HENRYK TCHORZEWSKI, MALGORZATA BANASIK, EWA GLOWACKA, PRZEMYSLAW LEWKOWICZ

Modyfikujacy wptyw niektérych sktadowych oleju
z watroby rekina na odpornosé naturalng u ludzi

Zaktad Immunologii Klinicznej ICZMP w todzi, kierownik: prof. zw. dr hab. med. H. Tchérzewski; Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN w

todzi, kierownik: prof. dr hab. med. A. Jaworski

Henryk Tchérzewski, Matgorzata Banasik, Ewa Gtowacka,
Przemystaw Lewkowicz

Modyfikujacy wplyw niektorych skiadowych oleju z watroby
rekina na odpornos¢ naturalng u ludzi

Oleje z ryb morskich modyfikujg wiele reakcji metabolicznych ustroju,
w tym takze niektore reakcje z zakresu odpornosci naturalnej. Odpor-
no$c¢ naturalna warunkuje przezycie organizmu po pierwszym kontak-
cie z patogenem i stwarza warunki do powstawania odpornosci naby-
tej, dlatego jest niezwykle wazna dla zachowania zdrowia.

Wykazano, ze preparat zawierajgcy alkiloglicerole, skwalen i kwasy ttusz-
czowe omega-3 w istotny sposéb wptywa normalizujgco na stezenie
sktadowych uktadu dopetniacza, aktywnosc komoérek NK oraz genero-
wanie wytwarzania reaktywnych form tlenu przez neutrofile krwi obwo-
dowej u chorych cierpigcych na przewlektg postac¢ reumatycznego za-
palenia stawow (rzs). Preparat podawano tgcznie z typowymi lekami
stosowanymi w tej postaci rzs.

Stowa kluczowe: odporno$c¢ naturalna; reaktywne formy tlenu
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Modification of innate immunity in humans by active compo-
nents of shark liver oil

See fish oils affect different systemic reactions innate immunity inc-
luding. Innate immunity is responsible for immediate pathogen reco-
gnition and inactivation. Innate immunity decides also on the type of
required immunity development. In the presented paper we have
proved that supportive treatment with shark oil components norma-
lize complement level, natural Killer cells activity and reactive oxy-
gen intermediates production by peripheral blood leukocytes of pe-
oples suffering from active form rheumatoid arthritis.
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Epidemiolodzy od dawno obserwujg zréznicowanie podat-
nosci ludzi na niektére choroby w zaleznosci od miejsca za-
mieszkania czy rodzaju wykonywanej pracy. Szczegding
uwage zwraca sie rowniez na sposoby odzywiania sie. Za-
uwazono, ze u mieszkancéw z regionéw polarnych rzadziej
wystepujg choroby naczyn i zwigzane z nimi zawaty miesnia
sercowego, zwrocono tez uwage na rzadkie wystepowanie
choroéb infekcyjnych [1, 2]. Okazato sie, ze obserwacje te
dotyczg ludzi odzywiajgcych sie rybami morskimi i spozywa-
jacymi znaczne ilosci rybich tluszczow.

Obserwacje kliniczne zweryfikowano badaniami na zwie-
rzetach doswiadczalnych (myszach i szczurach). Wykaza-
no, ze u szczuréw zywionych olejami zawierajgcymi zwiek-
szone ilosci wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych na-
stepuje zmniejszenie aktywnosci komorek NK (natural killer)
w Sledzionie, natomiast egzogenny interferon gamma (IFN-y)
normalizuje aktywno$¢ NK [3]. Takze u myszy zywionych ole-
jem rybim stwierdzono zmniejszenie aktywno$ci komorek NK
[4]. Obserwacje te potwierdzono w badaniach ludzi zdrowych,
u ktorych wykazano, ze 3- i 6-wielonienasycone kwasy ttusz-
czowe zmniejszajg aktywnos$¢ komérek NK [5].

Oleje rybie zawierajgce kwasy ttuszczowe omega-3 z do-
brymi skutkami stosowano u ludzi w dawkach 1 g/dzien. Uzy-
skiwano redukcje wielu funkcji neutrofiléw, monocytow i lim-
focytow, a w rezultacie — zahamowanie reakcji immunolo-
gicznych i zmniejszenie wytwarzania niektérych mediatorow
zapalenia [6]. Tego typu wtasciwosci, stwierdzone przez wie-
lu autoréw, tltumaczg szereg obserwacji klinicznych, w kto-
rych wykazywano korzystny wptyw oleju z ryb w leczeniu
chorob zapalnych i autoimmunizacyjnych [6], polegajacy na
dziataniu przeciwzapalnym i zmniejszaniu zawartosci limfo-
cytow T autoreaktywnych drogg apoptozy [7]. Ta ostatnia
obserwacja uzasadnia zalecenia przyjmowania z pozywie-
niem wielonienasyconych olejow z ryb przez ludzi zdrowych.

