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Epidemiolodzy od dawno obserwuj¹ zró¿nicowanie podat-
no�ci ludzi na niektóre choroby w zale¿no�ci od miejsca za-
mieszkania czy rodzaju wykonywanej pracy. Szczególn¹
uwagê zwraca siê równie¿ na sposoby od¿ywiania siê. Za-
uwa¿ono, ¿e u mieszkañców z regionów polarnych rzadziej
wystêpuj¹ choroby naczyñ i zwi¹zane z nimi zawa³y miê�nia
sercowego, zwrócono te¿ uwagê na rzadkie wystêpowanie
chorób infekcyjnych [1, 2]. Okaza³o siê, ¿e obserwacje te
dotycz¹ ludzi od¿ywiaj¹cych siê rybami morskimi i spo¿ywa-
j¹cymi znaczne ilo�ci rybich t³uszczów.

Obserwacje kliniczne zweryfikowano badaniami na zwie-
rzêtach do�wiadczalnych (myszach i szczurach). Wykaza-
no, ¿e u szczurów ¿ywionych olejami zawieraj¹cymi zwiêk-
szone ilo�ci wielonienasyconych kwasów t³uszczowych na-
stêpuje zmniejszenie aktywno�ci komórek NK (natural killer)
w �ledzionie, natomiast egzogenny interferon gamma (IFN-g)
normalizuje aktywno�æ NK [3]. Tak¿e u myszy ¿ywionych ole-
jem rybim stwierdzono zmniejszenie aktywno�ci komórek NK
[4]. Obserwacje te potwierdzono w badaniach ludzi zdrowych,
u których wykazano, ¿e 3- i 6-wielonienasycone kwasy t³usz-
czowe zmniejszaj¹ aktywno�æ komórek NK [5].

Oleje rybie zawieraj¹ce kwasy t³uszczowe omega-3 z do-
brymi skutkami stosowano u ludzi w dawkach 1 g/dzieñ. Uzy-
skiwano redukcjê wielu funkcji neutrofilów, monocytów i lim-
focytów, a w rezultacie � zahamowanie reakcji immunolo-
gicznych i zmniejszenie wytwarzania niektórych mediatorów
zapalenia [6]. Tego typu w³a�ciwo�ci, stwierdzone przez wie-
lu autorów, t³umacz¹ szereg obserwacji klinicznych, w któ-
rych wykazywano korzystny wp³yw oleju z ryb w leczeniu
chorób zapalnych i autoimmunizacyjnych [6], polegaj¹cy na
dzia³aniu przeciwzapalnym i zmniejszaniu zawarto�ci limfo-
cytów T autoreaktywnych drog¹ apoptozy [7]. Ta ostatnia
obserwacja uzasadnia zalecenia przyjmowania z po¿ywie-
niem wielonienasyconych olejów z ryb przez ludzi zdrowych.
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W analizowanym pi�miennictwie nie znaleziono obserwacji
dotycz¹cych wp³ywu oleju z ryb lub jego sk³adowych na
wska�niki odporno�ci naturalnej u ludzi z przewlek³ymi pro-
cesami autoimmunizacyjnymi i zapalnymi. Autorzy podjêli
wiêc badania nad wp³ywem wyci¹gu z w¹troby rekina tasmañ-
skiego (preparat BioMarine 570® na odporno�æ naturaln¹ lu-
dzi cierpi¹cych na przewlek³y go�ciec stawowy (rzs). Oce-
niano nastêpuj¹ce parametry odporno�ci naturalnej: stê¿e-
nie sk³adowych dope³niacza, wytwarzanie reaktywnych form
tlenu (RFT) i aktywno�æ komórek NK.

