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Modyfikujacy wplyw duzych dawek preparatu oleju z watroby
rekina na polaryzacje limfocytow T i funkcje neutrofili krwi

Oleje rybie znajdujg coraz szersze zastosowanie w profilaktyce i le-
czeniu chorob. Ich wiasciwo$ci staty sie przedmiotem badar immu-
nologicznych.

W niniejszej pracy oceniono wptyw oleju z watroby rekina, przyjmo-
wanego w duzych dawkach przez 13 zdrowych ochotnikéw, na pod-
stawowe parametry immunologiczne: morfologie krwi, gospodarke
lipidowg i stan czynno$ciowy oraz integralno$¢ komorek watroby.
Osoby biorgce udziat w eksperymencie przyjmowalty 3,6 g skwale-
nu, 3,6 g alkilogliceroli i 7560 mg wielonienasyconych kwaséw (n-3
na dobe przez okres 4 tygodni). Stwierdzono wptyw preparatu na
zwiekszenie reaktywnosci neutrofili krwi obwodowej w stosunku do
patogendéw bakteryjnych, wzrost poziomu sktadowej C4 uktadu do-
petniacza, wzrost catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej surowi-
cy, a takze przewage produkcji cytokin typu 1 IFN-y, TNF-or i IL-2
przez komorki jednojgdrzaste krwi obwodowej. Olej z watroby reki-
na, przyjmowany w duzych dawkach wptynat na gospodarke lipido-
wgq 0s6b badanych. Stwierdzono wzrost poziomu cholesterolu cat-
kowitego do wartosci 224,46 + 62,198 mg/dl w stosunku do wartosci
182,92 + 29,290 mg/dl przed rozpoczeciem eksperymentu. Zaob-
serwowano rowniez spadek poziomu frakcji HDL i wzrost LDL. Go-
spodarka cholesterolem ulegta samoistnej normalizacji u wszystkich
badanych w 4 tygodnie po zakoriczeniu przyjmowania preparatu.
Badania wskazujg, ze dziatanie preparatu wynika przede wszystkim
z wtasciwosci biologicznych skwalenu i 1-O-alkilogliceroli — gtow-
nych sktadnikéw oleju z watroby rekina. Antagonistyczne, przeciw-
zapalne dziatanie WKT n-3 pozostato bez wptywu na badane para-
metry. Jak wynika z obserwacji, stosowanie oleju z watroby rekina w
bardzo duzych dawkach, moze miec¢ korzystne oddziatywanie u cho-
rych z nawracajgcymi zakazeniami bakteryjnymi, wirusowymi i grzy-
biczymi, natomiast wzglednym przeciwwskazaniem do stosowania
preparatu w takich iloSciach sq choroby uktadu sercowo-naczynio-
wego z zaburzong gospodarka lipidowg oraz choroby o podfozu au-
toimmunizacyjnym.

Stowa kluczowe: olej z watroby rekina, odpornos$¢ wrodzona, pola-
ryzacja limfocytéw Th
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Effect of high doses of shark liver oil supplementation
on T cell polarization and peripheral blood polymorphonuclear
cell function

Fish oils supplementation has been recently widely used in preven-
tion and treatment of the diseases in humans. Fish oil beneficial ef-
fects have been investigated in a number of animal disease models
as well as human studies.

Here, we examined clinical, inmunological and biochemical effects
of shark lever oil supplementation in high doses in 13 volunteers.
The experiment was based on the consumption of 3,6 g of squale-
ne, 3,6 g of alkylglycerols and 750 mg of n-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFA) per day for 4 weeks. We have shown the increased
response of neutrophils towards bacteria, the increased level of C4
component of complement in blood, the rise of total antioxidant sta-
tus of serum, and the predominance of Type 1 cytokine IFN-y, TNF-
o and IL-2 production by peripheral blood mononuclear cells after
shark liver oil intake. Moreover, shark liver oil supplementation mar-
kedly affect lipid metabolism and cholesterol balance. The increase
of total cholesterol level from 182,92 + 29,290 mg/dl before oil con-
sumption to 224,46 + 62,198 mg/dl after diet rich in oil, and the de-
crease of HDL fraction were noted. However, metabolism of lipids
normalised spontaneously after the end of the experiment in all the
individuals. The results of the present study have shown, that the
main effects of shark liver oil are the result of the biological activity
of squalene and 1-O-alkylglycerols, which dominate in the composi-
tion of the oil quantitatively. On the contrary, anti-inflammatory ef-
fects of n-3 PUFA do not manifest, when taking together with high
doses of squalene and alkylglycerols. On the bases of these obse-
rvations, we propose that shark liver oil supplementation in high do-
ses is beneficial in bacterial, viral and fungal infections, whereas
patients with atherosclerosis or autoimmune diseases should avoid
the consumption of high amounts of shark liver oil.

Key words: shark liver oil, innate immunity, polarization of Th
lymphocytes
Pol. Merk. Lek., 2005, XVIII, 108, 686

Preparaty uzyskiwane z ttuszczu rybiego znane sg od wielu
lat jako $rodki majgce zastosowanie w profilaktyce i lecze-
niu wielu choréb. Nowoczesne techniki diagnostyki immu-
nologicznej umozliwity wykazanie wptywu zwigzkéw zawar-
tych w olejach ryb na uktad immunologiczny oraz powigza-
nie dziatania leczniczego tych substancji ze zmianami nie-
ktérych parametréw odpornosci. Terapia oparta o oleje z
ryb uruchamia naturalne mechanizmy regulujgce odpowiedz

immunologiczng organizmu i nie wywotuje dziatan niepoza-
danych; przeciwwskazania sg nieliczne [23]. W skfadzie Ii-
pidoéw, pozyskiwanych z watroby rekinéw Centroscymnus
crepitater, Etmopterus granulosus, Deania colcea i Centro-
phorus scalpratus w procesie ttoczenia, dominuja etery acy-
loglyceroli: diacyloglycerole (ang. diacylglyceryl ethers —
DAGE) (1-0-Alkyl-2,3-diacyloglycerol ethers), triacyloglyce-
role (ang. triacylglycerols — TAG), zwigzki skwalenu oraz
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wielonienasycone kwasy ttuszczowe (WKT) szeregu n-3,
bogate w kwas dekozaheksaenowy (DHA) oraz kwas eiko-
zapentaenowy (EPA) [13].

