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PRZEDMIOT

Opracowanie to opisuje badania wptywu FRC001 na nieswoistg odpornosé myszy i odrzutu
przeszczepu (graft versus host reaction - GVHR). Otrzymane wyniki wskazujg, ze FRC001
posiada pewien wptyw na wzmozenie funkcji fagocytarnej monojadrowych makrofagéw,
wskaznik Sledziony i grasicy, przemiane Sledzionowych limfocytow, formacji surowicy
hemolitycznej, wspotczynnika reakcji zwrotnej sledziony oraz wspodtczynnika stymulacji i
wskaznika bodzca, np. FRC001 moze zwiekszy¢ i usprawni¢ humoralng i komoérkowg
odpornos¢, stanowigc podstawe eksperymentalnego stosowania go w regulacji odpornosci
oraz zapobieganiu rozwoju i leczeniu guzéw nowotworowych.

Stowa Kluczowe : FRC001, Nieswoista odporno$¢, Reakcja odrzutu przeszczepu (GVHR)
powrét w GORE .
PODSTAWA

Tworzenie sie guzéw nowotworowych zwigzane jest z niedostateczng odpornoscig
organizmu. Istnieje wiele raportéw traktujacych o wskazniku niedostatecznej odpornosci,
ktéry uwazany jest jako bardzo istotny w badaniach antyneoplastycznych. Ponizsze
eksperymenty badaty wptyw FRC001 na nieswoistg odporno$¢ myszy oraz reakcje odrzutu
(GVHR).

powrét w GORE .

MATERIALY I METODY

1. Materiaty

2. 1.1 Przedmiot : FRC001.
1.2 Zwierze eksperymentalne : mysz czystej rasy Kunming, 18~22g, osobniki obu
ptci dostarczone przez Experimental Animal Center of Jiangsu Tumor Prophtlactico-
therapeutic Research Institute.

3. Metody

2.1 Fagocytarne funkcje monojadrowych makrofagéw (test usuwania wegla z
organizmu myszy)

2.1.1 Zatozenia eksperymentalne :



Myszy eksperymentalnej wstrzyknieto atrament indyjski, uzyty w doswiadczeniu jako
obce ciato krystaliczne. Atrament indyjski ulegt fagocytozie i zostat usuniety przez
monojgdrowe makrofagi po wejsciu w cyrkulacje. 90 procent jego ilosci zostato
sfagocytozowane przez komorki Kupffera watroby a reszta przez makrofagi
$ledziony. Wskaznik oczyszczenia obiegu z obcego ciata krystalicznego odzwierciedla
fagocytarne funkcje monojadrowych makrofagow. W danym przypadku, wskaznik
oczyszczenia z obcego ciata krystalicznego miat Scisty zwigzek z podang dawkg ciata
obcego, np. wskaznik fagocytozy byt wprost proporcjonalny do koncentracji w obiegu
jego dawki. Istniata liniowa zaleznos$¢ w systemie pomiedzy wspotrzedng czasu
zobrazowang na osi odcietych i wartoscig koncentracji krystalicznego ciata obcego
stanowiacg 0$ rzednych. Nachylenie K linii zaleznosci, stanowi wskaznik fagocytozy
(lub inaczej wskaznik oczyszczenia).

2.1.2 Przebieg doswiadczenia.

Myszy uzyte w doswiadczeniu losowo podzielono na : negatywng grupe kontrolng,
pozytywng grupe kontrolng oraz grupy zréznicowanego dawkowania FRC001. Myszy
karmiono mlekiem elementarnym i wodg destylowang oraz réznymi dawkami FRC001
przez kolejne 10 dni. Kazdej myszy wstrzykiwano tusz indyjski (rozcienczony 1~5
razy) 0.05ml/10g.wagi ciata do zyty ogonowej 30 minut po ostatnim karmieniu. W
pierwszej minucie (tl1) i piatej minucie (t5) po wstrzyknieciu 20 m1, usunieto krew
przy pomocy tuby ssgcej przesmarowanej roztworem heparyny a nastepnie
rozcienczono w 2ml 0.1% roztworu weglanu sodu. Absorpcja (A) roztworu krwi
testowana byta przy 680nm. Obliczono nastepnie wspotczynnik K z nastepujgcego
wzoru : (IgAl-IgA5)/(t5-t1)=(IgA1/A5)/4

