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Effect of Inmunostim-Plus on the phagocyte activity and oxidative metabolism of blood leukocytes
in rats intoxicated by cadmium

Summary

The purpose of the study was to determine the influence of Immunostim-Plus on the phagocyte activity and
oxidative metabolism of blood neutrophils and monocytes in rats intoxicated by cadmium. The study was
performed on 40 Wistar/Han rats, divided into 4 groups (I-IV), 10 animals in each. Rats from group II were
administered Immunostim-Plus in their drinking water at a dose of 3.15 mg/rat/day, rats from group III received
cadmium chloride in their drinking water at a dose of 2.1 mg/rat/day, and rats from group IV received cadmium
chloride with Immunistim-Plus in similar doses. Rats from group I were administered water only (control group).
Following day 50 of the experiment, blood from the rats of each group was taken for immunology examinations.
The Phagotest was used to study phagocyte activity and Bursttest was used to study the oxidative metabolism of
blood neutrophils and monocytes by flow cytometry. The results indicated that Immunostim-Plus modulated the
phagocyte activity and oxidative metabolism of blood neutrophils and monocytes suppressed by cadmium in rats.
The study indicated the immuno-restorative activity of Immunostim-Plus.

Keywords: rat, Immunostim-Plus

Uktad immunologiczny jest stale narazony na nega-
tywne oddziatywanie czynnikow srodowiskowych roz-
nego pochodzenia. Kazde negatywne dzialanie tego typu
czynnikow prowadzi do licznych modyfikacji uktadu
odpornosciowego, najczesciej jednak do immunosupre-
sji. Moze ona wystapi¢ przy niekorzystnych zjawiskach,
takich jak: zakazenia patogenami (wirusowe, bakteryj-
ne, grzybicze), stres, niedobory zywieniowe, brak do-
stgpu do wody, mykotoksyny, pesty-, fungi- 1 herbicy-
dy, metale cigzkie oraz inne ksenobiotyki. Moga one
dziata¢ indywidualnie badz tacznie, majac bezposredni
wplyw na wzrost zachorowalnos$ci na choroby zakaz-
ne, alergiczne, autoimmunologiczne, a w skrajnych
przypadkach réwniez nowotworowe. W przypadku
metali cigzkich, wptywajacych bezposrednio lub posred-
nio na komoérki immunokompetentne, nieswoiste me-
chanizmy obronne oraz odpornos¢ przeciwzakazna,
ich oddziatywanie na uktad immunologiczny uwarun-
kowane moze by¢ m.in. zmianami w podstawowych
procesach metabolicznych komorek, zaktoceniami
w produkcji bialek oraz uszkodzeniem organelli komor-
kowych (1, 2, 6, 10, 11).

Jednym z wielu niebezpiecznych dla zdrowia ludzi
1 zwierzat metali ciezkich zanieczyszczajacych srodo-
wisko jest kadm, emitowany do atmosfery gldwnie przez
przemyst metalurgiczny. Charakteryzuje si¢ on bardzo
dhlugim okresem rozpadu, okreslanym na 10 do 30 Iat.
Do organizmu najtatwiej wchlania sig przez uktad od-
dechowy, jednak moze przedostawac si¢ réwniez dro-
ga pokarmowa poprzez zanieczyszczong karme. Kumu-
luje si¢ w nerkach, watrobie, jadrach oraz w kosciach.
Kadm moze wptywac niekorzystnie nie tylko na uktad
nerwowy, krwiotwoérczy i szkieletowy, ale rowniez na
uktad immunologiczny.

Regeneracj¢ uposledzonych mechanizméw obron-
nych, szczego6lnie nieswoistych, umozliwia stosowanie
immunomodulatoréw czy preparatow korygujacych
uposledzong reaktywnos$¢ immunologiczng. W ostatnich
latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania tego typu
preparatami, szczegolnie pochodzenia naturalnego (13,
14, 17, 20-22). Jednym z nich jest Inmunostim-Plus,
zastosowany w niniejszych badaniach (15, 16).

Celem badan byta ocena wptywu preparatu Immu-
nostim-Plus na nieswoiste komorkowe mechanizmy
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obronne, na podstawie cytometrycznej analizy aktyw-
nosci fagocytarnej i metabolizmu tlenowego granulo-
cytow i monocytow krwi obwodowej szczurdéw, intok-
sykowanych kadmem.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 40 samicach szczuréw, szcze-
pu Wistar/Han o przecigtnej masie ciata 256 g £+ 25 g, pocho-
dzacych z hodowli wtasnej (Zaktad Patofizjologii UWM
w Olsztynie).