Woczesniejsze badania kliniczne wykazaty, iz sktadniki oleju
rybiego wykazujg aktywnos¢ biologiczng zaréwno w stosun-
ku do elementéw odpornosci wrodzonej, jak i nabytej [7, 15,
22, 23, 31]. Dziatanie WKT szeregu n-3 stato si¢ przedmio-
tem licznych badan; niewiele natomiast wiadomo o mechani-
zmach dziatania 1-0-alkilogliceroli czy zwigzkow skwalenu.
Ustalono, ze EPA i DHA wykazujg dziatanie przeciwzapalne,
hamujac synteze pochodnych kwasu arachidonowego i cyto-
kin prozaplanych [8]. Stosowanie WKT n-3 przyczynia si¢ do
redukcji poziomu tréjglicerydow i cholesterolu catkowitego we
krwi oséb badanych [21]. Ponadto w badaniach in vitro wy-
kazano dziatanie supresyjne WKT n-3 w stosunku do komo-
rek nowotworowych [2, 11]. 1-0-alkiloglicerole — gtéwny skfad-
nik oleju — réwniez wykazujg dziatanie przeciwnowotworo-
we. Zwigzki te dziatajg bezposrednio cytotoksycznie na ko-
morki nowotworowe in vivo i hamujg proliferacje komorek [5,
6, 10, 12, 14, 17, 24]. Dziatanie hamujgce wzrost komérek
nowotworowych wynika prawdopodobnie z wbudowywania
sie pochodnych alkilogliceroli w btony komérkowe, co dopro-
wadza do uposledzonego transportu transbtonowego sub-
stancji niezbednych do wzrostu komérek nowotworowych
[19]. Wykazano, iz dziatanie nasilajgce odpowiedz immuno-
logiczng przez 1-0-alkiloglicerole wynika prawdopodobnie z
indukcji syntezy i zwiekszonego uwalniania aktywnych po-
chodnych czynnika aktywujacego ptytki (ang. platelet activa-
ting factor; PAF) przez komorki immunokompetentne, eks-
ponowane na tego typu zwigzki [18, 27, 34]. Konsekwencjg
zwigekszonego uwalniania PAF jest aktywacja odpornoéci nie-
swoistej poprzez indukcje agregaciji ptytek krwi, zwigkszenie
przepuszczalnosé naczyn, aktywacje neutrofili i makrofagow
[32]. Skwalen, w $rodowisku naturalnym, w najwiekszych ilo-
Sciach wystepuje w watrobach ryb morskich, a w mniejszej
ilosci w olejach roslinnych. Jest prekursorem syntezy chole-
sterolu i witaminy D. Zwigzki skwalenu stanowig gtéwny sktad-
nik ttuszczéw wydzielanych przez gruczoty tojowe skory. Uwa-
za sie, iz skwalen, zawarty w wydzielinie gruczotow stanowi
naturalny komponent nieswoistej bariery ochronnej organi-
zmu przed patogenami [25]. Dziatanie immunomodulujgce
skwalenu prawdopodobnie wynika z jego silnych wtasciwo-
Sci adherentnych w stosunku do elementéw bton komérko-
wych oraz ostonek lipidowych patogenow [1]. Gléwny efekt
biologiczny oparty jest o jego bezposrednie dziatanie poprzez
opsonizacje patogendéw i tym samym utatwienie ich prezen-
tacji komérkom immunokompetentnym. W badaniach na zwie-
rzetach wykazano, iz skwalen podawany wraz z pozywieniem
w dawkach 25-100 mg/kg m.c. dziennie powoduje zwiekszo-
ng aktywnos$¢ komérek NK, wzrost i aktywno$¢ limfocytéw o
fenotypie CD3+ oraz zwigkszong aktywno$¢ fagocytarng neu-
trofili krwi obwodowej [1]. Ponadto, dzieki swoim wiasciwo-
$ciom fizykochemicznym skwalen znalazt zastosowanie w pro-
dukcji szczepionek jako adiuwant utatwiajgcy prezentacje an-
tygenu komérkom immunokompetentnym [3, 5].

Wczesniejsze badania naszego zespotu wykazaty korzyst-
ny wptyw stosowania oleju z watroby rekina u chorych z reu-
matoidalnym zapaleniem stawéw [31], nawracajgcymi in-
fekcjami goérnych drég oddechowych [22], nawracajgcymi
aftami jamy ustnej [15]. Dawki preparatu w tych badaniach
wynosity 1080 mg/dobe skwalenu i alkilogliceroli oraz 225
mg/dobe WKT n-3. W wyniku stosowania preparatu obser-
wowano obnizenie aktywnosci uktadu dopetniacza i poszcze-
golnych jego sktadowych. Produkcja reaktywnych form tlenu
(RFT) przez neutrofile zwiekszata sie u chorych z nawraca-
jacymi zakazeniami gornych drég oddechowych i chorych z
nawracajgcymi aftami, natomiast w grupie chorych z reuma-
toidalnym zapaleniem stawéw produkcja RFT spadata po le-
czeniu olejem [15, 22, 31]. Stosowanie preparatu miato po-
nadto wptyw na liczebno$¢é (odsetek komérek jednojgdrza-
stych) niektorych subpopulacji limfocytéw krwi obwodowej:
obserwowano wzrost odsetka komoérek CD8+ i CD19+ [15,

22]. Jednakze ze wzgledu na to, ze pacjenci biorgcy udziat w
tych badaniach przyjmowali réwnoczeénie inne leki, w petni
wiarygodna ocena wpltywu oleju z watroby rekina na ukfad
immunologiczny nie byta mozliwa.