MATERIA£ I METODY

Badania wykonano u 10 osób z rozpoznanym (w oparciu o
kryteria ARA [8]) reumatoidalnym zapaleniem stawów (rzs).
Wszyscy badani cechowali siê zaawansowanym procesem
chorobowym, nie poddaj¹cym siê leczeniu preparatami prze-
ciwzapalnymi. Stosowano u nich leczenie immunosupresyj-
ne metotreksatem (10 mg tygodniowo), a tak¿e dora�nie leki
przeciwzapalne lub przeciwbólowe. Obserwowani pacjenci
przez 3 miesi¹ce, 3 razy dziennie otrzymywali po 3 kapsu³ki
preparatu BioMarine 570® o nastêpuj¹cym sk³adzie: alkilo-
glicerole (120 mg), skwalen (120 mg), omega-3 (25 mg).

Przed przyst¹pieniem do leczenia u wszystkich pacjentów
wykonano oznaczenia: sk³adowych dope³niacza C1q, C3c, C4,
CH50, wytwarzania reaktywnych form tlenu (RFT), aktywno-
�ci komórek NK. Stê¿enie sk³adowych dope³niacza C3c i C4
oznaczano metod¹ nefelometrii kinetycznej przy u¿yciu nefe-
lometru firmy Behring (Behring Nephelometr 100) oraz odpo-
wiednich odczynników (N antiserum to Human C3c i N antise-
rum to human C4). Stê¿enie sk³adowej C1q oceniano metod¹
immunodyfuzji radialnej, stosuj¹c p³ytki L C Partigen firmy Dade
Behring. Aktywno�æ hemolityczn¹ uk³adu dope³niacza drogi
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klasycznej CH50 oceniano wed³ug zmodyfikowanej metody
Mayera. Badania skompletowano u 6 osób.

Badania oceny zdolno�ci neutrofilów do wytwarzania re-
aktywnych form tlenu przeprowadzono metod¹ chemilumi-
nescencji zale¿nej od luminolu we krwi pe³nej przy u¿yciu
aparatu MLX (Microtiter Plate Luminometr) (Dynex, USA).
Oceniano chemiluminescencjê spontaniczn¹ oraz stymulo-
wan¹ fMLP (Sigma), opsonizowanym zymosanem (OZ) i es-
trami forbolu (PMA Sigma). W celu wywo³ania efektu preak-
tywacji neutrofilów in vitro zastosowano dodatkowy uk³ad, w
którym próbki by³y inkubowane z TNF-a w stê¿eniu 10 ng/ml
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Warto�ci chemi-
luminescencji krwi pe³nej skorygowano o bezwzglêdn¹ licz-
bê neutrofilów oraz o stê¿enie hemoglobiny i wyra¿ono w
umownych jednostkach luminescencji RLU (Relative Light
Units total) wg wzoru:

nuty, a nastêpnie inkubowano przez 240 minuty w tempera-
turze 37°C i wilgotnej atmosferze CO2. Na zakoñczenie inku-
bacji probówki umieszczano na ³a�ni lodowej, w celu zaha-
mowania reakcji (do czasu analizy cytometrycznej). Doda-
wano do³¹czonego do zestawu barwnika DNA (50 ml na prób-
kê), mieszano, inkubowano 5 minut w ciemno�ci, w ³a�ni lo-
dowej. Pomiaru cytometrycznego zawiesiny komórek doko-
nywano w czasie 30 minut od dodania barwnika DNA. Do
oceny stosowano cytometr przep³ywowy FACSCalibur z ar-
gonowym laserem 488 nm (BD). Do analizy wyników wy-
korzystano program CellQuest. Zebrano 2500 komórek do-
celowych na próbkê. Oceniano procent martwych komórek
docelowych K562. Badania ukoñczono u 6 osób.

WYNIKI

U chorych na rzs stwierdzono zmniejszenie wytwarzania RFT
przez neutrofile w porównaniu do wyników uzyskanych u
zdrowych. Preaktywacja TNF-a nie wp³ywa³a istotnie na kie-
runek zmian w generacji RFT. Wyniki zestawiono w tabeli 1.

