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Uk³ad immunologiczny jest stale nara¿ony na nega-
tywne oddzia³ywanie czynników �rodowiskowych ró¿-
nego pochodzenia. Ka¿de negatywne dzia³anie tego typu
czynników prowadzi do licznych modyfikacji uk³adu
odporno�ciowego, najczê�ciej jednak do immunosupre-
sji. Mo¿e ona wyst¹piæ przy niekorzystnych zjawiskach,
takich jak: zaka¿enia patogenami (wirusowe, bakteryj-
ne, grzybicze), stres, niedobory ¿ywieniowe, brak do-
stêpu do wody, mykotoksyny, pesty-, fungi- i herbicy-
dy, metale ciê¿kie oraz inne ksenobiotyki. Mog¹ one
dzia³aæ indywidualnie b¹d� ³¹cznie, maj¹c bezpo�redni
wp³yw na wzrost zachorowalno�ci na choroby zaka�-
ne, alergiczne, autoimmunologiczne, a w skrajnych
przypadkach równie¿ nowotworowe. W przypadku
metali ciê¿kich, wp³ywaj¹cych bezpo�rednio lub po�red-
nio na komórki immunokompetentne, nieswoiste me-
chanizmy obronne oraz odporno�æ przeciwzaka�n¹,
ich oddzia³ywanie na uk³ad immunologiczny uwarun-
kowane mo¿e byæ m.in. zmianami w podstawowych
procesach metabolicznych komórek, zak³óceniami
w produkcji bia³ek oraz uszkodzeniem organelli komór-
kowych (1, 2, 6, 10, 11).

Jednym z wielu niebezpiecznych dla zdrowia ludzi
i zwierz¹t metali ciê¿kich zanieczyszczaj¹cych �rodo-
wisko jest kadm, emitowany do atmosfery g³ównie przez
przemys³ metalurgiczny. Charakteryzuje siê on bardzo
d³ugim okresem rozpadu, okre�lanym na 10 do 30 lat.
Do organizmu naj³atwiej wch³ania siê przez uk³ad od-
dechowy, jednak mo¿e przedostawaæ siê równie¿ dro-
g¹ pokarmow¹ poprzez zanieczyszczon¹ karmê. Kumu-
luje siê w nerkach, w¹trobie, j¹drach oraz w ko�ciach.
Kadm mo¿e wp³ywaæ niekorzystnie nie tylko na uk³ad
nerwowy, krwiotwórczy i szkieletowy, ale równie¿ na
uk³ad immunologiczny.

Regeneracjê upo�ledzonych mechanizmów obron-
nych, szczególnie nieswoistych, umo¿liwia stosowanie
immunomodulatorów czy preparatów koryguj¹cych
upo�ledzon¹ reaktywno�æ immunologiczn¹. W ostatnich
latach obserwuje siê wzrost zainteresowania tego typu
preparatami, szczególnie pochodzenia naturalnego (13,
14, 17, 20-22). Jednym z nich jest Immunostim-Plus,
zastosowany w niniejszych badaniach (15, 16).

Celem badañ by³a ocena wp³ywu preparatu Immu-
nostim-Plus na nieswoiste komórkowe mechanizmy
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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.
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obronne, na podstawie cytometrycznej analizy aktyw-
no�ci fagocytarnej i metabolizmu tlenowego granulo-
cytów i monocytów krwi obwodowej szczurów, intok-
sykowanych kadmem.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na 40 samicach szczurów, szcze-

pu Wistar/Han o przeciêtnej masie cia³a 256 g ± 25 g, pocho-
dz¹cych z hodowli w³asnej (Zak³ad Patofizjologii UWM
w Olsztynie).