W piSmiennictwie brak jest danych umozliwiajgcych okre-
Slenie optymalnego dawkowania oleju z watroby rekina, kto-
ry jest preparatem ztozonym. Ponadto przeciwstawne dzia-
tanie 1-0-alkilogliceroli i skwalenu w stosunku do WKT n-3
na uktad immunologiczny i gospodarke lipidowg utrudnia
uscislenie wskazan do stosowania w duzych dawkach natu-
ralnych ztozonych preparatéw pochodzacych z watroby ryb.
Precyzyjne ilosci przyjmowania kwasow ttuszczowych opra-
cowano jedynie dla WKT n-3. W celach terapeutycznych po-
ziom dobowego spozycia EPA + DHA nie powinien przekra-
cza¢ 7 g [13].

W obecnych badaniach oceniono wplyw oleju z watroby
rekina — stosowanego w duzych dawkach — (zwigzki skwale-
nu 3,6 g/dobe, alkiloglicerole 3,6 g/dobe, WKT n-3 750 mg/
dobe) na wybrane procesy metaboliczne i immunologiczne
ludzkiego organizmu, ze szczegdlnym uwzglednieniem prze-
miany lipidowe;j i niektorych funkcji limfocytow i granulocy-
téw obojetnochfonnych.

Prébowano odpowiedzieé na pytania, czy stosowanie pre-
paratu w bardzo duzych dawkach przyczyni si¢ do pobudze-
nia immunocytdéw oraz czy taka terapia wywota skutki ubocz-
ne, ktére zmniejszg ptynace z niej korzysci.

MATERIAL | METODY

Do grupy badanych os6b zakwalifikowano 13 zdrowych ochot-
nikow (5 mezczyzn i 8 kobiet) w wieku 26-45 lat. Badani przez
okres 4 tygodni przyjmowali preparat BioMarine 570 pie¢ razy
dziennie po sze$¢ kapsutek. W skitad jednej kapsutki wcho-
dzi skwalen 120 mg, alkiloglicerole 120 mg, wielonienasyco-
ne kwasy ttuszczowe szeregu n-3 25 mg, witamina A 50 j.m.
i witamina D 5 j.m. Przed rozpoczeciem oraz po zakonczeniu
przyjmowania preparatu od kazdej z oséb pobrano 2 ml krwi
na heparyne litowg, 2 ml na EDTA i 3 ml krwi na skrzep w
celu wykonania badan immunologicznych, oceny wybranych
parametrow gospodarki lipidowej i morfologii krwi. Przed roz-
poczeciem przyjmowania preparatu, a nastepnie co tydzien
przez okres badania i 1 miesigc po zakonczeniu ekspery-
mentu, pacjenci zgtaszali sie na kontrolne badanie lekarskie.
Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Etyki
Badan Naukowych I-CZMP w todzi. Ocene parametréw go-
spodarki lipidowej, proby watrobowe oraz morfologie krwi
obwodowej wykonano w Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryj-
nej [-CZMP w todzi.

Stezenie sktadowych uktadu dopetniacza C3 i C4 oraz
stezenie immunoglobulin klasy 1gG, IgA, IgM oceniono me-
todg nefelometryczng z uzyciem odczynnikéw firmy The Bin-
ding Site, UK. Badania przeprowadzono na aparacie Mini-
neph (The Binding Site, UK).

Wybuch tlenowy neutrofilbw oceniano metodg cytometrii
przeptywowej, komercyjnym zestawem Bursttest (BD Bio-
science, Pharmingen). Komoérki poddano stymulacji bakte-
riami E. coli (108 bakterii/ml) lub PMA — ester forbolu (phor-
bol 12 -myristate 13-acetate) 16 uM.

Catkowitg pojemno$¢ antyoksydacyjng surowicy (ang.
Total Antioxidant Status — TAS) oceniono metodg koloryme-
tryczng opartg na redukcji powstawania kationo-rodnika
ABTS®* [kation 2, 2’-azydo-bis (3-etylobenzotiazolino-6-sul-
fonowy)], ktéra zachodzi pod wptywem antyutleniaczy zawar-
tych w przestrzeni zewnatrzkomérkowej. Badanie przepro-
wadzono przy uzyciu zestawu firmy Randox Lab., UK w 96-
celkowych przezroczystych ptytkach. Odczyt absorbancji
badanych prébek i standardéw przeprowadzono metodg jed-
nopunktowego pomiaru przy dtugosci fali 630 nm. Mierzono
absorbancje poczatkowg (po dodaniu chromogenu) oraz ab-
sorbancje po 3 minutach od momentu dodania substratu (nad-
tlenek wodoru). Stezenia antyutleniaczy wyliczono na pod-
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stawie wzorca i roznicy pomiedzy absorbancjg po dodaniu
substratu a absorbancjg poczatkowg. Wyniki wyrazono w
mmol/I.

