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WPROWADZENIE

Zapalenie stanowi zespot reakcji wywotanych obcymi substancjami (np.: czynnikami
zakaznymi), uszkodzeniem mechanicznym tkanek lub tez powstatych w wyniku reakcji
immunologicznych. W wyniku dzialania mediatorow zapalenia nastepuje aktywacja komorek
wczesnej fazy zapalenia — neutrofili. Komorki te, przechodzac w miejsce objete procesem
zapalnym, uwalniajg szereg czynnikow o dziataniu prozapalnym, a takze enzymy
proteolityczne (kolagenazy, elastazy, proteazy), odpowiedzialne za aktywacje uktadu
kalikreina - Kkininogen - kininy (1). Rozw6j wiedzy na temat funkcji uktadu
immunologicznego i1 jego udzialu w patogenezie wielu chorob doprowadzit do wzrostu
zainteresowania mozliwosciami  wykorzystania w  leczeniu immunomodulujacych
wlasciwosci substancji naturalnych. Niewatpliwa zaleta takiej terapii jest to, iz nie wywolujac
objawow niepozadanych, pozwala organizmowi na uruchomienie wlasnych mechanizmow
regulujacych reakcje odpornosci, a w szczegolnosci mechanizmdéw naturalnej (wrodzonej)
odpowiedzi immunologicznej (2, 3). Korzystne wiasciwosci tych preparatow zostaty
potwierdzone nie tylko na podstawie obserwacji epidemiologicznych, ale takze w badaniach
klinicznych, prowadzonych na zwierzgtach jak i w uktadach badawczych w warunkach in
vitro (3, 4, 5, 6). Coraz wicksza uwage przywigzuje si¢ zastosowaniu preparatow
zawierajacych wielonienasycone kwasy szeregu omega-3, rbwniez w zywieniu pozajelitowym
(7, 8,9, 10, 11, 12). Badania prowadzone na zwierz¢tach wykazaty korzystny wptyw wlewow
dozylnych WKT omega-3 1 alkilogliceroli w eliminacji posocznicy wywotanej E. coli w
porownaniu z terapig prowadzong WKT omega-6, oraz lepszy stan ogdlny zwierzat (11, 12).
Zwigzki WKT omega-3 1 alkiloglicerole powodowaty lepsza eliminacje bakterii E. coli
poprzez zwigkszenie wilasciwosci fagocytarnych neutrofili, makrofagow ptuc (komorek
Kupfera) przy jednoczesnym ograniczeniu intensywnosci procesu zapalnego w porownaniu z
preparatami oleju sojowego (WKT omega-6). Badania te jednoznacznie sugeruja mozliwos¢
wykorzystania olejow otrzymywanych z watroby ryb morskich w zwalczaniu infekcji
bakteryjnych.

Jednym z mozliwych mechanizmoéw bezposredniego przeciwzapalnego dziatania jest
hamowanie przez WKT omega-3 na drodze kompetycyjnej enzymoéw cyklooksygenazy i
lipooksygenazy, co prowadzi do spadku syntezy pochodnych kwasu arachidonowego:
prostaglandyny (PGE;), tromboksanu (TXA;), leukotrienow (LT,4), lipoksyny przy
jednoczesny wzroscie uwalniania prostaglandyn ograniczajagcych proces zapalny
prostaglandyny - PGE; i leukotrienu - LTs (13, 14, 15). Inni autorzy sugerujg iz efekt ten
dodatkowo jest potggowany przez ograniczenie syntezy cytokin prozapalnych (IL-2, IL-6, IL-



8, IL-12, TNF-a) przy nieznacznym wptywie na cytokiny ograniczajace proces zapalny (IL-
10) (14, 15, 16, 17, 18, 19, 20).

Obserwacje przeprowadzone na roznych poziomach technik badawczych (poczawszy
od obserwacji epidemiologicznych poprzez badania kliniczne 1 doswiadczenia
wykonywanych na komorkach w warunkach in virto) usankcjonowaty role olejow
uzyskanych z ryb morskich w modulowaniu mechanizméw naturalnej odpowiedzi
immunologicznej (2).

