DXA v bederni pateti
a v kyc€li. Osteoporéza byla definovana jako T-skére pod —2.5SD.
Hodnocené parametry pied zahdjenim a po 18 mésicich 1éCby:
BMD, S-250H-D3, 1,250H-D3, PTH, osteokalcin, kostni ALP,
ICTP, kalciurie.

Vysledky: V obou skupindch nedoslo k signifikantnim zménam
BMD. Pokles kalciurie byl signifikantni v thiazidové skupiné
(p = 0,0015), zatimco ve skupiné suplementovanych pacientd byl
patrny vzestup kalciurie (p= 0,005).

Zavér: 18ti mési¢ni podavani thiazida vedlo k poklesu kalciurie,
ale nezvysilo BMD u pacientti s hyperkalciurii a osteoporézou ve
srovndni{ s poddvanim kalcia a vitaminu D pacientim s osteopord-
zou a normokalciurif.
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