Perspektywy wykorzystania
immunoterapii

w zwalczaniu oraz
zapobieganiu grzybic

u zwierzat

Marian Flis', Jacek Piérkowski?,
Albert Kotodziejski'

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

'Wydziat Biologii, Nauk o Zwierzetach i Biogospodarki,
Katedra Zoologii, Ekologii Zwierzat i Lowiectwa,
2Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,

Zaklad Patomorfologii i Weterynarii Sagdowej

Czesto$¢ zakazen grzybami oportunistycznymi na prze-
strzeni ostatnich lat wykazuje tendencje wzrostowg. Zwigza-
ne jest to przede wszystkim z powszechnym stosowaniem
antybiotykdw o szerokim spectrum
dziatania oraz wprowadzaniem co-
raz bardziej inwazyjnych metod dia-
gnostycznych i terapeutycznych [8,
19]. Zaleznos$¢ pomiedzy mechani-
zmami obronnymi gospodarza i sa-
mymi grzybami jest niezwykle zto-
zona, a czynnikiem decydujgcym
jest odporno$¢ typu komorkowego
[29].

Inwazyjne zakazenia grzybicze,
gtéwnie narzgdowe, nie sg w wetery-
narii diagnozowane zbyt czesto, mo-
ga by¢ przyczyng powiktan uktado-
wych, a nawet $mierci [5, 12, 17, 44].
S3 zwigzane np. z neutropenia, ktora
z reguty pojawia sie przy chemiotera-
pii stosowanej w przypadku biata-
czek. Duze zagrozenie grzybicami
narzgdowymi wynika tez z prze-
szczepiania narzadow, ktére z roz-
nym powodzeniem sg prowadzone
od wielu lat. Metoda ta daje szanse
leczenia zwierzgt w przypadkach on-
kologicznych [2, 15, 31, 34, 43, 45].
Pojawiajgcy sie coraz wiekszy pro-
blem z leczeniem grzybic, w tym
takze narzagdowych, powodowanych
przez szczepy oportunistyczne, skta-
nia do poszukiwania nowych, dos¢

Tabela 1

Hematopoetyczne czynniki wzrostu

Komaorki efektorowe, czyli leukocyty wielojgdrzaste, odpowie-
dzialne sg za produkcje cytokin, takich jak: IL-1, IL-12, TNF-y,
GM-CSF, M-CSF oraz G-CSF [22]. WSrdd duzej liczby czyn-
nikdw warunkujgcych wzrost populacji granulocytéw najlepiej
poznang grupg sg tzw. hematopoetyczne czynniki wzrostu
(CSF — colony stymulating factors), zwane glikoproteinami.
Mozna tu zaliczy¢: G-CSF (granulocyte-colony stimulating
factor) pobudzajgcy granulocyty, M-CSF (macrophage-colo-
ny stimulating factor) pobudzajgcy makrofagi oraz GM-CSF
(granulocyte macrophage-colony stimulating factor) pobudza-
jacy jednoczesnie granulocyty i makrofagi (tab. 1, 2, 3).
Zastosowanie w immunoterapii znalazty preparaty GM-CSF
(Leukomax) oraz G-CSF (Granocyte, Neupogen) [18]. Gtow-
nym sktadnikiem aktywnym Leukomaxu jest molgramostim,
czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw i makro-
fagébw pochodzenia rekombinowanego ludzkiego czynnika
(rHuGM-CSF). Jest to glikozylowane rozpuszczalne biat-
ko o zawartosci 127 aminokwasoéw i masie czgsteczkowe;j
14477 daltonéw. Czynnik ten wytwarzany jest przez szczep
E. coli, a w badaniach in vitro wykazano, ze stymuluje on pro-
liferacje i roznicowanie komorek krwiotwdrczych progenitoro-
wych, ktére powodujg wytwarzanie monocytéw, granulocy-
tow, limfocytéw T oraz makrofagéw. W badaniach doswiad-
czalnych na matpach stwierdzono, ze dozylne lub podskérne
podanie molgramostimu powoduje znaczgce zwiekszenie
liczby leukocytow [17, 26, 27]. Leucomax moze by¢ dawkowa-
ny do 10 pg/kg, co dosy¢ skutecznie zapobiega neutropenii.
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Tabela 2
Skréty i synonimy uzywane dla G-CSF