Uklad doswiadczenia. Wszystkie zwierzgta podzielone
zostaty losowo na cztery grupy (I-IV) po 10 zwierzat w kaz-
dej. Nastepnie szczurom w poszczegdlnych grupach poda-
wano do picia: grupa Il — rozpuszczony w wodzie podwojnie
destylowanej Immunostim-Plus, III — rozpuszczony w wodzie
podwdjnie destylowanej chlorek kadmu, IV — rozpuszczony
w wodzie podwojnie destylowanej chlorek kadmu tacznie
z preparatem Immunostim-Plus. Szczury grupy I stanowily
kontrolg i otrzymywaly do picia wodg podwdjnie destylowa-
na. Zwierzgta wszystkich grup zywione byly granulowana
pasza dla gryzoni Murigran (Akropol, Motycz) i pojone ad
libitum — przy jednoczesnym codziennym kontrolowaniu po-
branej przez zwierz¢ta wody i roztwordw. W trakcie trwania
do$wiadczenia spozycie wody wynosilo przecigtnie okoto
50 ml/szczura/dobe (grupa I) i okoto 42 ml/szczura/dobg roz-
tworow (grupy II-IV). Doswiadczenie kontynuowano przez
okres 50 dni, a nast¢pnie od wszystkich zwierzat w narkozie
halotanowej (Narcotan Leciva, Praha) pobierano, metoda
punkcji serca, maksymalna ilo$¢ krwi, az do catkowitego
skrwawienia zwierzat, w celu oznaczenia i por6wnania ksztat-
towania si¢ wskaznikéw nieswoistej odpornosci komorkowe;.

Zastosowano preparat naturalny, ktory w badaniach wstep-
nych wykazal wlasciwosci immunostymulujace (15, 16) —
Immunostim-Plus firmy Herbapol (Lublin) kapsutki 300 mg,
stanowiacy potaczenie zenszenia syberyjskiego (Eleuthero-
cocci rad. extr. siccum) 155 mg i cytrynca chinskiego (Schi-
zandrae fruct. extr. Siccum) 100 mg, plus substancje pomoc-
nicze. Podawano go w wodzie do picia w stezeniu 75 mg/L.
Przecigtna dzienna dawka Immunostimu-Plus pobranego przez
szczury ksztattowata si¢ na poziomie 3,15 mg/szczura/dobe.

Jako ksenobiotyku uzyto chlorku kadmu cz. d. a. (CdCl,
2,5 H,0) firmy POCH S.A. (Gliwice), podawanego w wo-
dzie do picia w stezeniu 50 mg/l. Przecigtna dzienna dawka
chlorku kadmu pobranego przez szczury ksztattowala si¢ na
poziomie 2,1 mg/szczura/dobg.

Ocena parametrow nieswoistej odpornosci komor-
kowej. Aktywnos¢ fagocytarng granulocytow i monocytow
okreslono metoda cytometrii przeptywowej, uzywajac zesta-
wu Phagotest (Orpegen Pharma, Heidelberg). Umozliwia on
okreslenie odsetka fagocytujacych monocytéw i granulocy-
tow (pochlonigcie jednej lub wigcej bakterii przez komoérke)
oraz ich aktywnos$ci fagocytarnej (Srednia intensywnos¢
fluorescencji (MFI) pozwala oceni¢ ilo$¢ pochtonigtych bak-
terii przez jedna komorke fagocytujaca). Metabolizm tleno-
wy monocytow i granulocytow (efektywnos$¢ wybuchu odde-
chowego w pojedynczych komoérkach) oceniono przy uzyciu
zestawu Bursttest (Orpegen Pharma, Heidelberg). W tescie
tym zastosowano nie bgdaca barwnikiem fluoroscencyjnym
dihydrorodaming (123 DHR). Ulega ona gldwnie w mitochon-
driach utlenieniu w obecnosci H,O, powstatego po stymula-
¢ji komorki — nie tylko silnym aktywatorem (PMA — Phorbol
Myristate Acetate) wybuchu oddechowego, lecz takze nawet
stabszymi aktywatorami (chemotaktyczny peptyd — fMLP —
N-formyl-MetLeuPhe, TNF) — do kationowej rodaminy 123
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(R 123), ktora emituje sygnat fluorescencyjny. W obu zesta-
wach oznaczen dokonano zgodnie z zaleceniami i wskaza-
niami producenta.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie metoda jedno-
czynnikowej analizy wariancji (One-way ANOVA) testem
Bonferroni z wykorzystaniem programu komputerowego
GraphPad Prism.