2.2 Test na reakcje odrzutu GVHR. Dwie liniowo czyste myszy C57BL JCR
skrzyzowano w celu uzyskania nowego potomstwa. Zaczynajac od pierwszego dnia
urodzin nowych myszy, karmiono eksperymentalne samce (rodzicéw) FRC001 przez
10 dni, podczas gdy samcom w grupie kontrolnej nie podawano zadnych lekéw. Na
11 dzien po urodzeniu matych myszy, samce (rodzice) byty usmiercane i separowano
ich Sledzione. Nastepnie przy pomocy aseptycznej techniki, przygotowano zawiesine
komorek $ledziony (1X10 8/ml). Nowo narodzone myszy podzielono na grupe
eksperymentalng, grupe kontrolng i grupe normalna. Nowo narodzone myszy z grupy
eksperymentalnej zostaty zaszczepione 0,1 ml zawiesiny komérek $ledziony
eksperymentalnego samca (rodzica), w jednakowy sposdéb postgpiono w przypadku
nowych myszy i samca (rodzica) z grupy kontrolnej. Nowo narodzonym myszom z
normalnej grupy nie podawano zadnego $rodka. Wszystkie nowo narodzone myszy
usmiercono w siodmym dniu po ich zaszczepieniu, a nastepnie zwazono doktadnie ich
Sledziony i wyliczono wskaznik $ledziony (mg s$ledziony/10g.wagi ciata). Potem
wyliczono wspotczynnik bodzca $ledziony (SI) ze wzoru:

SI = (Sredni wskaznik $ledziony w gr. eksperymentalnej lub kontrolnej) / Sredni
wskaznik Sledziony w gr. normalnej.

2.3 Test Wskaznika sledziony i wskaznika grasicy.

Myszy gatunku Kunming (18~22g) zostaly losowo podzielone na negatywng grupe
kontrolng (karmione N>S). pozytywng grupe kontrolng i grupe FRC001. Karmiono je
wiasciwie dla okreslonej grupy przez kolejnych 10 dni i uSmiercano przez wywotanie
krwotoku oczodotu w drugi dzien po ostatnim karmieniu. Nastepnie wyseparowano



ich Sledziony oraz grasice i doktadnie je zwazono. Otrzymane rezultaty pokazujg
wskazniki wagowe $ledziony i grasicy (mg)/10g.wagi ciata.

2.4 Test przemiany limfocytow u myszy -kolorymetria mysiej sledziony MTT.

Mysz czystego gatunku Kunming usmiercono wywotujac krwotok z oczodotu i wyjeto
jej $ledzione w celu sporzadzenia 5 X 10 (8) /ml zawiesiny komoérek z roztworem
Hanks'a oraz srednig zawiesine komorek RPM 1640. Po 100 m1 zostato dodanych do
otworéw w naczyniu posiewowym, do kazdego z otworéw naczynia dodano tez PHA
100 m1 oraz leki eksperymentalne, podczas, gdy otwor kontrolny pozostawat
zakryty. Szczepy te hodowano w temp. 37~38 °C.5% w inkubatorze z CO2 przez 72
godziny. Do kazdego otworu dodano 50 m1 MTT 4~5 godzin przed zakonczeniem
hodowli. Pézniej kontynuowano jeszcze hodowle przez odpowiednio kolejne 24h, 36h
i 48h. Potem, wiozono je do lodowki w temp. 4 C na jedng noc. Nastepnie odessano
powierzchniowy osad i 150 jego m1 dodano 150 m1 kwasu izopropanolowego a
nastepnie wdmuchnieto do homogenicznego roztworu. Absorpcja (A) kazdego
cylindra byta testowana przy 630 nm wskazania fotometru ELISA. Szczegoty tych
badan dostepne sq w poz. [10] zataczonej bibliografii.