Skrot Objasnienie

CSF-G Colony stimulating factor granulocyte

CSF-B Colony stimulating factor

CSF-3 Colony stimulating factor 3

MGI-IG Macrophage granulocyte inducer IG

MGI-2 Macrophage granulocyte inducer 2
G/M-CSA Granulocyte/macrophage colony stimulating activity
DF Differentiation factor

pCSF Pluripotent colony stimulating factor

Tabela 3

Skroéty i synonimy uzywane dla GM-CSF

Skrot Objasnienie

CSF-GM Colony stimulating factor-granulocyte macrophage
CSF-a Colony stimulating factor o

CSF-2 Colony stimulating factor 2

NIF-T T cell-derived neutrophil migration inhibition factor
HCGF Hematopoietic cell growth factor

Eo-CSF Eosinophil colony stimulating factor

KTGF Keratinocyte-derived T cell growth factor

Poczatkowo preparat stosowany jest w dawce 1-3 ug/kg/dobe
w celu obserwacji wczesnej odpowiedzi terapeutycznej w od-
niesieniu do krwinek biatych. Okres ten powinien trwac od 2
do 4 dni. W kolejnych dniach nalezy monitorowac¢ poziom leu-
kocytow i neutrofili, w celu utrzymania ich na odpowiednim
poziomie. Pierwsze efekty stosowania preparatu widoczne sg
juz w ciggu 1-4 godzin, a maksymalny efekt pojawia sie juz
w ciggu 5-14 godzin od podania pierwszej dawki. Badania
przeprowadzone na makakach wskazuja, ze dozylne podanie
preparatu w iloci 15 pg/kg/dobe jest w stanie zapewni¢ mak-
symalng reakcje przez okres 5 kolejnych dni [17, 26, 27].

W dalszym ciggu jednym z najbardziej wszechstronnych
lekéw stosowanych w grzybicach narzadowych jest amfotery-
cyna B. Bedac skutecznym lekiem, lecz nie pozbawionym
dziatan ubocznych, z powodzeniem jest wykorzystywana
w terapii grzybic narzgdowych u zwierzat, gtéwnie pséw i ko-
téw. Lek ten otrzymywany jest z promieniowca Streptomyces
nodosus. Mechanizm dziatania polega na wigzaniu ze stero-
lami bton fosfolipidowych grzyba [33]. Naptyw jonéw wodoru
do komorki grzyba, przy jednoczesnym wyptywie jondw pota-
su, powoduje zakwaszenie jej sSrodowiska. W celu zniwelowa-
nia nefrotoksycznos$ci stosowana jest postac liposomalna,
w dawce od 0,5 mg/kg do 3 mg/kg masy ciata [32, 36]. Ogra-
niczenia stosowania amfoterycyny B sprowadzajg sie do uni-
kania tgczenia jej z preparatami przeciwnowotworowymi, diu-
retycznymi, naparstnicowymi oraz aminoglikozydami. Dtugo-
trwate stosowanie prowadzi do nefrotoksycznosci, a to z kolei
dos¢ czesto staje sie przyczyng przewlektej niewydolno$ci
nerek [35, 46]. Amfoterycyna B jest lekiem skutecznym, lecz
wspolne podanie z M-CSF pozwala na znaczne ograniczenie
jej dawki. Moze to mie¢ szczegdlne znaczenie w przypadku
Candida albicans. Znacznie wieksza skutecznos$¢ wystepuje
przy potaczeniu amfoterycyny B z M-CSF niz flukonazolu
z M-CSF. Z kolei zastosowanie M-CSF pozwala na znaczne
ograniczenie dawki samej amfoterycyny. Zastosowanie jedy-
nie M-CSF lub tez samej amfoterycyny B nie jest juz tak
skuteczne, co potwierdzity wczesniejsze badania [35, 40,
41]. Badania przeprowadzone z uzyciem rekombinowanego
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G-CSF myszy (rmG-CSF) wskazuja, ze podczas terapii z uzy-
ciem amfoterycyny B lub tez flukonazolu tylko w nieznaczny
sposob dochodzi do redukcji populacji grzyba, w poréwnaniu
z zastosowaniem jedynie samych lekéw. Czynnik ten powodu-
je zwiekszenie liczby neutrofili bedacych w miejscu zarazenia,
co prowadzi do wzrostu stezenia lekow, ktére akumulujg sie
w neutrofilach. Niektorzy autorzy zwracajg uwage na bardziej
wzmozone dziatanie czynnikow CSF w potgczeniu takze z in-
nymi lekami. Odnosi sie to szczegodlnie do worykonazolu oraz
flukonazolu, przy ktérych G-CSF i GM-CSF wykazujg wzmo-
zong aktywnosc¢ przeciwgrzybiczg [39]. W doswiadczeniach
przeprowadzonych na zwierzetach zastosowanie cyklofosfa-
midu w celu obnizenia odpornosci, a nastepnie podanie M-CSF
wyraznie wskazato na wzrost poziomu aktywnos$ci przeciw-
grzybiczej szczegdlnie w odniesieniu do Candida albicans
[20, 30]. Badania przeprowadzone na szczurach i myszach
wskazujg réwniez na duzg skutecznos¢ M-CSF w zwalczaniu
kandydozy, poprzez zwiekszanie liczby monocytow we krwi
[47, 48]. Nalezy zaznaczyc, ze nie wszystkie cytokiny uwolnio-
ne przez komoérki CD-4 powodujg degradacje komorek grzy-
ba. Obecnos¢ IL4 powoduje znaczne ostabienie aktywnosci
przeciwgrzybiczej neutrofildw, natomiast IL10 ma dziatanie
pozytywne i zarazem negatywne charakteryzujgce sie wzro-
stem poziomu fagocytozy, przy jednoczesnym zaburzeniu
mechanizmu tlenowego w odniesieniu do komérek jednoja-
drzastych [1, 4, 6, 28, 37]. Wysoka aktywno$¢ monocytéw
i granulocytow obojetnochtonnych przypisywana jest rowniez
potgczeniu worykonazolu i flukonazolu z GM-CSF i G-CSF.
Natomiast bardzo wysoka efektywnos¢, nawet 10-krotna, sto-
sowania samego worykonazolu wynika z synergistycznego
dziatania na monocyty oraz neutrofile [3, 9].