Badanie profilu cytokin typu Th1/Th2 (INF-y, TNF-a,, IL-10,
IL-2, IL-4, IL-5) generowanych przez komorki jednojadrzaste
(ang. peripheral blood mononuclear cells — PBMC) przepro-
wadzono metodg cytometrii przeptywowej z wykorzystaniem
zestawu CBA Th1/Th2 Human Kit, firmy BD Bioscience (FAC-
SCalibur, BD Bioscience). Komorki jednojgdrzaste krwi ob-
wodowej zostaly wyizolowane poprzez wirowanie na gradien-
cie gestosci (Lymphoprep; Nycomed Pharma AS, Norway).
Do hodowli PBMC uzyto ptynu RPMI 1640 medium (Biomed,
Lublin, Poland) z dodatkiem 10% v/v ptodowej surowicy cie-
lecej (FCS, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) i 1% v/v peni-
cyliny i streptomycyny (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).
Gestos¢ PBMC wynosita 1x10° komorek/ml. Poziom wytwa-
rzanych cytokin oceniano w supernatantach 21-godzinnej
hodowli PBMC w atmosferze CO, (5 %) w temp. 37°C z do-
datkiem jako stymulatora PHA (5 pug/ml).

Sktad odsetkowy subpopulacji limfocytow T i limfocytéw
B oceniono metodg cytometrii przeptywowej przy uzyciu te-
stu IMK Plus firmy BD Bioscience, stosujgc standardowe
metody ich oceny z wykorzystaniem krwi petnej. Poziom czyn-
nika reumatoidalnego (ang. reumatoid factor — RF) oznaczo-
no jakosciowo testem lateksowym (Arthri-Slidex) i iloSciowo
testem Waalera-Rose’a (czutos¢ testu 0,4 [U/ml) firmy Bio-
Merieux, Lyon, France.

U wszystkich badanych oceniono ponadto obraz morfolo-
giczny krwi obwodowej (WBC, odsetek oraz liczbe bezwzgled-
ng limfocytow i granulocytéw, liczbe plytek, liczbe erytrocy-
téw i wskazniki czerwonokrwinkowe, hemoglobine), podsta-
wowe parametry gospodarki lipidowej (cholesterol catkowity,
HDL-Ch, LDL-Ch, TG) a takze wykonano oznaczenie amino-
transferaz AIAT i AspAT, oraz bilirubing catkowitg. Wymie-
nione parametry oceniono dwukrotnie: przed i po zakoncze-
niu przyjmowania preparatu. W przypadkach nieprawidtowe-
go lipidogramu po zakonczeniu eksperymentu, badania go-
spodarki lipidowej powtarzano co tydzien, az do stwierdze-
nia normalizacji wynikow.

Dla wszystkich ocenianych parametréw w obrebie grup
badanych obliczono warto$¢ $rednig, odchylenie standar-
dowe (SD), a takze standardowy btad $redniej — S.E.M. Do
weryfikacji statystycznej zastosowano test t - Studenta dla
zmiennych powigzanych w celu uchwycenia réznic w war-
toSciach uzyskanych przed i po zakonczeniu przyjmowania
preparatu.

WYNIKI
Obserwacje kliniczne

W trakcie trwania eksperymentu 12 ochotnikéw nie zgtasza-
to powaznych dolegliwosci. Podczas cotygodniowych kon-
trolnych badan lekarskich nie zaobserwowano objawéw na-
kazujgcych odstawienie lub zmniejszenie dawki preparatu.
U 4 badanych wystgpity przemijajace bdle stawow, u wszyst-
kich oséb niewielki przyrost masy ciata. U jednej z 13 oséb w
pierwszym tygodniu brania preparatu odnotowano zapalenie
gornych drég oddechowych, ktére ustgpito samoistnie po
okresie siedmiu dni.

Morfologia krwi

W ocenie morfologii krwi nie odnotowano istotnych przesu-
nie¢ zarébwno w sktadzie odsetkowym i bezwzglednej licz-
bie uktadu biatokrwinkowego, jak i szeregu parametréw
opisujacych uktad czerwonokrwinkowy (RBC, HGB, wskaz-
niki czerwonokrwinkowe). Na uwage zastuguje niewielki
spadek ptytek krwi (z 233,7 + 40,37 10%/ul do 217,5 + 44,46
103%/ul, p=0,01) oraz niewielkie zmniejszenie odsetka gra-
nulocytow (przed 58,4 + 8,28%, po 55,1 + 6,76%; p=0,07).

Skiad odsetkowy limfocytéw krwi

Odnotowano obnizenie odsetka limfocytow o fenotypie CD3+
(limfocyty T) oraz CD19+ (limfocyty B) (ryc. 1). Pozostate
subpopulacje limfocytow (CD4+, CD8+) nie uleglty zmianie.
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Ryc. 1. Rozkiad procentowy podstawowych subpopulacji limfocytow T, limfo-
cytéw B we krwi, przed i po kuracji. Dane przedstawiono jako warto$¢ $red-
nig + SD

Fig. 1. T and B lymphocytes distribution in peripheral blood of healthy volun-
teers before and after treatment. Data are presented as mean + SD

Ocena metabolizmu tlenowego neutrofili krwi
obwodowej (PMN)

Badania wykazaly, iz preparat przyjmowany w duzych dawkach
powoduje zdecydowane zwigkszenie odpowiedzi PMN ocenia-
nej wzrostem produkcji reaktywnych form tlenu zaréwno w kon-
takcie z patogenem bakteryjnym (bakterie E. coli) jak i podczas
bezposredniej stymulacji oksydazy NADPH estrem forbolu (PMA).
Odsetek komorek odpowiadajgcych, jak i ich aktywnos¢ bojcza
(zdolnosci do generacji RFT) ulegly zwigkszeniu (ryc. 2).