Uk³ad do�wiadczenia. Wszystkie zwierzêta podzielone
zosta³y losowo na cztery grupy (I-IV) po 10 zwierz¹t w ka¿-
dej. Nastêpnie szczurom w poszczególnych grupach poda-
wano do picia: grupa II � rozpuszczony w wodzie podwójnie
destylowanej Immunostim-Plus, III � rozpuszczony w wodzie
podwójnie destylowanej chlorek kadmu, IV � rozpuszczony
w wodzie podwójnie destylowanej chlorek kadmu ³¹cznie
z preparatem Immunostim-Plus. Szczury grupy I stanowi³y
kontrolê i otrzymywa³y do picia wodê podwójnie destylowa-
n¹. Zwierzêta wszystkich grup ¿ywione by³y granulowan¹
pasz¹ dla gryzoni Murigran (Akropol, Motycz) i pojone ad
libitum � przy jednoczesnym codziennym kontrolowaniu po-
branej przez zwierzêta wody i roztworów. W trakcie trwania
do�wiadczenia spo¿ycie wody wynosi³o przeciêtnie oko³o
50 ml/szczura/dobê (grupa I) i oko³o 42 ml/szczura/dobê roz-
tworów (grupy II-IV). Do�wiadczenie kontynuowano przez
okres 50 dni, a nastêpnie od wszystkich zwierz¹t w narkozie
halotanowej (Narcotan Leciva, Praha) pobierano, metod¹
punkcji serca, maksymaln¹ ilo�æ krwi, a¿ do ca³kowitego
skrwawienia zwierz¹t, w celu oznaczenia i porównania kszta³-
towania siê wska�ników nieswoistej odporno�ci komórkowej.

Zastosowano preparat naturalny, który w badaniach wstêp-
nych wykaza³ w³a�ciwo�ci immunostymuluj¹ce (15, 16) �
Immunostim-Plus firmy Herbapol (Lublin) kapsu³ki 300 mg,
stanowi¹cy po³¹czenie ¿eñszenia syberyjskiego (Eleuthero-
cocci rad. extr. siccum) 155 mg i cytryñca chiñskiego (Schi-
zandrae fruct. extr. Siccum) 100 mg, plus substancje pomoc-
nicze. Podawano go w wodzie do picia w stê¿eniu 75 mg/l.
Przeciêtna dzienna dawka Immunostimu-Plus pobranego przez
szczury kszta³towa³a siê na poziomie 3,15 mg/szczura/dobê.

Jako ksenobiotyku u¿yto chlorku kadmu cz. d. a. (CdCl
2

2,5 H
2
O) firmy POCH S.A. (Gliwice), podawanego w wo-

dzie do picia w stê¿eniu 50 mg/l. Przeciêtna dzienna dawka
chlorku kadmu pobranego przez szczury kszta³towa³a siê na
poziomie 2,1 mg/szczura/dobê.

Ocena parametrów nieswoistej odporno�ci komór-
kowej. Aktywno�æ fagocytarn¹ granulocytów i monocytów
okre�lono metod¹ cytometrii przep³ywowej, u¿ywaj¹c zesta-
wu Phagotest (Orpegen Pharma, Heidelberg). Umo¿liwia on
okre�lenie odsetka fagocytuj¹cych monocytów i granulocy-
tów (poch³oniêcie jednej lub wiêcej bakterii przez komórkê)
oraz ich aktywno�ci fagocytarnej (�rednia intensywno�æ
fluorescencji (MFI) pozwala oceniæ ilo�æ poch³oniêtych bak-
terii przez jedn¹ komórkê fagocytuj¹c¹). Metabolizm tleno-
wy monocytów i granulocytów (efektywno�æ wybuchu odde-
chowego w pojedynczych komórkach) oceniono przy u¿yciu
zestawu Bursttest (Orpegen Pharma, Heidelberg). W te�cie
tym zastosowano nie bêd¹c¹ barwnikiem fluoroscencyjnym
dihydrorodaminê (123 DHR). Ulega ona g³ównie w mitochon-
driach utlenieniu w obecno�ci H

2
O

2
 powsta³ego po stymula-

cji komórki � nie tylko silnym aktywatorem (PMA � Phorbol
Myristate Acetate) wybuchu oddechowego, lecz tak¿e nawet
s³abszymi aktywatorami (chemotaktyczny peptyd � fMLP �
N-formyl-MetLeuPhe, TNF) � do kationowej rodaminy 123

(R 123), która emituje sygna³ fluorescencyjny. W obu zesta-
wach oznaczeñ dokonano zgodnie z zaleceniami i wskaza-
niami producenta.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie metod¹ jedno-
czynnikowej analizy wariancji (One-way ANOVA) testem
Bonferroni z wykorzystaniem programu komputerowego
GraphPad Prism.

Badania na zwierzêtach wykonano zgodnie z wytycznymi
ustawy o ochronie zwierz¹t i zaleceniami Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Do�wiadczeñ na Zwierzêtach przy UWM w Olsz-
tynie (Opinia nr 42/N wydana dnia 19.11.2004).