Inne czynniki wptywajace na odpornos¢

Z innych czynnikdw majgcych wptyw na immunomodulacje
zwroci¢ nalezy uwage na szes¢ peptyddéw [11, 24]. Zalicza sie
do nich: heksapeptyd (89/215), dwa glikopeptydy (89/729
i 90/341), pentapeptyd (SP-5) oraz dwa lipopeptydy (86/450)
i (84/201). W kandydozie sztucznie wywotanej u myszy stwier-
dzono wyjagtkowg skutecznosé heksapeptydu (89/215), lipo-
peptydu (86/450) oraz glikopeptydu (90/341). Stwierdzono
réwniez, ze stosowanie lipopeptydu (86/450) powoduje dodat-
kowo az 7-krotny wzrost poziomu miana hemaglutynacji prze-
ciwcial oraz wzrost poziomu erytrocytéw o 218% [38]. Szcze-
golna skutecznos¢ w przypadku Aspergillus fumigatus przypi-
sywana jest rekombinowanemu interferonowi gamma (rINFy),
ktérego dziatanie jest podobne do GM-CSF. W badaniach prze-
prowadzonych na zwierzetach zakazonych Cryptococcus sp.
zauwazono znaczny wzrost odpornosci podczas terapii przy
uzyciu jedynie INFy oraz jednoczes$nie z amfoterycyng B, a po-
dobna reakcja, lecz o mniejszym nasileniu, wystapita przy po-
tgczeniu flukonazolu i INFy [23]. Duze nadzieje wigzane sg
z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych (mAb), co po-
twierdzono w badaniach na zwierzetach doswiadczalnych
[26, 27]. Dziatanie tych immunoglobulin jest niezalezne od
stanu uktadu immunologicznego i polega na postepujgcej
opsonizacji oraz catkowitej eliminacji antygenu z surowicy
[25]. Stwierdzono, ze u myszy podanie przeciwciat monoklo-
nalnych (mAb) powoduje mniejszg inwazje tkanek poprzez
intensywniejsze niszczenie grzybni [7]. Typowym przyktadem
takiego przeciwciata monoklonalnego skierowanego przeciw-
ko Cryptococcus neoformans jest 18B7 [23]. Z innych sub-
stancji majgcych dziatanie grzybobdjcze wymienia sie pen-
traksyne 3 (PTX3), wydzielang przez mononuklearne fagocy-
ty. Badania przeprowadzone na zwierzetach laboratoryjnych
wskazujg na duzg sktonnos¢ do zakazen Aspergillus fumigatus
u zwierzagt ze znacznie zredukowanym poziomem PTX3 [10].
Oprocz syntetycznych immunomodulatoréw hamujgcych
rozwdj grzybic systemowych nalezy zwréci¢ uwage na sub-
stancje naturalne uzyskiwane z roslin. Nalezg tutaj irydoidy
glikozydowe (arbortristoside A i C) wyizolowane z rosliny
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Nyctanthes arbor-tristis. Zwigzki te przygotowane w 50% eta-
nolu wykazujg szczegdlng aktywnos$¢ w odniesieniu do Can-
dida albicans i mogg by¢ stosowane w ilosci 5 mg/kg na dobe
doustnie, profilaktycznie lub razem z innymi lekami. Badania
przeprowadzone na myszach wykazaty wyzszy poziom ochro-
ny przeciwgrzybiczej, wynoszacy 77,7%, w stosunku do ar-
bortristoside C wobec 44,4% w odniesieniu do arbortristoside A
[13, 14, 16, 35, 40].