Catkowita pojemnos¢ antyoksydacyjna surowicy

Obecne badania potwierdzity wcze$niejsze obserwacje wska-
zujgce na wiasciwosci antyoksydacyjne olejow rybich. Odno-
towano $redni wzrost wartosci TAS z 1,65 + 0,190 ml/L przed
do 1,98 + 0,185 ml/L po zakonczeniu eksperymentu (p<0,05).

Generacja cytokin przez komoérki jednojadrzaste krwi
po stymulacji PHA

Przyjmowanie preparatu w duzych dawkach spowodowato
znaczny wzrost uwalniania IFN-y oraz TNF-o.. U 10 z 13 bada-
nych oséb odnotowano wzrost IFN-y powyzej 5000 pg/ml u 3
0s6b brak zmian (p<0,05). Sredni wzrost uwalniania IFN-y wy-
niést 64% w poréwnaniu do wartosci przed rozpoczeciem eks-
perymentu (ryc. 3). U 7 z 13 badanych odnotowano wzrost po-
ziomu TNF-o., u 2 0s6b nie zaobserwowano zmian, natomiast u
jednej z os6b stwierdzono obnizenie uwalniania TNF-o. (p<0,05).
Sredni wzrost uwalniania TNF-o. wyniést 26% w poréwnaniu do
wartosci przed rozpoczeciem doswiadczenia (ryc. 3). Odnoto-
wano réwniez istotny wzrost produkciji IL-2 (23,8 £ 17,65 pg/ml
vs 74,4 + 64,97 pg/ml; p=0,0038) (ryc. 4). U wszystkich bada-
nych wykazano obnizenie produkcji IL-10 (przed podaniem
1883,5 * 1140,28 pg/ml vs 629,0 + 565,13 pg/ml po odstawie-
niu; p=0,001) (ryc. 4). Srednio obnizenie uwalniania IL-10 po
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Ryc. 2. Produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) przez neutrofile krwi, stymu-
lowane E. coli i PMA oceniana metoda cytometrii przeptywowej. Dane przed-
stawiono jako $rednig wartos¢ Mean Fluorescent Intensity (MFI), oraz pro-
cent komérek wytwarzajacych RFT ($rednie + SD)

Fig. 2. Reactive Oxygen Intermediates (ROI) production by peripheral blood
neutrophiles stimulated with E. coli and PMA. Data are presented as Mean
Fluorescent Intensity (MFI) and percent of neutrophiles which produce ROI
(mean * SD)
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Ryc. 3. Srednie zmiany w produkcji cytokin IFN-y, TNF-a. oraz IL-10, pod-
czas czterotygodniowej kuracji, przez komorki jednojadrzaste krwi w 21 go-
dzinnych hodowlach po stymulacji PHA (5 mg/ml, 37°C, 5% CO,). Wielkos¢
zmian wyrazono jako procent wartoci uzyskanych przed rozpoczeciem ku-
racji

Fig. 3. The average change in production of IFN-y, TNF-a. and IL-10, by
PBMC stimulated with PHA (5 mg/ml, 37°C, 5% CO,) after consumption of
fish liver oil in high dose for four weeks. The data are presented as percent of
levels before treatment

stymulacji PHA wyniosto 45% (ryc. 3). Stezenie IL-4 i IL-5 pozo-
staly na niezmienionym poziomie (ryc. 4).

Poziom skiadowych uktadu dopetniacza i immunoglobulin
W surowicy

Oceniono wplyw przyjmowanego preparatu na poziom nie-
ktorych sktadowych uktadu dopetniacza oraz poziom immu-
noglobulin poszczegdélnych klas. W badaniach wykazano, iz
przyjmowanie preparatu w wysokich dawkach powoduje nie-
wielki wzrost poziomu immunoglobuliny klasy 19G (z 1004,1
+ 218,76 mg/dl do 1081,26 + 22,455 mg/dl; p=0,01), nie
wptywa natomiast na poziom immunoglobulin klasy IgM i
IgA (ryc. 5). Odnotowano réwniez istotny wzrost sktadowej
C4 uktadu dopetniacza (17,05 + 4,316 mg/dl vs 21,92 + 4,739
mg/dl; p=0,008) przy jednoczesnym braku uchwytnych zmian
w poziomie sktadowej C3 (ryc. 6).
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Ryc. 4. Poziom produkcji cytokin typu Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) i Th1 (IL-2) przez komérki jednojadrzaste krwi obwodowej w 21 godzinnych hodowlach po

stymulacji PHA (5 mg/ml, 37°C, 5% CO,) (warto$ci érednie + SD)

Fig. 4. The Th2 type (IL-4, IL-5, IL-10) and Th1 type (IL-2) cytokine production by PBMC cultured for 21 hours and stimulated with PHA (5 mg/ml, 37°C, 5%

CO,) (mean + SD)
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Ryc. 5. Analiza pozioméw poszczegoélnych klas immunoglobulin (IgG, IgM
oraz IgA) przed i po 4 tygodniowej kuracji. Dane przedstawiono w postaci
wartosci $rednich = SD

Fig. 5. The levels of immunoglobulins (IgG, IgM and IgA), before and after
treatment. The data are presented as mean + SD
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Ryc. 6. Analiza poziomoéw sktadowych uktadu dopetniacza C3 oraz C4 przed i
po 4 tygodniowej kuracji. Dane przedstawiono w postaci wartosci $rednich + SD
Fig. 6. The complement C3 and C4 level before and after treatment. The data
are presented as mean + SD

Badanie obecnosci czynnika reumatoidalnego

Badania na obecnos¢ czynnika RF, przeprowadzone przed
rozpoczeciem przyjmowania preparatu, oceniane zar6wno
testem lateksowym, jak i testem Waalera-Rose byty ujemne
u wszystkich ochotnikow. U dwoch oséb testem Waalera-
Rose odnotowano miano 1:20 (8 IU/ml), podczas gdy steze-
nie graniczne wynosi 30 IU/ml. Po czterotygodniowym przyj-
mowaniu oleju z watroby rekina u zadnego z badanych nie
odnotowano dodatniego wyniku tych testéw. U oséb z dodat-
nim mianem, 1:20 przed rozpoczeciem eksperymentu, nie
zaobserwowano zmiany miana po zakonczeniu kuracji.