Badania na zwierzgtach wykonano zgodnie z wytycznymi
ustawy o ochronie zwierzat i zaleceniami Lokalnej Komis;ji
Etycznej ds. Do$wiadczen na Zwierzgtach przy UWM w Olsz-
tynie (Opinia nr 42/N wydana dnia 19.11.2004).

Wyniki i omdwienie

W badaniach przeprowadzonych na intoksykowanych
kadmem szczurach, po raz pierwszy w takim uktadzie,
oceniono efekt immunokorygujacego dzialania miesza-
niny wyciagow z zenszenia syberyjskiego (Eleuthero-
coccus senticosus) 1 cytrynca chinskiego (Schizandra
chinensis) — Immunostimu-Plus na wybrane parametry
nieswoistej odpornosci komérkowe;.

Najliczniejsza populacja komorek uktadu odpornos-
ciowego, bedaca pierwsza linia obrony organizmu, sa
niewielkich rozmiarow granulocyty oboj¢tnochtonne
(neutrofile). Ich zadaniem jest aktywna nieswoista fa-
gocytoza bakterii, pasozytow oraz obcych substancji
toksycznych, ktore dostaly si¢ do organizmu. Granulo-
cyty stanowig ok. 55-75% wszystkich leukocytow. Przy-
czyna tak duzej liczby jest ich niezbgdnos¢ dla ochrony
organizmu przed zarazkami 1 krotki, parodniowy, czas
zycia.

Monocyty sa heterogenna populacja komorek (2-4%
ogotu leukocytow), ktore, z jednej strony, stanowia
stadium przejSciowe makrofagow tkankowych oraz
czesci komorek dendrytycznych, a z drugiej — same
uczestnicza w odpowiedzi uktadu odpornosciowego.
Stanowia druga po granulocytach populacje komoérek
naptywowych w miejscu zapalnym, zdolnych nie tylko
do fagocytozy oraz zabijania drobnoustrojow, ale row-
niez do prezentacji antygenu limfocytom T (pamigci).

Uzyskane wyniki badan wykazaty, ze kadm w zasto-
sowanym stgzeniu powodowat obnizenie aktywnosci
komorek fagocytarnych, co moze by¢ wynikiem jego
bezposredniego oddziatywania toksycznego na fagocyty
lub posrednio poprzez zaburzenia procesOw metabo-
licznych, zmieniajacych funkcjonowanie tych komorek.
Ponadto stwierdzono, ze kadm hamuje odpowiedz pro-
liferacyjna limfocytéw T na mitogeny PHA (fitohema-
glutynina) i PWM (mitogen szkartatki), czego nie
stwierdzono po stymulacji ConA (konkawalina A), aw
przypadku uzycia mitogenu LPS (lipopolisacharyd)
obserwowano wrgez odwrotne zjawisko — aktywacji
limfocytéw B (3, 7-9, 18).

Badania wtasne wykazaly jednoznacznie, ze zasto-
sowany do intoksykacji szczuréw kadm w stezeniu
2,1 mg/szczura/dobg spowodowat zaréwno w przypad-
ku granulocytéw, jak i monocytow statystycznie istot-
ny spadek ich aktywnosci fagocytarnej, wyrazonej w po-
staci odsetka komoérek fagocytujacych oraz $redniej
intensywnosci fluorescencji, w poréwnaniu z grupa kon-



trolna (tab. 1). Natomiast w odniesieniu do aktywnosci
metabolizmu tlenowego leukocytow szczurow intok-
sykowanych obserwowano nieco zaskakujace wyniki,
zréznicowane w zaleznos$ci od rodzaju stosowanego
mitogenu i komorki efektorowej. W przypadku mono-
cytow szczurow intoksykowanych, statystycznie istot-
ne réznice, w poréwnaniu z grupa kontrolna, stwier-
dzono jedynie po ich stymulacji bakteriami E. coli i tylko
w odniesieniu do odsetka komodrek pobudzonych
(tab. 2), podczas gdy srednia intensywno$¢ fluorescen-
cji granulocytow szczurow traktowanych kadmem, tak
po stymulacji miogenem PMA, jak i bakteriami E. coli,
byta istotnie nizsza niz w grupie kontrolnej. Jednak pro-
cent komorek pobudzonych, wsrod granulocytow szczu-
row intoksykowanych, byt statystycznie istotnie nizszy

niz w grupie kontrolnej jedynie po stymulacji mitoge-
nem PMA (tab. 3).