W analizowanym pi$miennictwie nie znaleziono obserwac;ji
dotyczacych wptywu oleju z ryb lub jego sktadowych na
wskazniki odpornosci naturalnej u ludzi z przewlektymi pro-
cesami autoimmunizacyjnymi i zapalnymi. Autorzy podjeli
wiec badania nad wptywem wyciggu z watroby rekina tasman-
skiego (preparat BioMarine 570°® na odpornos$¢ naturalng lu-
dzi cierpigcych na przewlekly gosciec stawowy (rzs). Oce-
niano nastepujgce parametry odpornoéci naturalnej: steze-
nie sktadowych dopetniacza, wytwarzanie reaktywnych form
tlenu (RFT) i aktywnos¢ komorek NK.

MATERIAL | METODY

Badania wykonano u 10 0séb z rozpoznanym (w oparciu o
kryteria ARA [8]) reumatoidalnym zapaleniem stawoéw (rzs).
Wszyscy badani cechowali sie zaawansowanym procesem
chorobowym, nie poddajgcym sie leczeniu preparatami prze-
ciwzapalnymi. Stosowano u nich leczenie immunosupresyj-
ne metotreksatem (10 mg tygodniowo), a takze doraznie leki
przeciwzapalne lub przeciwbdlowe. Obserwowani pacjenci
przez 3 miesigce, 3 razy dziennie otrzymywali po 3 kapsutki
preparatu BioMarine 570® o nastepujgcym skfadzie: alkilo-
glicerole (120 mg), skwalen (120 mg), omega-3 (25 mg).
Przed przystgpieniem do leczenia u wszystkich pacjentow
wykonano oznaczenia: sktadowych dopetniacza C1q, C3c, C4,
CHS50, wytwarzania reaktywnych form tlenu (RFT), aktywno-
Sci komorek NK. Stezenie sktadowych dopetniacza C3c i C4
oznaczano metodg nefelometrii kinetycznej przy uzyciu nefe-
lometru firmy Behring (Behring Nephelometr 100) oraz odpo-
wiednich odczynnikéw (N antiserum to Human C3c i N antise-
rum to human C4). Stezenie sktadowej C1q oceniano metodg
immunodyfuzji radialnej, stosujgc ptytki L C Partigen firmy Dade
Behring. Aktywno$¢é hemolityczng uktadu dopetniacza drogi
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klasycznej CH50 oceniano wedtug zmodyfikowanej metody
Mayera. Badania skompletowano u 6 oséb.

Badania oceny zdolnoéci neutrofilow do wytwarzania re-
aktywnych form tlenu przeprowadzono metodg chemilumi-
nescencji zaleznej od luminolu we krwi petnej przy uzyciu
aparatu MLX (Microtiter Plate Luminometr) (Dynex, USA).
Oceniano chemiluminescencje spontaniczng oraz stymulo-
wang fMLP (Sigma), opsonizowanym zymosanem (OZ) i es-
trami forbolu (PMA Sigma). W celu wywotania efektu preak-
tywacji neutrofilow in vitro zastosowano dodatkowy ukfad, w
ktorym probki byty inkubowane z TNF-o. w stezeniu 10 ng/ml
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Wartoéci chemi-
luminescencji krwi petnej skorygowano o bezwzgledna licz-
be neutrofilow oraz o stezenie hemoglobiny i wyrazono w
umownych jednostkach luminescencji RLU (Relative Light
Units total) wg wzoru:

Hb (%)
WBC (tys/pl) x PMN (%)

CL wyliczona = CL zmierzona (RLUtotal) x

WBC (white blood cell) — bezwzgledna liczba biatych krwi-

nek (103/ul)

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

wodowej (%).
Ocena aktywnosci komérek NK w stosunku do linii K562

Aktywnosc¢ cytotoksyczng komoérek NK oceniano, wykorzy-
stujac komercyjnie dostepny NKTest (Orpegen, Pharma).
Pozwala on nailosciowe okres$lenie aktywnosci cytotoksycz-
nej ludzkich komérek NK w stosunku do komoérek docelo-
wych K562. Limfocyty krwi obwodowej izolowano, stosujac
wirowanie w gradiencie Gradisolu L (Aqua-Medica) o ge-
stosci 1,077 g/l, w oparciu o powszechnie akceptowane
szczegoty techniczne [9]. Po odrzuceniu osocza, zbierano
warstwy komorek jednojgdrowych, 2-krotnie je przemywa-
no w PBS, a nastepnie przygotowano zawiesine komoérek o
gestosci 5 x 108 kom./ml.