Przyk³ady histogramów cytometrycznej oceny aktywno�ci
komórek NK przedstawiono na rycinach 1 i 2. Po okresie lecze-
nia preparatem BioMarine 570 stwierdzono istotne zmniejszenie
C1q, C3 i CH50. Stê¿enia sk³adowych uk³adu dope³niacza by³y
wiêksze u chorych na rzs w porównaniu do grupy kontrolnej, co
wskazuje na istotny udzia³ tego uk³adu w patogenezie rzs (ryc. 3)
Zmniejszy³a siê równie¿ aktywno�æ komórek NK, ocenianych w
proporcjach E:T 25/1 i 12,5/1. Wyniki przedstawiono na rycinie 4.

OMÓWIENIE

Odporno�æ naturalna w procesie rozwoju ewolucyjnego
powsta³a wcze�niej od nabytej i tworzy j¹ wiele uk³adów,
które nie wymagaj¹ do wytworzenia efektywnych swo-
istych reakcji niszczenia uprzedniego kontaktu z patoge-
nem. G³ównymi komórkami tworz¹cymi ten typ odporno-
�ci s¹: komórki NK, fagocyty, jak neutrofile i makrofagi,
komórki dendrytyczne, pe³ni¹ce kluczow¹ funkcjê w pro-
cesie indukcji odporno�ci nabytej. Rozpoznanie patoge-
nu odbywa siê za pomoc¹ wyspecjalizowanych recepto-
rów, które s¹ lektynami i które nazwano oboczo PRR (ang.
pathogen recognizing receptors). Receptory ³¹cz¹ siê z
cukrami prostymi, które na odpowiednich no�nikach bia³-
kowych wchodz¹ w sk³ad �ciany patogenu lub toksyny
bakteryjnej. Po³¹czenie takie powoduje uczynnienie uk³a-
du dope³niacza na drodze lektynowej, generacjê media-
torów zapalenia i czynników chemotaktycznych, pobudze-
nie komórek fagocytuj¹cych. Komórki fagocytuj¹ce albo
ogólnie komórki prezentuj¹ce antygeny (APC) rozpoczy-
naj¹ reakcje odporno�ci nabytej z wytwarzaniem przeciw-
cia³ i powstawaniem komórek swoi�cie reaktywnych. Aby
w czê�ci zbadaæ uk³ad odporno�ci naturalnej, przepro-

CL wyliczona = CL zmierzona (RLUtotal) ×
Hb (%)

WBC (tys/ml) × PMN (%)

WBC (white blood cell) � bezwzglêdna liczba bia³ych krwi-
nek (103/ml)

CL � chemiluminescencja (RLUtotal)
Hb � hemoglobina (%)
PMN (polymorphonuclear leukocytes) � neutrofile krwi ob-

wodowej (%).

Ocena aktywno�ci komórek NK w stosunku do linii K562

Aktywno�æ cytotoksyczn¹ komórek NK oceniano, wykorzy-
stuj¹c komercyjnie dostêpny NKTest (Orpegen, Pharma).
Pozwala on na ilo�ciowe okre�lenie aktywno�ci cytotoksycz-
nej ludzkich komórek NK w stosunku do komórek docelo-
wych K562. Limfocyty krwi obwodowej izolowano, stosuj¹c
wirowanie w gradiencie Gradisolu L (Aqua-Medica) o gê-
sto�ci 1,077 g/l, w oparciu o powszechnie akceptowane
szczegó³y techniczne [9]. Po odrzuceniu osocza, zbierano
warstwy komórek jednoj¹drowych, 2-krotnie je przemywa-
no w PBS, a nastêpnie przygotowano zawiesinê komórek o
gêsto�ci 5 × 106 kom./ml.