Podobny efekt obserwowali inni autorzy u myszy
iszczurow (4, 5, 6, 10-12, 18, 19) 1, jak sugeruja, dzia-
tanie kadmu jest zwiazane z jego bezposrednim lub po-
srednim (poprzez metalotioneiny, ktorych rola jest ma-
gazynowanie oraz dystrybucja jonéw kadmu, co w efek-
cie obniza stezenie wolnych jonow do wartosci fizjolo-
gicznych) wptywem na syntezg i zawarto$¢ wewnatrz-
komorkowego NO. Wptyw kadmu na metabolizm NO
jest $cisle zwiazany z oddziatywaniem kadmu na pro-
cesy oksydoredukcyjne i zwigkszonym wytwarzaniem
wolnych rodnikéw. Poza tym wptywa on réwniez na
produkcje nadtlenku wodoru i O, oraz adherencjg ko-
morek fagocytujacych.

Tab. 1. Wplyw preparatu Immunostim-Plus na aktywnos$¢ fagocytarna granulocytow i monocytow

krwi szczuréw intoksykowanych kadmem

I (kontrola) 93,06 + 1,288 25,14 + 2,078
Il (Immunostim Plus) 95,66 + 0,896 65,52* + 26,76
Il (kadm) 89,96*:2:¢ + 1,736 22,82 + 1,666
IV (kadm + Immunostim Plus) 96,52* £ 1,775 53,12 £ 17,73

55,54 + 6,734

7,53 + 0,909
24,94 + 9,584
6,182:¢ + 1,129
22,67* + 6,494

72,72* £ 3,559
36,88*:3. + 6,357
79,42* + 3,936

Objasnienia: * — roznica statystycznie istotna p < 0,05 w stosunku do kontroli; a — roznica statystycznie
istotna p < 0,05 pomigdzy grupami II a III; b — roznica statystycznie istotna p < 0,05 pomigdzy grupami
II a IV; ¢ — roznica statystycznie istotna p < 0,05 pomigdzy grupami IIl a [V

Tab. 2. Wplyw preparatu Immunostim-Plus na wewnatrzkomoérkowa aktywnos$¢ bojcza granulocytéw krwi szezurdéw intok-
sykowanych kadmem

I (kontrola) 6,05 + 4,589 2,30 = 0,622 93,12 + 2,127 27,34 + 11,35 73,24 + 11,65 3,12 + 0,487
Il (Immunostim Plus) 5,97 + 4,258 2,54 £1,128 95,62 + 0,999 25,56 = 6,062 75,26 = 3,092 3,02 £ 0,499
Il (kadm) 3,16 £ 1,22 1,85 = 0,460 86,88*-2:C + 1,406 7,97%3 £ 2,092 68,42° + 4,985 2,19%2.° + 0,132
IV (kadm + Immunostim Plus) | 15,84 + 11,49 2,63 + 0,228 96,14 + 1,815 18,82 + 3,651 92,1*b + 3,243 3,18 £ 0,192

Objasnienia: jak w tab. 1

Tab. 3. Wplyw preparatu Immunostim-Plus na wewnatrzkomoérkowa aktywnos$¢ bdjcza monocytéow krwi szczuréw intoksy-
kowanych kadmem

I (kontrola) 2,60 = 1,766 3,03 +2,17 5,98 + 1,776 12,72 + 3,943 5,88 + 1,868 2,72 +1,56
Il (Immunostim Plus) 2,52 +1,394 6,22 + 4,371 7,60 + 9,560 10,00 = 12,11 5,79 £ 0,762 2,75 + 0,849
Il (kadm) 1,48 + 0,686 1,84 £ 0,595 1,98 + 0,283 2,48 + 1,642 2,08*2° + 0,617 1,89¢ + 0,283
IV (kadm + Immunostim Plus) | 3,57 + 0,551 2,95 + 0,598 6,28 + 0,671 9,87 + 3,324 10,16*0 + 2,224 4,97*5 + 0,912