Parametry gospodarki lipidowej
Przyjmowanie duzych dawek preparatu (30 kapsutek dzien-

nie) wywotato niemal u wszystkich osob (10 z 13) zdecydo-
wany wzrost cholesterolu catkowitego (przed badaniami

182,92 + 29,290 mg/dl, po odstawieniu preparatu 224,46 +
62,198 mg/dl). U czterech oséb podwyzszony poziom chole-
sterolu catkowitego utrzymywat sie przez kolejne trzy tygo-
dnie przy wartosciach przekraczajgcych 200 mg/dl. Catkowi-
ty powr6t do wartoci wyjsciowych u tych os6b nastapit w
czwartym tygodniu po zaprzestaniu przyjmowania prepara-
tu. Odnotowano wyrazne obnizenie frakcji HDL-Ch (przed
64,2 + 20,90 mg/dl, po 58,7 + 16,97 mg/dl) oraz wzrost frakcji
LDL-Ch (przed 89,3 + 30,08 mg/dl, po 136,54 + 61,87 mg/dl).
U dwédch os6b zmienione poziomy HDL-Ch i LDL-Ch utrzymy-
waly sie przez kolejne trzy tygodnie. Wskaznik HDL-Ch/cho-
lesterol catkowity ulegt zmniejszeniu z 0,35 + 0,105 do 0,27
+ 0,088 (p=0,0022). Wartosci pozioméw trojglicerydéw po-
zostaty na niezmienionym poziomie (przed 147,3 + 87,99 mg/
dl, po 146,1 £ 82,64 mg/dl; p=0,4812) (tab. 1).

Tabela 1. Zestawienie $rednich wartosci + SD niektérych wskaznikow funk-
cji komorek watrobowych (AspAt, AlAt, bilirubina catkowita) oraz wybra-
nych parametréw gospodarki lipidowej (cholesterol catkowity, HDL-Ch, LDL-
Ch, TG oraz wskaznik HDL-Ch/cholesterol catkowity) u 0s6b badanych przed
i po cztero tygodniowej kuracji

Table 1. Liver function tests and some parameters of lipid metabolism and
cholesterol balance before and after treatment with high doses of shark
liver oil (mean = SD)

Przed kuracjg, Po kuracji Zakres warto$ci
(before (after treatment) prawidtowych
treatment) (reference valve)
AspAT [I/] 17,5 £ 5,09 20,2 + 4,71* K <31, M <37
AIAT [I/1] 18,1 + 5,38 21,5 £ 6,09* K <31, M <41
Bilirubina
catkowita
[mg/dl] (Bilirubin) 0,56 + 0,204 0,65 + 0,206* <1,2
Wartosci
pozadane
Cholesterol
catkowity [mg/dI]
(total cholesterol) | 182,9 + 29,29 2245 + 62,20* <200
Trojglicerydy
[mg/dl]
(Trigliceride) 147,9 + 87,99 146,1 + 82,64 <200
HDL-Ch [mg/dI] 64,2 + 20,90 58,7 £ 16,97 | K 40-80, M 35-66
LDL-Ch [mg/dI] 89,3 + 30,08 136,5 + 61,87* <135
Wskaznik (Index):
HDL-Ch/
cholesterol
catkowity [mg/dI] 0,35 + 0,105 0,27 + 0,088* >0,20

* — p<0,05 rdznica istotna statystycznie w poréwnaniu do wartosci przed ku-
racjg
* — p<0,05 compared to before treatment levels

Parametry stanu czynnosciowego i integralnosé¢
komorek watroby

U wszystkich badanych przed przyjmowaniem preparatu
poziom bilirubiny nie przekraczat zakresu wartosci prawi-
dtowych. Po zakonczeniu eksperymentu poziom bilirubiny
catkowitej nieznacznie ulegt zwigkszeniu (przed ekspery-
mentem 0,56 + 0,204 mg/dl, po 0,65 + 0,206 mg/dl; zakres
wartosci prawidtowych 0,2-1,0 mg/dl) (p=0,0096). Srednie
wartosci aktywnosci enzymoéw AIAT oraz AspAT roéwniez
ulegty wzrostowi i réznice okazaty sie¢ istotne statystycz-
nie. Podobnie jednak, jak w przypadku bilirubiny, wartosci
te nie przekroczyty gérnego zakresu wartosci referencyj-
nych, zarbwno dla wartosci Srednich, jak i jednostkowych
dla poszczegolnych oséb (tab. 1).

OMOWIENIE

Olej z watroby rekina jest naturalnym preparatem ztozonym,
w ktérego sktad wchodzi skwalen, alkiloglicerole, WKT n-3 oraz
niewielkie ilosci witamin A i D. Wptyw wysokich dawek tych
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zwigzkdéw — podawanych jednoczasowo — nie byt dotychczas
badany.

W obecnych badaniach wykazano, ze stosowanie oleju z wa-
troby rekina w wysokich dawkach przez okres 4 tygodni zna-
czgco wptyneto na uktad immunologiczny i gospodarke lipido-
wa 0s0b biorgcych udziat w eksperymencie.