Po rozmrozeniu komorek docelowych K562 i 2-krotnym
odptukaniu w PBS oceniano ich gestos¢ i zywotnos¢, przy-
gotowujgc zawiesine o gestosci 1 x 10° kom./ml. Komérki
NK (E) badanych pacjentow byly mieszane z komoérkami do-
celowymi K562 (T) w nastepujgcych proporcjach E:T: 50:1;
25:1; 12,5:1 [10]. Nastepnie inkubowano je w koricowej ob-
jetosci 200 ul (mieszanina komorek efektorowo-docelowych).
Zawiesine komorek efektorowych i docelowych rozlewano do
probéwek typu Falcon (BD), zgodnie z zalecanym schema-
tem. Przygotowano kontrole komorek docelowych do obser-
wacji $mierci komorki (prébka kontrolna). Ten sam uktad po-
wtarzano w obecnosci stymulatora: IL-2 (200 U/ml) [11], do-
taczajgc probke ,wysokiej kontroli” z IL-2. Zawiesing miesza-
no, wirowano z szybko$cig 1200 obrotéw/min przez 2-3 mi-

nuty, a nastepnie inkubowano przez 240 minuty w tempera-
turze 37°C i wilgotnej atmosferze CO,. Na zakonczenie inku-
bacji probéwki umieszczano na fazni lodowej, w celu zaha-
mowania reakcji (do czasu analizy cytometrycznej). Doda-
wano dotgczonego do zestawu barwnika DNA (50 pl na préb-
ke), mieszano, inkubowano 5 minut w ciemnosci, w tazni lo-
dowej. Pomiaru cytometrycznego zawiesiny komorek doko-
nywano w czasie 30 minut od dodania barwnika DNA. Do
oceny stosowano cytometr przeptywowy FACSCalibur z ar-
gonowym laserem 488 nm (BD). Do analizy wynikow wy-
korzystano program CellQuest. Zebrano 2500 komérek do-
celowych na probke. Oceniano procent martwych komérek
docelowych K562. Badania ukoriczono u 6 oséb.

WYNIKI

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

Przyktady histograméw cytometrycznej oceny aktywnosci
komoérek NK przedstawiono na rycinach 1i 2. Po okresie lecze-
nia preparatem BioMarine 570 stwierdzono istotne zmniejszenie
C1q, C3 i CH50. Stezenia sktadowych uktadu dopetniacza byty
wieksze u chorych na rzs w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co
wskazuje na istotny udziat tego uktadu w patogenezie rzs (ryc. 3)
Zmniejszyta sie rowniez aktywno$¢ komorek NK, ocenianych w
proporcjach E:T 25/1i12,5/1. Wyniki przedstawiono na rycinie 4.

OMOWIENIE

Odpornos¢ naturalna w procesie rozwoju ewolucyjnego
powstata wcze$niej od nabytej i tworzy jg wiele uktaddw,
ktore nie wymagajg do wytworzenia efektywnych swo-
istych reakcji niszczenia uprzedniego kontaktu z patoge-
nem. Gtéwnymi komérkami tworzgcymi ten typ odporno-
§ci sg: komoérki NK, fagocyty, jak neutrofile i makrofagi,
komorki dendrytyczne, petnigce kluczowg funkcje w pro-
cesie indukcji odpornosci nabytej. Rozpoznanie patoge-
nu odbywa sie za pomocg wyspecjalizowanych recepto-
réw, ktére sg lektynami i ktére nazwano oboczo PRR (ang.
pathogen recognizing receptors). Receptory faczg sie z
cukrami prostymi, ktére na odpowiednich no$nikach biat-
kowych wchodzg w sktad Sciany patogenu lub toksyny
bakteryjnej. Potgczenie takie powoduje uczynnienie ukta-
du dopetniacza na drodze lektynowej, generacje media-
toréw zapalenia i czynnikow chemotaktycznych, pobudze-
nie komoérek fagocytujgcych. Komorki fagocytujgce albo
ogolnie komorki prezentujace antygeny (APC) rozpoczy-
najg reakcje odpornosci nabytej z wytwarzaniem przeciw-
ciat i powstawaniem komorek swoiscie reaktywnych. Aby
w czesci zbadaé uktad odpornosci naturalnej, przepro-

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

Grupa Bez inkubacji TNF-o. Neutrofile FMLP oz PMA
Inkubacja TNF-o 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