Wyniki i omówienie
W badaniach przeprowadzonych na intoksykowanych

kadmem szczurach, po raz pierwszy w takim uk³adzie,
oceniono efekt immunokoryguj¹cego dzia³ania miesza-
niny wyci¹gów z ¿eñszenia syberyjskiego (Eleuthero-
coccus senticosus) i cytryñca chiñskiego (Schizandra
chinensis) � Immunostimu-Plus na wybrane parametry
nieswoistej odporno�ci komórkowej.

Najliczniejsz¹ populacj¹ komórek uk³adu odporno�-
ciowego, bêd¹c¹ pierwsz¹ lini¹ obrony organizmu, s¹
niewielkich rozmiarów granulocyty obojêtnoch³onne
(neutrofile). Ich zadaniem jest aktywna nieswoista fa-
gocytoza bakterii, paso¿ytów oraz obcych substancji
toksycznych, które dosta³y siê do organizmu. Granulo-
cyty stanowi¹ ok. 55-75% wszystkich leukocytów. Przy-
czyn¹ tak du¿ej liczby jest ich niezbêdno�æ dla ochrony
organizmu przed zarazkami i krótki, parodniowy, czas
¿ycia.

Monocyty s¹ heterogenn¹ populacj¹ komórek (2-4%
ogó³u leukocytów), które, z jednej strony, stanowi¹
stadium przej�ciowe makrofagów tkankowych oraz
czê�ci komórek dendrytycznych, a z drugiej � same
uczestnicz¹ w odpowiedzi uk³adu odporno�ciowego.
Stanowi¹ drug¹ po granulocytach populacjê komórek
nap³ywowych w miejscu zapalnym, zdolnych nie tylko
do fagocytozy oraz zabijania drobnoustrojów, ale rów-
nie¿ do prezentacji antygenu limfocytom T (pamiêci).

Uzyskane wyniki badañ wykaza³y, ¿e kadm w zasto-
sowanym stê¿eniu powodowa³ obni¿enie aktywno�ci
komórek fagocytarnych, co mo¿e byæ wynikiem jego
bezpo�redniego oddzia³ywania toksycznego na fagocyty
lub po�rednio poprzez zaburzenia procesów metabo-
licznych, zmieniaj¹cych funkcjonowanie tych komórek.
Ponadto stwierdzono, ¿e kadm hamuje odpowied� pro-
liferacyjn¹ limfocytów T na mitogeny PHA (fitohema-
glutynina) i PWM (mitogen szkar³atki), czego nie
stwierdzono po stymulacji ConA (konkawalina A), a w
przypadku u¿ycia mitogenu LPS (lipopolisacharyd)
obserwowano wrêcz odwrotne zjawisko � aktywacji
limfocytów B (3, 7-9, 18).

Badania w³asne wykaza³y jednoznacznie, ¿e zasto-
sowany do intoksykacji szczurów kadm w stê¿eniu
2,1 mg/szczura/dobê spowodowa³ zarówno w przypad-
ku granulocytów, jak i monocytów statystycznie istot-
ny spadek ich aktywno�ci fagocytarnej, wyra¿onej w po-
staci odsetka komórek fagocytuj¹cych oraz �redniej
intensywno�ci fluorescencji, w porównaniu z grup¹ kon-
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troln¹ (tab. 1). Natomiast w odniesieniu do aktywno�ci
metabolizmu tlenowego leukocytów szczurów intok-
sykowanych obserwowano nieco zaskakuj¹ce wyniki,
zró¿nicowane w zale¿no�ci od rodzaju stosowanego
mitogenu i komórki efektorowej. W przypadku mono-
cytów szczurów intoksykowanych, statystycznie istot-
ne ró¿nice, w porównaniu z grup¹ kontroln¹, stwier-
dzono jedynie po ich stymulacji bakteriami E. coli i tylko
w odniesieniu do odsetka komórek pobudzonych
(tab. 2), podczas gdy �rednia intensywno�æ fluorescen-
cji granulocytów szczurów traktowanych kadmem, tak
po stymulacji miogenem PMA, jak i bakteriami E. coli,
by³a istotnie ni¿sza ni¿ w grupie kontrolnej. Jednak pro-
cent komórek pobudzonych, w�ród granulocytów szczu-
rów intoksykowanych, by³ statystycznie istotnie ni¿szy

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

Podobny efekt obserwowali inni autorzy u myszy
i szczurów (4, 5, 6, 10-12, 18, 19) i, jak sugeruj¹, dzia-
³anie kadmu jest zwi¹zane z jego bezpo�rednim lub po-
�rednim (poprzez metalotioneiny, których rol¹ jest ma-
gazynowanie oraz dystrybucja jonów kadmu, co w efek-
cie obni¿a stê¿enie wolnych jonów do warto�ci fizjolo-
gicznych) wp³ywem na syntezê i zawarto�æ wewn¹trz-
komórkowego NO. Wp³yw kadmu na metabolizm NO
jest �ci�le zwi¹zany z oddzia³ywaniem kadmu na pro-
cesy oksydoredukcyjne i zwiêkszonym wytwarzaniem
wolnych rodników. Poza tym wp³ywa on równie¿ na
produkcje nadtlenku wodoru i O

2
 oraz adherencjê ko-

mórek fagocytuj¹cych.