Stwierdzono zwiekszong odpowiedz neutrofili na stymu-
lacje E. coli i PMA w teScie Bursttest przeprowadzonym we
krwi petnej. Aktywacja neutrofili moze by¢ zwigzana z dziata-
niem alkilogliceroli, ktére zwiekszajg uwalnianie biologicznie
czynnego PAFu, a takze z dziataniem skwalenu, ktéry ,opso-
nizuje” i utatwia prezentacje antygenow [5, 28]. Zwiekszona i
bardziej wydajna opsonizacja patogenow przez zwigzki skwa-
lenu ma swoje przetozenie na zwiekszenie liczby komorek
odpowiadajgcych na stymulacje bakteriami E. coli (ryc. 2).
Réwniez wzmozone wydzielanie cytokin prozapalnych takich
jak TNF-a,, IL-2 (ryc. 2, 3) przy jednoczesnym zahamowaniu
produkcji IL-10 przez limfocyty jest dodatkowym czynnikiem
zwigkszajgcym bardziej efektywne zabijanie bakterii na dro-
dze tlenowozaleznej, ktére ma miejsce podczas zjawiska
uzbrajania neutrofili (preaktywacji) [23, 32]. Obserwacje te
majg odzwierciedlenie w zmianach obserwowanych w mor-
fologii krwi, w ktorej na skutek zwiekszenia produkcji RFT
organizm fizjologicznie zareagowat obnizeniem bezwzgled-
nej liczby oraz odsetkiem neutrofili. Najprawdopodobnie;j jest
to jeden z mechanizméw obronnych ludzkiego organizmu
przed konsekwencjami stresu oksydacyjnego.

Zwiekszeniu potencjatu oksydacyjnego neutrofili rbwniez
towarzyszyt wzrost catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej
surowicy. Jednym z mozliwych mechanizméw wzrostu TAS
jest dziatanie skwalenu, ktory jak wczesniejsze badania wy-
kazaty posiada wtasciwo$ci przeciwutleniacza [13, 23]. Dzia-
tanie takie zabezpiecza organizm przed niekorzystnymi kon-
sekwencjami stresu oksydacyjnego, wynikajgcego ze zwiek-
szonej produkcji RFT przez komorki fagocytujace podczas
reakcji zapalnej.

Stosowanie oleju z watroby rekina w duzych dawkach
miato wptyw zaréwno na parametry odporno$ci nabytej, jak i
wrodzonej. Zaobserwowano polaryzacje limfocytéw T w kie-
runku Th1, co manifestowato sie nasileniem uwalniania przez
PBMC IFN-y, TNF-a i IL-2, przy jednoczesnym obnizeniu pro-
dukgji IL-10, charakterystycznej dla limfocytow Th2. Stwier-
dzono ponadto zwiekszenie stezenia IgG w osoczu, co jest
charakterystyczne dla aktywacji odpowiedzi immunologicz-
nej przy udziale limfocytéw Th1. Trudno jest wyjasni¢ bezpo-
Sredni mechanizm polaryzacji limfocytéw i ich zdolnosci do
syntezy cytokin prozapalnych. Kluczowymi mediatorami wpty-
wajgcymi na polaryzacje naiwnych limfocytow Th w kierunku
Th1 poprzez aktywacje czynnikow transkrypcyjnych STAT 4
i T-bet sg IL-12, IL-18 i INF-o. [26, 28]. Prawdopodobnie alki-
loglicerole i skwalen, ktdre iloSciowo przewazajg w oleju z
watroby rekina, aktywujg do produkcji cytokin prozapalnych
komorki odpornos$ci nieswoistej takie jak monocyty, komorki
dendrytyczne i neutrofile. Utatwiajg prezentacje antygenow
limfocytom T, co w konsekwencji doprowadza do aktywacji
limfocytow Th1. Z drugiej za$ strony, zwiekszone wytwarza-
nie cytokin typu 1 przez PBMC moze by¢ przyczyng obser-
wowanej aktywacji neutrofili i zwigkszonej generacji RFT po
stymulacji bakteriami lub PMA. Ponadto cytokiny prozapalne
sg silnymi stymulatorami wytwarzania sktadowych uktadu do-
petniacza, co moze ttumaczy¢ zwiekszenie poziomu skfado-
wej C4 uktadu dopetniacza w niniejszych badaniach. Pew-
nym wyttumaczeniem zaobserwowanego wzrostu TNF-o
wraz ze sktadowg C4 dopetniacza moze byc¢ to, iz geny ko-
dujgce oba te czynniki leza w bliskiej od siebie odlegtoéci na
tym samym chromosomie 6, co w przypadku pobudzenia ko-
mérek immunokompetentnych powoduje, iz czynniki trans-
krypcyjne aktywujg synteze obu mediatoréw jednoczasowo i
synergicznie [33].

Posrednig odpowiedzig organizmu na zwiekszong synte-
ze czynnikéw prozapalnych jest ograniczenie liczby komo-
rek syntetyzujgcych te czynniki, co wykazaliSmy oceniajac

odsetek subpopulacji komoérek jednojadrzastych (obnizenie
odsetka limfocytéw o fenotypie CD3 i CD19).

Analiza badan biochemicznych, pozwalajgcych oceni¢
stan czynnosciowy i integralno$¢ komoérek watroby wykaza-
ta, ze preparat podawany w duzych dawkach nie jest hepa-
totoksyczny. Niewielki wzrost poziomu bilirubiny oraz enzy-
mow wskaznikowych jest prawdopodobnie konsekwencjg
zwiekszenia metabolizmu komoérek watroby (m.in. produkc;ji
lipoprotein, kwaséw zotciowych) i $wiadczy raczej o funkgiji
hepatocytéw, niz zaburzeniu integralnosci komorek.