Terapia taczona

W literaturze zwraca sie rowniez uwage na duzg skutecznos¢
terapii tgczonej wykorzystujgcej GM-CSF i INFy z postacig li-
posomalng amfoterycyny B (LAMB), w odniesieniu do mukor-
mykozy. Badania przeprowadzone na zwierzetach wskazujg
na skuteczniejszg eliminacje grzybow z rodziny Mucoraceae
przy taczeniu LAMB z GM-CSF niz LAMB z INFy. Znacznie
gorsze efekty odnotowano w przypadku stosowania monote-
rapii, przy pojedynczym stosowaniu LAMB, GM-CSF lub INFy.
Badania myszy ze stwierdzong kryptokokozg wskazaty na wiek-
szg skutecznos$¢ podawanego INFy w potgczeniu z amfotery-
cyng B niz INFy z flukonazolem. Wysokg przezywalnos$¢ my-
szy wykazano takze przy stosowaniu anty-CD40 w potacze-
niu z IL12. W tym przypadku wystepowato znaczne zmniej-
szenie inwazji grzybiczej szczegdlnie w moézgu oraz w ner-
kach, przy jednoczesnym wzroscie stezenia INFy i TNFa w su-
rowicy [49].

Podsumowanie

Zapobieganie grzybicom narzgdowym u zwierzat, ze szcze-
golnym uwzglednieniem immunoterapii jest postepowaniem,
z ktérym wigzane sg duze nadzieje. Wykorzystywanie przede
wszystkim czynnikow CSF, INFy oraz przeciwciat monoklo-
nalnych w zwalczaniu kandidiozy i aspergilozy, jako najcze-
Sciej spotykanych grzybic systemowych u zwierzat, moze by¢
bardzo obiecujgce. Preparaty te nie tylko zwiekszajg aktyw-
nos$¢ przeciwgrzybiczg, lecz takze w znaczny sposoéb potegu-
ja dziatanie terapeutyczne lekéw przeciwgrzybiczych, a po-
nowne infekcje notowane sg znacznie rzadziej niz w przypad-
ku stosowania samych lekéw [34]. Wzajemne powigzanie
preparatéw immunologicznych z lekami moze w znaczny spo-
s6b pomdc w opracowaniu schematdéw terapeutycznych u zwie-
rzat dla okreslonych stanéw klinicznych, w przypadku znacz-
nej dysfunkcji uktadu immunologicznego [15, 21, 42].
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Prozdrowotna
aktywnos¢ wybranych
sktadnikow mieka

w aspekcie zmniejszania
ryzyka rozwoju chorob
cywilizacyjnych

Karolina Nahajto

Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Instytut Nauk Weterynaryjnych,
Zaktad Anatomii Zwierzat

Mleku oraz jego przetworom przypisywanych jest szereg wa-
loréw prozdrowotnych. Zaréwno siara, niezwykle wazna w aspek-
cie odchowu potomstwa, jak i mleko stanowig bogactwo ak-
tywnych biologicznie sktadnikéw, takich jak biatka, tluszcze,
mineraty, weglowodany i witaminy [76]. W ostatnim czasie
popularna stata sie tzw. zywnos¢ funkcjonalna, czyli zywnosc¢
charakteryzujgca sie wtasciwosciami prozdrowotnymi, wyni-
kajgcymi gtownie z obecnosci bioaktywnych substanciji, ktére
wywierajg pozytywny wptyw na przebieg proceséw metabo-
licznych oraz o wtasciwych proporcjach poszczegdlnych
sktadnikow [45]. Zywno$é funkcjonalna, poza zasadniczg funk-
cjg odzywczg ma stuzy¢ poprawie stanu zdrowia oraz samopo-
czucia i/lub zmniejszaniu ryzyka wystgpienia chorob, przy
czym korzystny efekt prozdrowotny musi by¢ udowodniony
naukowo [63].