W niniejszej pracy oceniamy wplyw preparatu BioMarine 570 zawierajacego olej z
watroby rekina o sktadzie: 120 mg skwalenu, 120 mg alkoksyglicerolii, 25 mg kwasow
thuszczowych omega-3, 50 j. m. witaminy A 1 5 j. m. witaminy D na aktywno$¢ ludzkich
neutrofili os6b z nawracajgcymi infekcjami gornych dréog oddechowych. Dodatkowo
wykonano ocen¢ wptywu preparatu na zmiane¢ sktadu odsetkowego subpopulacji limfocytow

T (CD3, CD4, CD8), limfocytow B (CD19) oraz komoérek NK (CD16/CD56).

MATERIAL I METODY

W badaniu wzigto udziat 19 osob: 11 kobiet i 8 mezczyzn w wieku 19-55 lat (Srednia
wieku 38,4 + 11,76 lat). Do grupy badanej na podstawie wywiadu i badania klinicznego
zakwalifikowano osoby z nawracajacymi infekcjami goérnych drog oddechowych, bez chorob
ogolnoustrojowych i nie przyjmujace zadnych lekow w momencie trwania kuracji. Osoby
badane byli pacjentami przyjmowani Poradni Zaburzen Odpornosci Instytutu Centrum

Zdrowia Matki Polki. Preparat byt przyyjmowany w dawce 3 kapsutki 3 razy dziennie przez

okres dwoch miesiecy.

Przed rozpoczgciem przyjmowania leku oraz po zakonczonym leczeniu od kazdej z

0sOb pobrano 2 ml krwi na heparyn¢ litowg w celu wykonania badan immunologicznych 1

oceny morfologii krwi obwodowe;j.

Oceniono nastgpujace parametry immunologiczne:

e czynno$¢ neutrofilow poprzez badanie produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) w
uktadzie: bez pobudzenia oraz po stymulacji receptorowo zaleznymi stymulatorami
(formylo-metionylo-leucylo-fenyloalanina — fMLP i opsonizowany zymosan - OZ) i
receptorowo  niezaleznym  stymulatorem  (ester forbolu - PMA) metodg
chemiluminescencji krwi petnej (21). Pomiar przeprowadzono aparatem MLX Microtiter®
Plate Luminometr; wartosci chemiluminescencji krwi pelnej skorygowano o liczbg
bezwzgledna neutrofilow oraz stgzenie hemoglobiny 1 wyrazono w umownych

jednostkach luminescencji RLUmax (Relative Light Units Max) wg. wzoru:

Hb /%]
WBC [tys/ uL ] x PMN [%]

CL wyliczona = CL zmierzona [RLU max] x



WBC — bezwzgledna liczba biatych krwinek [10°/44] (white blood cell)
CL — chemiluminescencja [RLUmax]

Hb — hemoglobina (haemoglobin) [%]

PMN — neutrofile krwi obwodowej (polymorphonuclear leukocytes) [%]

e skiad odsetkowy subpopulacji limfocytow T (CD3, CD4, CD8), odsetek limfocytow B
(CD19), komoérek NK (CD16/CD56) krwi obwodowej, znakowanych przeciwciatami
monoklonalnymi  firmy Becton-Dickinson, oceniony przy uzyciu cytometru

przeptywowego FACS Calibur firmy Becton-Dickinson.

Dla wszystkich parametréw obliczono warto$¢ §rednia, odchylenie standardowe (SD). Do
weryfikacji statystycznej danych zastosowano nastgpujace testy: Kolmogorowa-Smirnowa z
poprawka Lillieforsa celem sprawdzenia zgodnosci otrzymanych danych z rozkladem
normalnym; Fishera-Snedecora, t-Studenta, Cohrana-Coxa oraz t-Studenta dla zmiennych
powiazanych celem analizy warto$ci oczekiwanych w pomiedzy badanymi grupami. Za
wynik istotny statystycznie przyjeto p<0,05. W celu sprawdzenia czy stosownie preparatu
prowadzi do normalizacji badanych parametrow wykorzystano opracowane, z podzialem na

grupy wiekowe, wartosci referencyjne dla kazdej z metod.
WYNIKI BADAN

Ocena Kliniczna.
W momencie zakonczenia leczenia stwierdzono obnizenie $redniej liczby nawrotow 1

zmniejszenie czegstotliwosci  wystepowania infekcji  goérnych droég oddechowych w
poréwnaniu do stanu przed leczeniem, $rednio z 1,32/miesiac przed leczeniem do
0,91/miesigc w drugim miesiacu po leczeniu. Podczas stosowania preparatu BioMarine 570

nie zaobserwowano niekorzystnych dziatan ubocznych.