W trakcie obecnych badan zaobserwowano negatywne
skutki przyjmowania oleju z watroby rekina w duzych daw-
kach na gospodarke lipidowg. Stwierdzono podwyzszenie
zawartosci cholesterolu catkowitego we krwi z jednoczesnym
spadkiem frakcji HDL i wzrostem LDL u wigkszo$ci os6b bio-
rgcych udziat w badaniu. Jednakze, w ciggu 3 tygodni od
zakonczenia przyjmowania preparatu parametry gospodarki
lipidowej ulegty samoistnie stopniowej normalizacji u wszyst-
kich badanych oséb. Wyniki wczesniejszych badan sugero-
walty brak negatywnego wptywu skwalenu, bedgcego prekur-
sorem cholesterolu, na gospodarke lipidowa. Wykazano wow-
czas, ze syntetyczne pochodne skwalenu, dostarczone do
organizmu powodujg zahamowanie biosyntezy cholesterolu,
co najprawdopodobniej jest wynikiem hamowania enzymow
mikrosomalnej monooksygenazy skwalenu i mikrosomalnej
cyklazy 2,3-oksydoskwalenu w komérkach hepatoblastomy
[29]. W innym eksperymencie stwierdzono, ze skwalen po-
dawany doustnie byt wchtaniany w okoto 60%, a podczas
przyjmowania skwalenu przez ludzi w dawce 900 mg/dobe
przez 7-30 dni, jego stezenie w surowicy wzrastato 17 razy,
przy czym poziom tréjglicerydéw pozostat bez zmian, a po-
ziom cholesterolu nieznacznie obnizyt sie [30]. Na podsta-
wie powyzszych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze stosowanie
oleju z watroby rekina w duzych dawkach (30 kapsutek dzien-
nie) nie jest wskazane u oséb z wczes$niej stwierdzonymi za-
burzeniami gospodarki lipidowej, gdyz dtugotrwate podwyz-
szenie poziomu frakcji LDL-cholesterolu z jednoczesnym
obnizeniem frakcji HDL-Ch jest jednym z czynnikéw sprzyja-
jacych rozwojowi miazdzycy naczyn.

W badaniach na zwierzetach wykazano, iz skwalen po
podaniu dootrzewnowym moze indukowaé produkcje auto-
przeciwciat anty-nRNP/Sm i Su [20]. Ponadto w obecnych
badaniach wykazano nasilenie wytwarzania cytokin typu 1 i
zmniejszenie wytwarzania IL-10 — cytokiny o dziataniu prze-
ciwzapalnym i antagonistycznym w stosunku do cytokin typu
1 u o0s6b przyjmujacych olej z watroby rekina, co réwniez
moze promowac rozwoj proceséw zapalnych. Zachodzita wiec
uzasadniona obawa, ze przyjmowanie duzych dawek pre-
paratu moze nasila¢ istniejagce u pacjentow choroby auto-
immunizacyjne albo wrecz je wywotac [20]. W niniejszych
badaniach oceniono obecno$¢ czynnika reumatoidalnego
testem lateksowym i Waalera-Rose’a. Oznaczenia przed
rozpoczeciem badan, jak i po ich zakonczeniu u wszystkich
ochotnikow wypadty ujemne. Badania te moga wskazywac,
iz przyjmowanie preparatu w tak duzych dawkach przez
okres czterech tygodni nie ma istotnego wptyw na indukcje
lub nasilenie dolegliwosci reumatycznych. Niemniej jednak
nalezy podkresli¢, iz badanie na obecnos¢ czynnika reuma-
toidalnego jest parametrem nieswoistym i brak tego czynni-
ka nie wyklucza catkowicie istnienia choroby o podtozu auto-
immunizacyjnym.

Wyniki obecnych badan sg pomocne w ustaleniu wska-
zan i przeciwwskazan do stosowania oleju z watroby rekina.
Za uzasadnione wydaje sie by¢ stosowanie preparatu w le-
czeniu skojarzonym infekcji wirusowych, bakteryjnych, a takze
alergii czy nowotworow. W leczeniu tych jednostek chorobo-
wych pozadana jest polaryzacja limfocytéw T w kierunku Th1
i supresja limfocytéw Th2. Dalsze badania, polegajace na
stosowaniu preparatu wraz z konwencjonalnym leczeniem w
eliminacji zakazen wirusowych m.in. HBV, HCV, nawracaja-
cych objawowych zakazen HSV i HPV, jak réwniez wirusa
grypy, mogtyby wykazac¢ skuteczno$é stosowania preparatu
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w wysokich dawkach jako naturalnego immunostymulatora.
Ponadto dzigki wzmocnieniu odporno$ci nieswoistej, olej z
watroby rekina moze okazac sie pomocny w leczeniu nawra-
cajgcych zakazen bakteryjnych i grzybiczych.

Przeciwwskazaniem do stosowania oleju z watroby reki-
na w duzych dawkach sg wszelkie choroby o podtozu auto-
immunizacyjnym oraz choroby uktadu sercowo-naczyniowe-
go ze stwierdzonym zaburzeniem gospodarki lipidowej. Po-
zgdane jest ustalenie takiego dawkowania preparatu, ktore
pozwoli ograniczy¢ negatywny wplyw na gospodarke lipido-
wa przy jednoczesnym zachowaniu wiasciwosci immunosty-
mulujgcych preparatu.

Autorzy pracy sktadaja podziekowanie firmie Marinex
International, Pani Jolancie Filipiak, Bozenie Lewandow-
skiej, Anecie Skomiat oraz pracownikom Zaktadu Diagno-
styki Laboratoryjnej I-CZMP w todzi za pomoc przy re-
alizacji badan.
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