Obecnie spozywanie zywnosci funkcjonalnej postrzegane
jest jako mozliwos¢ poprawy stanu zdrowia catego spote-
czenstwa. Choroby cywilizacyjne, w szczegdlnosci choroby
uktadu krazenia, nowotwory, zaburzenia wydzielania we-
wnetrznego, zaburzenia stanu odzywiania i przemiany meta-
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bolicznej (w tym cukrzyca) sg gtéwnymi przyczynami wysokiej
Smiertelnosci Polakow (ok. 80%) [20, 69]. Dlatego tak istotne
jest wprowadzanie produktéw prozdrowotnych do codziennej
diety oraz promowanie ich waloréw w spoteczenstwie. Kon-
cepcja rozwoju zywnosci funkcjonalnej opiera sie gtdwnie na
zawartych w niej substancjach bioaktywnych. Przywigzuje sie
réwniez duzg wage do pozyskiwania tych substancji, zwanych
nutraceutykami [71]. Bioaktywne sktadniki diety uwaza sie za
czgsteczki sygnatowe, przenoszgce informacje ze srodowi-
ska zewnetrznego i wptywajgce na poziom ekspresji genow
w komorce. Dogtebne poznanie mechanizméw dziatania bio-
aktywnych substancji w ekspresji genéw oraz ciggty rozwgj
nutrigenomiki by¢ moze przyczyni sie do planowania takiego
sposobu odzywiania, ktéry bedzie mozna zastosowaé w pro-
filaktyce i leczeniu [18] oraz w zywieniu ludzi o konkretnych
schorzeniach, jak alergia, otytos¢, cukrzyca, choroby uktadu
sercowo-naczyniowego (CVD) lub obarczonych ryzykiem wy-
stgpienia tych chordéb [15].

Zywno$¢ funkcjonalng mozna podzieli¢ wedtug kilku kryte-
riow, m.in. biorgc pod uwage sposéb oddziatywania fizjolo-
gicznego w organizmie (np. zywnosc¢ dla osob obcigzonych
stresem, zywnos$¢ zmniejszajgca ryzyko choréb uktadu krg-
zenia, choréb nowotworowych, regulujgca prawidtowe funk-
cjonowanie przewodu pokarmowego), czy tez ze wzgledu na
przeznaczenie (np. zywnos$¢ dla niemowlat, kobiet w cigzy,
0s06b starszych, sportowcow) [53]. Biorgc pod uwage sposob,
w jaki otrzymuje sie produkty kwalifikowane jako zywnos$¢
funkcjonalna, mozna wyrézni¢ m.in. produkty naturalne (tra-
dycyjne) [45]. Prowadzone na catym Swiecie badania potwier-
dzaja biologiczng aktywnos¢ wielu sposréd sktadnikow mleka
W zmniejszaniu ryzyka rozwoju chorob cywilizacyjnych [9].

Wtasciwosci prozdrowotne mleka i jego przetworow sg po-
wodem, dla ktérego wykorzystuje sie je w lecznictwie i profi-
laktyce niektorych choréb, jak m.in. choroby nowotworowe
(zawarto$¢ laktoferyny, biatek serwatkowych, CLA, wapnia)
czy choroby uktadu krgzenia (zawarto$¢ czynnika zmniejsza-
jacego poziom cholesterolu, peptydéw antytrombocytowych
(przeciwzakrzepowych)) [45]. Substancje bioaktywne mleka
obecne sg zaréowno w fazie emulsyjnej (ttuszcze), koloidalnej
(biatka), jak i wodnej (witaminy rozpuszczalne w wodzie, sole
mineralne, laktoza). Obecne w mleku immunoglobuliny, limfo-
cyty, makrofagi, lizozym, laktoferyna i laktoperoksydaza zwiek-
szajg odpornos¢ mtodego organizmu. Peptydy pochodzace
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