Objasnienia: jak w tab. 1



1182

W badaniach wtasnych efekt immunosupresji byt
zamierzony i wywotany w celu oceny zdolno$ci immu-
nokorekcyjnych preparatu — Immunostim-Plus. Jak wia-
domo z wczesniejszych badan wiasnych (15, 16), Im-
munostim-Plus przy prawidlowo dziatajacym ukladzie
odpornosciowym u myszy silnie pobudzat aktywno$¢
chemiluminescencyjng granulocytow krwi — zwigkszat
zdolnos¢ granulocytow obojgtnochtonnych do zabija-
nia drobnoustrojow w mechanizmie powstawania wol-
nych rodnikéw tlenowych. Obserwowano stymulacje
proliferacji limfocytow zaleznej od mitogenow, a takze
aktywnos$ci metabolicznej 1 fagocytarnej leukocytow,
badanej zaréwno na myszach, jak i u $win. Ponadto
preparat ten zwigkszatl aktywnos$¢ chemokinetyczna lim-
focytow sledzionowych myszy oraz produkcj¢ przeciw-
cial anty-SRBC.

Na podstawie analizy uzyskanych wynikow badan
aktywnosci fagocytarnej leukocytow (tab. 1) nalezy
stwierdzi¢, ze w odniesieniu do monocytéw, wykazuje
ona statystycznie istotny wzrost w pordwnaniu z grupa
kontrolng i intoksykowana, zarbwno w grupie szczu-
row traktowanych kadmem i Immunostimem-Plus, jak
i tylko stymulowanych tym preparatem, wyrazona od-
setkiem komorek fagocytujacych oraz srednig intensyw-
noscia fluorescencji. Natomiast procent granulocytow
fagocytujacych nieoczekiwanie byl istotnie wyzszy tylko
w grupie intoksykowanych szczuréw i stymulowanych
Immunostimem-Plus niz w grupie kontrolnej 1 intoksy-
kowanej, podczas gdy ekspresja fagocytujacych granu-
locytow, wyrazona $rednig intensywnoscia fluorescen-
cji, pomimo iz byta wyzsza w grupie zwierzat stymulo-
wanych Immunostimem-Plus oraz intoksykowane;j i sty-
mulowanej niz w grupie kontrolnej i intoksykowanej,
to jednak statystycznie istotny wzrost obserwowano
tylko u szczuréw, ktorym aplikowano Immunostim-Plus.

Obserwowano rowniez pozytywne dziatanie Immu-
nostimu-Plus na aktywnos$¢ metabolizmu tlenowego, tak
granulocytow (tab. 2), jak i monocytow (tab. 3), po sty-
mulacji bakteriami E. coli, wyrazona w postaci odsetka
komorek pobudzonych oraz $redniej intensywnosci
fluorescencji. Jednak statystycznie istotny wzrost tej
aktywnosci stwierdzono tyko w grupie intoksykowa-
nych szczuréw i stymulowanych Immunostimem-Plus,
W porownaniu zarowno z grupa kontrolna, jak i stymu-
lowang Immunostimem-Plus. Takze po stymulacji PMA
aktywnos¢ metabolizmu tlenowego granulocytow byla
statystycznie istotnie wyzsza zarOwno w grupie szczu-
row stymulowanych Immunostimem-Plus, jak 1 intok-
sykowanych i stymulowanych tym preparatem, niz
w grupie kontrolnej 1 intoksykowanej. Dodatkowo po
stymulacji granulocytéw mitogenem fMLP odsetek ko-
morek pobudzonych byt istotnie wyzszy w grupie zwie-
rzat intoksykowanych kadmem i stymulowanych Im-
munostimem-Plus niz w grupie intoksykowane;.

Uzyskane u szczuréw wyniki badan, dotyczace im-
munomodulujacych wlasciwosci Immunostimu-Plus,
wskazuja na mozliwos¢ praktycznego wykorzystania
tego preparatu do korygowania uposledzonej odpornos-
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ci komorkowej zwierzat. Dodatkowo stanowia zachete
do dalszych badan nad ewentualnym wykorzystaniem
tego preparatu do korygowania uposledzonej odpornos-
ciu innych gatunkdéw zwierzat oraz oceny innych para-
metréw zaro6wno swoistej, jak 1 nieswoistej odpornosci.
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