Wartosci ($rednie + SEM) przedstawiono w jednostkach umownych RLU (Relative Light Units total).
* — p < 0,05; réznica istotna statystycznie w poréwnaniu do grupy zdrowych. Brak réznic istotnych statystycznie miedzy badanymi przed i po leczeniu

preparatem Biomarine.
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Ryc. 1. Analiza cytometryczna aktywnosci komorek NK u chorych przed i po

leczeniu preparatem Bio Marine 570 (inkubacja 4 godz. 37°C; mieszanina

komérek 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 370C); effector (EO: Targed (T)

cells ratio 50:1; 25:1; 12:1; 5:1; FACSCalibur Becton Dickinson (BD); the typical

experiment presented
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Ryc. 2. Analiza cytometryczna aktywnosci komérek NK u chorych przed i po leczeniu preparatem Bio Marine 570 (inkubacja 4 godz. 37°C, w obecnosci IL-2

(200 U/ml); mieszanina komérek efektorowo (E)-docelowych (T): 50:1; 25:1; 12:

1; 5:1. FACSCalibur, BD). Przyktadowy histogram

Fig. 2. NK cells activity analysed cytometrically in patients before and after treatment with Bio-Marine 570R (incubation 4 h in 370C) in the presence of IL-2 200

U/ml; effector (EO: Targed (T) cells ratio 50:1; 25:1; 12:1; 5:1; FACSCalibur Bect

wadzono badania komoérek zernych, stezenia uktadu do-
petniacza, aktywnosci komérek NK [13]. Okazato sig, ze
przyjmowany preparat w sposéb istotny modyfikowat ta-
kie czynnosci odpornosci naturalnej, jak zdolno$¢ do wy-
twarzania RFT, aktywno$¢ uktadu dopetniacza, oraz
zmniejszat aktywnos¢ komorek NK.

on Dickinson (BD)

Wiele zjawisk wymaga wyjasnienia. Szczegdlnie wiele nie-
rozwigzanych problemoéw dotyczy patogenezy choréb auto-
immunizacyjnych. W sferze hipotez pozostaje pytanie, jaki jest
udziat tych zjawisk w patogenezie choréb autoimmunizacyj-
nych (takich jak rzs) i dlaczego nastepuje spontaniczne ztago-
dzenie objawdw tej choroby u kobiet w przebiegu cigzy [14].
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Ryc. 3. Poréwnanie $rednich wartoéci stezenia sktadowych uktadu dopetnia- O Po leczeniu preparatem BioMarine 570
cza C3c, C4, C1q i aktywnosci hemolitycznej CH50 przed i po leczeniu pre- B Grupa zdrowych
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)

Mechanizm immunomodulacji indukowany przez kwasy
ttuszczowe polega prawdopodobnie na zmianie w obrebie
bton komérkowych, ktéra prowadzi do powstawania nadtlen-
kow lipidéw, pobudzenia fagocytozy i syntezy cytokin [15].
Niedobory odpornosci mogg prowadzi¢ do infekcji, posocz-
nic i zjawisk "autokatabolicznych" [16]. Z tych wzgledéw ana-
liza piSmiennictwa z lat 1990-2000 pozwolita autorom uza-
sadni¢ twierdzenie, ze wzbogacenie diety w kwasy ttuszczo-
we omega-3 i niektére aminokwasy istotnie zmniejsza cze-
stotliwo$¢ infekcji i umieralnos¢ u krytycznie chorych, leczo-
nych chirurgicznie z r6znych powodow [16].

Badania u ludzi i na mysich modelach choroby wykazaty,
ze dieta zawierajaca oleje rybie wykazuje wiasciwosci prze-
ciwzapalne, zalezne gtéwnie od wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych, ktore polegajg na bezposrednim hamowaniu
komorek Th, zaleznych od IL-2 i pobudzeniu komérek Th,,
CD4, wydzielajgcych cytokiny o dziataniu przeciwzapalnym,
takich jak np. IL-10. Zmniejszenie aktywnosci komoérek NK
moze tez posrednio nasila¢ wtasciwosci przeciwzapalne, ale
mechanizm zmian ich aktywnos$ci pozostaje niewyjasniony.

Uzyskane wyniki uzupetniajg naszg wiedze o wtasciwo-
$ciach immunomodulacyjnych kwasow ttuszczowych ome-
ga-3 wskazujgc, ze gtdbwny mechanizm ich dziatania polega
na modyfikacji parametréw odpornosci naturalnej w postaci:
zmniejszenia aktywno$ci NK, zmniejszenia stezenia sktado-
wej CH50 dopetniacza, a takze modyfikacji generowania RFT.
Uzyskane wyniki wskazujg na jedng z mozliwosci korzystne-
go oddziatywania tych preparatow na niektore elementy od-
pornoéci naturalne;j.
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