2.5 Test hemolizyny w surowicy.
1.Myszy (rasa Kunming, 18~22g) zostaty losowo podzielone na grupy : grupe
nieimmunologiczng, grupe immunologiczng oraz grupe immunologiczng leczong (z 3
réoznymi rodzajami dawek; matg srednig i wysoka). Kazdej myszy z dwdch ostatnich grup
wstrzyknieto 0.2 ml czerwonych krwinek owcy (SRBC), ktore rozpuszczono do 3:5(V/V) z
N.S Myszom w grupie leczonej podawano lek przed i po zaszczepieniu. Cztery dni po
zaczepieniu pobrano 1 ml krwi do sporzadzenia surowicy. Dla otrzymania wiekszej ilosci
szczegdtdow prosimy zapoznac sie z bibliografig poz .[8].

powrét w GORE .

WYNIKI I OMOWIENIA
1. Wptyw FRC001 na fagocytarne funkcje monojadrowych makrofagédw u myszy (Wykres 1.)

1.
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Wykres 1. Krzywa wptywu FRC001 na fagocytarne funkcje monojadrowych makrofagéw u
myszy

Zwiekszenie wskaznika oczyszczania (K) wprost odzwierciedla wzrost fagocytarnych funkcji
monojadrowych makrofagdw i nieswoistej odpornosci. Zgodnie z Wykresem 1., niskie,
Srednie i wysokie dawki FRC001 znacznie zwiekszaty wartos¢ K, (p<0.01). Wynik wskazuje,
ze FRC001 moze wzméc fagocytarne funkcje monojadrowych makrofagéw i nieswoistg
odpornosc.

2. Wptyw FRC001 na wskaznik sledziony i grasicy. (Tabela 1.)

Grupa Ilos¢ (n) Dawka X aSD(mg/10g.bw)
SI TI
Kontrolna 10 0 69.59 a25.59 26.23 a9.01
FRCO01 10 6.0 X 10(mg/kg X d) 64.92 a35.91*| 27.03 a13.03*

Mleko Elementarne 10 100 X 10(mg/kg Xd) |78.26 a22.82* 16.15 a2.60 ***

w porownaniu do gr. kontrolnej * P>0.05; *** P<0.01
Tabela 1. Wptyw FRC001 na wskaznik $ledziony (SI) i wskaznik grasicy (T1)

Sledziona i grasica sg bardzo waznymi organami immunologicznymi. Ich degeneracja i
atrofia, majq duzy wptyw na ich normalne funkcjonowanie. Zgodnie z Tabelg 1., FRC001
miat nieznaczacy wptyw na SI oraz TI (P>0.05). Otrzymane rezultaty wskazuja, ze Edfrann
nie wykazywat zadnego dowiedzionego wptywu na organy immunologiczne. Autorzy
domniemaja, ze byto to by¢ moze spowodowane krotkim czasem eksperymentu.

3. Wptyw FRC001 na przemiane $ledzionowych limfocytéw u myszy. (Wykres 2.)



(A 3r
25k
S B Grupa
1.5 | Testowa
l | =
- L : m G
05 | i l o B
[_:I | T i i i 1
24 36 45  Czas(h)

Wykres 2. Wptyw FRCO01 na przemiane $ledzionowych limfocytéw u myszy.