Po rozmro¿eniu komórek docelowych K562 i 2-krotnym
odp³ukaniu w PBS oceniano ich gêsto�æ i ¿ywotno�æ, przy-
gotowuj¹c zawiesinê o gêsto�ci 1 × 105 kom./ml. Komórki
NK (E) badanych pacjentów by³y mieszane z komórkami do-
celowymi K562 (T) w nastêpuj¹cych proporcjach E:T: 50:1;
25:1; 12,5:1 [10]. Nastêpnie inkubowano je w koñcowej ob-
jêto�ci 200 ml (mieszanina komórek efektorowo-docelowych).
Zawiesinê komórek efektorowych i docelowych rozlewano do
probówek typu Falcon (BD), zgodnie z zalecanym schema-
tem. Przygotowano kontrolê komórek docelowych do obser-
wacji �mierci komórki (próbka kontrolna). Ten sam uk³ad po-
wtarzano w obecno�ci stymulatora: IL-2 (200 U/ml) [11], do-
³¹czaj¹c próbkê �wysokiej kontroli� z IL-2. Zawiesinê miesza-
no, wirowano z szybko�ci¹ 1200 obrotów/min przez 2-3 mi-

Grupa Bez inkubacji TNF-a Neutrofile FMLP OZ PMA
Inkubacja TNF-a niestymulowane

Zdrowi � 2,66 ± 0,381 4,80 ± 0,449 25,30 ± 2,216 20,47 ± 1,572

+ 4,39 ± 0,458 7,93 ± 0,691 23,19 ± 1,940 19,95 ± 1,287

Chorzy przed leczeniem � 1,95 ± 0,983 *3,08 ± 1,007 *15,30 ± 3,727 16,22 ± 4,003

+ 4,40 ± 1,474 7,74 ± 1,795 *14,54 ± 3,701 *13,36 ± 1,964

Chorzy po leczeniu � 2,48 ± 0,993 4,03 ± 1,125 17,55 ± 3,674 15,05 ± 4,526

+ 4,22 ± 1,519 6,96 ± 2,113 16,62 ± 3,961 *11,80 ± 2,424

Warto�ci (�rednie ± SEM) przedstawiono w jednostkach umownych RLU (Relative Light Units total).
* � p < 0,05; ró¿nica istotna statystycznie w porównaniu do grupy zdrowych. Brak  ró¿nic istotnych statystycznie miêdzy badanymi przed i po leczeniu
preparatem Biomarine.

Tabela 1. Analiza warto�ci reaktywnych form tlenu wytwarzanych przez neutrofile spoczynkowe i stymulowane przez fMLP, OZ i PMA u chorych przed i
po leczeniu preparatem BioMarine 570 oraz u  zdrowych
Table 1. Reactive oxygen intermediates production by resting and fMLP, OZ and PMA stimulated neutrophils in patients treated with Bio-Marine 570 as
compared to control group. The results (mean +/- SEM) are presented in relative light units total (RLU); * � p < 0,05; significant difference as compared to
control. The significant differences in RLU generation before and after Bio-Marine 570R treatment were not observed
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Ryc. 1. Analiza cytometryczna aktywno�ci komórek NK u chorych przed i po leczeniu preparatem Bio Marine 570 (inkubacja 4 godz. 37°C; mieszanina
komórek efektorowo (E)-docelowych (T): 50:1; 25:1; 12:1; 5:1. FACSCalibur, BD)
Fig. 1. NK cells activity analysed cytometrically in patients before and after treatment with Bio-Marine 570R (incubation 4 h in 37oC); effector (E0: Targed (T)
cells ratio 50:1; 25:1; 12:1; 5:1; FACSCalibur Becton Dickinson (BD); the typical experiment presented

Ryc. 2. Analiza cytometryczna aktywno�ci komórek NK u chorych przed i po leczeniu preparatem Bio Marine 570 (inkubacja 4 godz. 37°C, w obecno�ci IL-2
(200 U/ml); mieszanina komórek efektorowo (E)-docelowych (T): 50:1; 25:1; 12:1; 5:1. FACSCalibur, BD). Przyk³adowy histogram
Fig. 2. NK cells activity analysed cytometrically in patients before and after treatment with Bio-Marine 570R (incubation 4 h in 37oC) in the presence of IL-2 200
U/ml; effector (E0: Targed (T) cells ratio 50:1; 25:1; 12:1; 5:1; FACSCalibur Becton Dickinson (BD)

wadzono badania komórek ¿ernych, stê¿enia uk³adu do-
pe³niacza, aktywno�ci komórek NK [13]. Okaza³o siê, ¿e
przyjmowany preparat w sposób istotny modyfikowa³ ta-
kie czynno�ci odporno�ci naturalnej, jak zdolno�æ do wy-
twarzania RFT, aktywno�æ uk³adu dope³niacza, oraz
zmniejsza³ aktywno�æ komórek NK.