Badania immunologiczne.

Badania skfadu odsetkowego subpopulacji limfocytow krwi obwodowej u o0séb
chorych wykazaty obnizony odsetek limfocytow B (CD19+) i limfocytow T CD8+ w
poréwnaniu do 0séb zdrowych. Po leczeniu stwierdzono wzrost odsetka limfocytow T CD8+

i B (CD19+) do wartosci obserwowanych u ludzi zdrowych. Odsetek poszczegdlnych



subpopulacji limfocytéw T, limfocytow B, komorek NK oraz wartosci wskaznika CD4/CDS8
zestawiono na rycinie 1.

U pacjentow przed rozpoczgciem leczenia zaobserwowano zmniejszong produkcje RFT
przez neutrofile stymulowane opsononizowanym zymosanem (OZ) oraz PMA (ester forbolu —
stymulacja neutrofili drogg pozareceptorowg oksydazy NADPH). Po leczeniu istotnie wzrosta
produkcja RFT przez neutrofile stymulowane OZ i PMA - warto$ci chemiluminescencji nie
odbiegaly od zakresu warto$ci prawidlowych. Chemiluminescencja spoczynkowa i
stymulowana fMLP wzrosta istotnie w poréwnaniu do wartosci obserwowanych przed
rozpoczeciem kuracji. Analize $rednich wartosci produkcji reaktywnych form tlenu przez
neutrofile spoczynkowe i stymulowane fMLP, OZ i PMA u pacjentéw w fazie aktywnej
(przed rozpoczgciem leczenia) i w okresie remisji choroby (po dwumiesi¢cznej kuracji) oraz

0sob zdrowych zestawiono na rycinie 2.

Rycina 1. Ocena subpopulacji limfocytéw metoda cytometrii przeptywowej przed i po
leczeniu preparatem BIOMARINE 570
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Rycina 2. Ocena produkcji reaktywnych form tlenu przez neutrofile przed i po leczeniu
preparatem BioMarine 570, mierzona metoda chemiluminescencji wzmacnianej luminolem.
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DYSKUSJA

Preparaty uzyskane na bazie wyciagu z watroby rekina zawieraja takie zwiazki jak:
skwalen, alkiloglicerole, wielonienasycone kwasy ttuszczowe (WKT) omega-3, witaminy A i
D. Wielonienasycone kwasy tluszczowe szeregu omega-3 nie sg syntetyzowane de novo w
organizmie ludzkim. Prekursorem WKT szeregu omega-3 jest kwas a-linolenowy, ktory w
toku dalszych przemian enzymatycznych ulega konwersji do kwasu eikozapentaenowego
(EPA) i dokozaheksaenowego (DHA). Dieta bogata w kwasy omega-3 powoduje spadek
poziomu kwasu arachidonowego oraz wzrost poziomu kwasow eikozapentaenowego 1
dokozaheksaenowego. Obniza to z kolei produkcje eikonozaidow prozapalnych (PGE; i LT,)
i zwieksza ilos¢ produktow przemiany kwasu eikozapentaenowego (PGE;3 i LTAs), ktore maja
kilkakrotnie mniejsza aktywno$¢ biologiczng niz ich analogi, syntetyzowane z kwasu
arachidonowego. Ponadto EPA i DHA na drodze kompetycyjnej hamuja konwersj¢ kwasu
arachidonowego do prostaglandyn (13, 14). Dzieki tym wiasciwosciom dieta bogata w kwasy
szeregu omega-3 wplywa na drodze naturalnej na ograniczenie przewleklych procesow

zapalnych (14).