Przemiana Sledzionowych limfocytow odzwierciedla poziom immunologicznych funkcji
komédrek. Wedtug Wykresu 2., FRC001 miat ewidentny wptyw na przemiane $ledzionowych
limfocytéw. Rosta ona w miare uptywu czasu. Amplituda wzrostu miata najwyzszg wartosc¢
pomiedzy 26 a 48 godzing eksperymentu. W poréwnaniu do grupy kontrolnej, przemiana
$ledzionowych limfocytéw w 24h, 36h, i 48h wzrosta w znaczacy sposob (P<0.01). Wyniki
wskazujg, ze FRC001 potrafi wzmagac¢ funkcje odpornosciowe komérek organizmu.

4. Wptyw FRCO001 na surowice hemolityczng (Wykres 3.)
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Wykres 3. Krzywa wptywu FRC001 na formacje surowicy hemolitycznej.

Hemolizyna (IgM) odzwierciedla poziom odpornosci humoralnej. W trakcie eksperymentu
wystgpito zwiekszenie absorpcji péthemolizyny (HC50), wskazujace na wzrost hemolizyny i
tym samym odpornosci humoralnej. Zgodnie z wykresem 3., HC50 wzrastato stopniowo, w
miare zwiekszania dawki FRCO01. Roznica pomiedzy grupg eksperymentalng, a kontrolng
byta bardzo znaczaca (P<0.01). Otrzymane rezultaty wskazuja, ze Edfrann ma wptyw na
wzrost odpornosci humoralnej.

5. Wptyw FRC0O01 na GVHR u myszy (Tabela 2.).



.. Sposob Dawka Wskaznik Reakcji Odrzutu Wskaznik
Grupa |[Ilosc

Podania (mg/kg Xd) (mg spleen/g.w) Bodzca (SI)
Normalna 8 ig 0 7.76 al.14 *x* -
Kontrolna| 8 ig 6.0 X 10 9.82 al.36 ** 1.22
FRCO01 | 8 ig 6.0 X 10 12.96 al1.88 1.96

W poréwnaniu z grupg FRC001, *P>0.05; **P<0.05; ***P<0.01
Tabela 2. Wptyw FRC0O01 na (reakcje odrzutu przeszczepu) GVHR u myszy.

GVHR odzwierciedla funkcje odpornosci komoérkowej na wskaznik odrzutu przeszczepu oraz
wskaznik bodzca. Zgodnie z Tabelg 2,. wskaznik odrzutu przeszczepu oraz wskaznik bodzca
byty w grupie FRC001 znacznie wieksze niz w grupie normalnej (bez aplikacji jakichkolwiek
$rodkow) oraz grupie kontrolnej (w ktérej podawano tylko wode destylowang) (P<0.05 lub
P<0.01). Rezultaty pokazujg, ze Edfrann moze zwiekszac i poprawia¢ funkcje odpornosci
komorkowej.

Wszystkie z powyzszych wynikdéw zgodnie wskazujg, ze FRC001 miat pewien wpltyw na
nieswoistg odpornosc¢ eksperymentalnych myszy. Regulacyjne dziatanie FRC001 na
odpornosc jest prawdopodobnie zwigzana z jego sktadnikami. Udowodniono bowiem, ze
chinskie leki oddziatujace na ozywienie Qi, krew, ocieplenie Yang, ..itd. zawierajg wiele
bioaktywnych skfadnikéow, ktére usprawniajg funkcjonowanie systemu siateczkowo-
srodbtonkowego, formacji antyciat oraz swoistej i nieswoistej odpornosci. Dodatkowo, w
przypadku chinskich lekéw ich wptyw na niszczenie wolnych rodnikdw wspiera funkcje
ochronne organdéw immunologicznych, reguluje odpornos¢, usprawnia czynniki
odpornosciowe, ..itd.. FRC001 zawiera sktadniki ozywiajace Qi, oraz krew, a takze
ocieplajace krew oraz niszczace wolne rodniki. Inne jego sktadniki odgrywajq duza role w
regulacji odpornosci organizmu i stymulacji jej nasilenia. Lepsze poznanie ich biologicznego
oddziatywania bedzie przedmiotem badan w najblizszej przysztosci.

powrét w GORE.
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