Tab. 3. Wp³yw preparatu Immunostim-Plus na wewn¹trzkomórkow¹ aktywno�æ bójcz¹ monocytów krwi szczurów intoksy-
kowanych kadmem

apurG

ytyconoM

PLMf AMP eiretkab iloc.E

kerómok%
hcynozdubop

æ�onwysnetniainder�
ijcnecseroulf

kerómok%
hcynozdubop

æ�onwysnetniainder�
ijcnecseroulf

kerómok%
hcynozdubop

æ�onwysnetniainder�
ijcnecseroulf

)alortnok(I 667,1±06,2 71,2±30,3 677,1±89,5 349,3±27,21 868,1±88,5 65,1±27,2

)sulPmitsonummI(II 493,1±25,2 173,4±22,6 065,9±06,7 11,21±00,01 267,0±97,5 948,0±57,2

)mdak(III 686,0±84,1 595,0±48,1 382,0±89,1 1 246,1±84,2 *80,2 c,a, 716,0± 98,1 c 382,0±

)sulPmitsonummI+mdak(VI 155,0±75,3 895,0±59,2 176,0±82,6 1 423,3±78,9 *61,01 b, 422,2± *79,4 b, 219,0±

Obja�nienia: jak w tab. 1

apurG

ytycolunarG

PLMf AMP eiretkab iloc.E

kerómok%
hcynozdubop

æ�onwysnetniainder�
ijcnecseroulf

kerómok%
hcynozdubop

æ�onwysnetniainder�
ijcnecseroulf

kerómok%
hcynozdubop

æ�onwysnetniainder�
ijcnecseroulf

)alortnok(I 985,4±50,6 226,0±03,2 721,2±21,39 53,11±43,72 56,11±42,37 784,0±21,3

)sulPmitsonummI(II 852,4±79,5 821,1±45,2 999,0±26,59 260,6±65,52 290,3±62,57 994,0±20,3

)mdak(III 61,3 c 22,1± 064,0±58,1 *88,68 c,a, 604,1± *79,7 a, 290,2± 24,86 c 589,4± *91,2 c,a, 231,0±

)sulPmitsonummI+mdak(VI 94,11±48,51 822,0±36,2 518,1±41,69 156,3±28,81 *1,29 b, 342,3± 291,0±81,3

Tab. 2. Wp³yw preparatu Immunostim-Plus na wewn¹trzkomórkow¹ aktywno�æ bójcz¹ granulocytów krwi szczurów intok-
sykowanych kadmem

Obja�nienia: jak w tab. 1

apurG
ytycolunarG ytyconoM

kerómok%
hcyc¹jutycogaf

æ�onwysnetniainder�
ijcnecseroulf

kerómok%
hcyc¹jutycogaf

æ�onwysnetniainder�
ijcnecseroulf

)alortnok(I 882,1±60,39 870,2±41,52 437,6±45,55 909,0±35,7

)sulPmitsonummI(II 698,0±66,59 67,62±*25,56 955,3±*27,27 485,9±*49,42

)mdak(III *69,98 c,a, 637,1± 8,22 a 666,1± *88,63 c,a, 753,6± 81,6 c,a 921,1±

)sulPmitsonummI+mdak(VI 577,1±*25,69 37,71±21,35 639,3±*24,97 494,6±*76,22

Tab. 1. Wp³yw preparatu Immunostim-Plus na aktywno�æ fagocytarn¹ granulocytów i monocytów
krwi szczurów intoksykowanych kadmem