Wiele zjawisk wymaga wyja�nienia. Szczególnie wiele nie-
rozwi¹zanych problemów dotyczy patogenezy chorób auto-
immunizacyjnych. W sferze hipotez pozostaje pytanie, jaki jest
udzia³ tych zjawisk w patogenezie chorób autoimmunizacyj-
nych (takich jak rzs) i dlaczego nastêpuje spontaniczne z³ago-
dzenie objawów tej choroby u kobiet w przebiegu ci¹¿y [14].
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Ryc. 3. Porównanie �rednich warto�ci stê¿enia sk³adowych uk³adu dope³nia-
cza C3c, C4, C1q i aktywno�ci hemolitycznej CH50 przed i po leczeniu pre-
paratem BioMarine 570 u chorych na RZS oraz u zdrowych
Fig. 3. The cemplement fraction cencentrations and complement hemolytic
activity CH50 +/- SEM before and after Bio-Marine 570R treatment in pa-
tients suffering from RA as compared to healthy control (closed rectnagle)

Ryc. 4. Porównanie �rednich warto�ci aktywno�ci komórek NK przed i po
leczeniu preparatem BioMarine 570 u chorych na RZS i u zdrowych
Fig. 4. NK cells activity before and after Bio-Marine 570R treatment of RA
suffering patients as compared to healthy control (closed rectnagle)

Mechanizm immunomodulacji indukowany przez kwasy
t³uszczowe polega prawdopodobnie na zmianie w obrêbie
b³on komórkowych, która prowadzi do powstawania nadtlen-
ków lipidów, pobudzenia fagocytozy i syntezy cytokin [15].
Niedobory odporno�ci mog¹ prowadziæ do infekcji, posocz-
nic i zjawisk "autokatabolicznych" [16]. Z tych wzglêdów ana-
liza pi�miennictwa z lat 1990-2000 pozwoli³a autorom uza-
sadniæ twierdzenie, ¿e wzbogacenie diety w kwasy t³uszczo-
we omega-3 i niektóre aminokwasy istotnie zmniejsza czê-
stotliwo�æ infekcji i umieralno�æ u krytycznie chorych, leczo-
nych chirurgicznie z ró¿nych powodów [16].

Badania u ludzi i na mysich modelach choroby wykaza³y,
¿e dieta zawieraj¹ca oleje rybie wykazuje w³a�ciwo�ci prze-
ciwzapalne, zale¿ne g³ównie od wielonienasyconych kwasów
t³uszczowych, które polegaj¹ na bezpo�rednim hamowaniu
komórek Th1 zale¿nych od IL-2 i pobudzeniu komórek Th2,
CD4, wydzielaj¹cych cytokiny o dzia³aniu przeciwzapalnym,
takich jak np. IL-10. Zmniejszenie aktywno�ci komórek NK
mo¿e te¿ po�rednio nasilaæ w³a�ciwo�ci przeciwzapalne, ale
mechanizm zmian ich aktywno�ci pozostaje niewyja�niony.

Uzyskane wyniki uzupe³niaj¹ nasz¹ wiedzê o w³a�ciwo-
�ciach immunomodulacyjnych kwasów t³uszczowych ome-
ga-3 wskazuj¹c, ¿e g³ówny mechanizm ich dzia³ania polega
na modyfikacji parametrów odporno�ci naturalnej w postaci:
zmniejszenia aktywno�ci NK, zmniejszenia stê¿enia sk³ado-
wej CH50 dope³niacza, a tak¿e modyfikacji generowania RFT.
Uzyskane wyniki wskazuj¹ na jedn¹ z mo¿liwo�ci korzystne-
go oddzia³ywania tych preparatów na niektóre elementy od-
porno�ci naturalnej.
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