Nasze badania wykazaly korzystny wplyw stosowania preparatu w normalizacji
badanych parametrow immunologicznych. Badania oceny aktywno$ci neutrofili poprzez
pomiar zdolnosci neutrofili do produkcji i uwalniania reaktywnych form tlenu po stymulacji
wykazaty, iz komorki te zdecydowanie lepiej odpowiadaja po kuracji preparatem BioMarine
570 na stymulacje OZ 1 PMA. Nasze obserwacje majg potwierdzenie w badaniach
wykonanych na modelu zwierzgcym sepsy wywotanej E. Coli (11). Lepsza odpowiedz
neutrofili po stymulacji OZ moze by¢ skutkiem lepszej i bardziej efektywnej opsonizacji
bakterii jak 1 zwiekszeniem wydolnosci 1 efektywnosci oksydazy NADPH (enzymu
odpowiedzialnego za produkcje RFT w aktywowanych neutrofilach), co ma potwierdzenie w
zwigkszonej produkcji RFT pod wplywem stymulacji PMA (22, 23). Oczywiscie
podwyzszony poziom uwalniania RFT obserwowany u pacjentow przyjmujacych preparat
moze powodowaé watpliwosci czy nie zakléca to naturalnych mechanizmoéw bariery
antyoxydacyjnej. Obecno$¢ w przestrzeniach zewnatrz jak 1 wewnatrzkomorkowej WKT,
skwalenu stanowi naturalng obrone antyoksydacyjnag. WKT i skwalen z jednej strony
stanowig zrodlo (substrat) do odnowy potencjalnie uszkodzonych juz elementéw btonowych,
z drugiej strony sg tarcza dla RFT obecnych w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, co w
konsekwencji nie dopuszcza do peroksydacji lipidow btonowych (2). Zwiazki bedace
elementami btony komoérkowej, dzigki mozliwos$ci wbudowania do jej wnetrza, poprawiajg jej
ptynnos$¢ 1 szczelno$¢, co stanowi dodatkowy element chronigcy komorke przed wolnymi
rodnikami. Znaczenie tych zwiazkéw jako antyoksydantow podnosi fakt, iz sa one
wbudowywane w podwdjng blong lipidowa mitochondriow, a wigc sg w bezposredniej
bliskos$ci zrodta powstawania RFT (fancuch oddechowego) (2). Potwierdzeniem wtasciwosci
antyoxydacyjnych oleju uzyskanego z watroby rekina sg nasze wczesniejsze badania ktore
wykazaly istotny wzrost catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej surowicy u pacjentow z
aftami nawrotowymi jamy ustnej leczonych preparatem BioMarine 570 (24). Badania te
rowniez potwierdzity, i1z zwiazki te posiadajg wlasciwosci ograniczajace proces zapalny.
Wykazano m.in.: obnizenie poziomu sktadowych uktadu dopetniacza C3, C4, aktywnos$ci
hemolitycznej CH50 (sktadowe ukladu dopeliacza C3c i C4 s3 czulymi wskaznikami
toczacego si¢ procesu zapalnego - skladowa C4 bierze udziat w aktywacji drogi klasycznej
uktadu dopetniacza, zas sktadowa C3c zarowno drogi klasycznej jak i alternatywnej; spadek
poziomu sktadowej C4 oraz wartosci CH50 moze $wiadczy¢ o ograniczeniu aktywnego
procesu zapalnego), odsetka limfocytow T o fenotypie HLA-DR (obnizenie odsetka
limfocytow aktywowanych T CD3/HLA-DR+ wskazuje rowniez na remisj¢ choroby).

Zaobserwowano rowniez zwigkszong odpowiedz neutrofili na fMLP po uprzedniej



preaktywacji TNF-a, co posrednio wskazuje na remisj¢ czynnikow prozapalnych
powodujacych preaktywacje neutrofili in vivo, a wigc potwierdza przeciwzapalny charakter
preparatu (2, 24).

Analiza podstawowych subpopulacji limfocytow wykazala, iz stosowanie preparatu
powoduje powrdt do wartosci prawidtowych limfocytow T CD8+ oraz limfocytow B CD19+
u pacjentdw z nawracajacymi infekcjami gornych drog oddechowych.

Podsumowujac, odpowiednia dieta bogata w kwasy tluszczowe szeregu omega 3,
skwalen, alkiloglicerole moze shuzy¢ jako narze¢dzie silnie wspomagajace obron¢ organizmu

przed zakazeniem bakteryjnym, ograniczeniu przewlektych procesow zapalnych.
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