Obja�nienia: * � ró¿nica statystycznie istotna p < 0,05 w stosunku do kontroli; a � ró¿nica statystycznie
istotna p < 0,05 pomiêdzy grupami II a III; b � ró¿nica statystycznie istotna p < 0,05 pomiêdzy grupami
II a IV; c � ró¿nica statystycznie istotna p < 0,05 pomiêdzy grupami III a IV
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W badaniach w³asnych efekt immunosupresji by³
zamierzony i wywo³any w celu oceny zdolno�ci immu-
nokorekcyjnych preparatu � Immunostim-Plus. Jak wia-
domo z wcze�niejszych badañ w³asnych (15, 16), Im-
munostim-Plus przy prawid³owo dzia³aj¹cym uk³adzie
odporno�ciowym u myszy silnie pobudza³ aktywno�æ
chemiluminescencyjn¹ granulocytów krwi � zwiêksza³
zdolno�æ granulocytów obojêtnoch³onnych do zabija-
nia drobnoustrojów w mechanizmie powstawania wol-
nych rodników tlenowych. Obserwowano stymulacjê
proliferacji limfocytów zale¿nej od mitogenów, a tak¿e
aktywno�ci metabolicznej i fagocytarnej leukocytów,
badanej zarówno na myszach, jak i u �wiñ. Ponadto
preparat ten zwiêksza³ aktywno�æ chemokinetyczn¹ lim-
focytów �ledzionowych myszy oraz produkcjê przeciw-
cia³ anty-SRBC.

Na podstawie analizy uzyskanych wyników badañ
aktywno�ci fagocytarnej leukocytów (tab. 1) nale¿y
stwierdziæ, ¿e w odniesieniu do monocytów, wykazuje
ona statystycznie istotny wzrost w porównaniu z grup¹
kontroln¹ i intoksykowan¹, zarówno w grupie szczu-
rów traktowanych kadmem i Immunostimem-Plus, jak
i tylko stymulowanych tym preparatem, wyra¿on¹ od-
setkiem komórek fagocytuj¹cych oraz �redni¹ intensyw-
no�ci¹ fluorescencji. Natomiast procent granulocytów
fagocytuj¹cych nieoczekiwanie by³ istotnie wy¿szy tylko
w grupie intoksykowanych szczurów i stymulowanych
Immunostimem-Plus ni¿ w grupie kontrolnej i intoksy-
kowanej, podczas gdy ekspresja fagocytuj¹cych granu-
locytów, wyra¿ona �redni¹ intensywno�ci¹ fluorescen-
cji, pomimo i¿ by³a wy¿sza w grupie zwierz¹t stymulo-
wanych Immunostimem-Plus oraz intoksykowanej i sty-
mulowanej ni¿ w grupie kontrolnej i intoksykowanej,
to jednak statystycznie istotny wzrost obserwowano
tylko u szczurów, którym aplikowano Immunostim-Plus.

Obserwowano równie¿ pozytywne dzia³anie Immu-
nostimu-Plus na aktywno�æ metabolizmu tlenowego, tak
granulocytów (tab. 2), jak i monocytów (tab. 3), po sty-
mulacji bakteriami E. coli, wyra¿on¹ w postaci odsetka
komórek pobudzonych oraz �redniej intensywno�ci
fluorescencji. Jednak statystycznie istotny wzrost tej
aktywno�ci stwierdzono tyko w grupie intoksykowa-
nych szczurów i stymulowanych Immunostimem-Plus,
w porównaniu zarówno z grup¹ kontroln¹, jak i stymu-
lowan¹ Immunostimem-Plus. Tak¿e po stymulacji PMA
aktywno�æ metabolizmu tlenowego granulocytów by³a
statystycznie istotnie wy¿sza zarówno w grupie szczu-
rów stymulowanych Immunostimem-Plus, jak i intok-
sykowanych i stymulowanych tym preparatem, ni¿
w grupie kontrolnej i intoksykowanej. Dodatkowo po
stymulacji granulocytów mitogenem fMLP odsetek ko-
mórek pobudzonych by³ istotnie wy¿szy w grupie zwie-
rz¹t intoksykowanych kadmem i stymulowanych Im-
munostimem-Plus ni¿ w grupie intoksykowanej.

Uzyskane u szczurów wyniki badañ, dotycz¹ce im-
munomoduluj¹cych w³a�ciwo�ci Immunostimu-Plus,
wskazuj¹ na mo¿liwo�æ praktycznego wykorzystania
tego preparatu do korygowania upo�ledzonej odporno�-

ci komórkowej zwierz¹t. Dodatkowo stanowi¹ zachêtê
do dalszych badañ nad ewentualnym wykorzystaniem
tego preparatu do korygowania upo�ledzonej odporno�-
ci u innych gatunków zwierz¹t oraz oceny innych para-
metrów zarówno swoistej, jak i nieswoistej odporno�ci.
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