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SUMMARY

Genus Aloe was traditionally applied for the medicinal practice
over thousands of years and used for treatment of wide range
of medical indication from stomach disorders to cancer. Fresh
leaves of Aloe arborescens contain various groups of chemical
compounds such as: glycoproteins, polysaccharides, hydroxyan-
thraquinone derivatives, vitamins, minerals, aminoacids and
many others, which show multidirectional therapeutic action.
These active components are responsible for immunomodula-
tory, antiinflammatory and antimicrobial effects of Aloe arbo-
rescens.

Therefore the aim of our study was to demonstrate that water
Aloe arborescens extract positively affects the survival of mouse
thymocytes in cultures with hydrocortisone (cytotoxicity test) and
increases the count of splenocytes forming spontaneous rosettes
with sheep red blood cells (E-rosette test ). The immature thy-
mocytes have steroid receptors on their surface, therefore being
sensitive to the lytic action of hydrocortisone, which induces an
active process of autodestruction leading to apoptosis. During
maturation and obtainment of immunological power the cells
lose these receptors and become resistant to steroids. The ability
of splenocytes to bind sheep erythrocytes to form spontaneous
resettes depends on the binding of glycoprotein structures pres-
ent on the surface with lipids present on the surface of sheep red
blood cells.

The obtained results show that water Aloe arborescens extract
increases survival rate of Balb-c mouse thymocytes in cultures
with hydrocortisone and increases the ability of splenocytes to
attach to sheep erythrocytes in E-rosette test. Comparison of the
results for water extract from the Aloe arborescens leaves with
those obtained for synthetic immunostimulators: levamisol and
isoprinosine, shows no differences between the immunostimula-
tory activity of both.
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Wstep

Aloes drzewiasty (Aloe arborescens Mill.) jest jed-
nym z najbardziej rozpowszechnionych gatunkéw
z rodzaju Aloe L. Z uwagi na szerokie zastosowanie
w przemySle zywnoSciowym, kosmetycznym i far-
maceutycznym, poza stanowiskami naturalnymi,
uprawiany jest na plantacjach, gtéwnie w Japonii,

Chinach, obu Amerykach, a takze w Polsce. Liscie
aloesu zawieraja do 98% wody; w pozostalych kilku
procentach zawartoSci znajduje si¢ duza liczba biolo-
gicznie aktywnych sktadnikéw (1, 2). Od dziesiatkow
lat preparaty aloesowe stosowane sg w profilaktyce
i terapii ludzi i zwierzat, w szeregu takich choréb, jak
zakazenia bakteryjne i wirusowe, rany i owrzodzenia
oraz choroby uktadu pokarmowego (3-8). Whasciwosci
przeciwutleniajace i stymulujace uktad odpornoSciowy
aloesu drzewiastego wykorzystywane sa takze w pro-
filaktyce i leczeniu wspomagajacym choréb cywiliza-
cyjnych; cukrzycy i nowotwordéw (9, 10).

Od lat piecdziesiatych na terenie Polski dopuszczo-
ny do obrotu jest produkt leczniczy o nazwie Biosty-
mina; plyn doustny, bedacy wodnym wyciagiem z lisci
aloesu drzewiastego, pochodzacego z hodowli wlasnej
Zaktadéw Zielarskich Phytopharm Kleka S.A. Liscie
roSlin trzyletnich po procedurze mycia poddaje si¢
bioaktywacji zgodnie z teoria Fitatowa. Zaktada ona,
ze przechowywanie w zimnie i w ciemnosci powodu-
je powstanie biogennych stymulatoréw w tkankach
ro§linnych, odpowiedzialnych za efekty terapeutycz-
ne (8). Po okresie bioaktywacji, rozdrobnione liScie
poddaje si¢ ekstrakcji woda redestylowana, na drodze
gotowania przez okres 10-20 min. Ekstrakty wodne po
filtracji i sterylizacji sa amputkowane i wyjalawiane.

Biostymina stosowana jest najczeSciej w profilak-
tyce i leczeniu zakazen gérnych drog oddechowych
(1, 4, 6). Warto zaznaczy¢, ze dzialanie immunosty-
mulujace Biostyminy zalezne jest od dawki i drogi
podania.

Cel pracy

Celem pracy jest potwierdzenie immunostymulu-
jacego dziatania Biostyminy otrzymywanej w aktual-
nym procesie wytwarzania i poréwnanie jej dziatania
z aktywnoScig syntetycznych immunostymulatoréw.
Do oceny dzialania immunostymulujacego zasto-
sowano testy: cytotoksycznoS$ci z hydrokortyzonem
i rozetowy, przy czym prawidtowe przeprowadzenie
immunizacji zwierzat sprawdzano za pomoca testu
hemaglutynacji.
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Materialy i metody
Zwierzeta

Myszy szczepu wsobnego Balb-c, samice, w wieku
4 tyg. o masie ciata ok. 16 g (test cytotoksycznosci) oraz
6-8 tyg. o masie ciata ok. 20 g (test tworzenia rozet E
i test hemaglutynacji czynnej). Zwierzeta pozyskiwano
z hodowli Narodowego Instytutu Zdrowia Publiczne-
go — Pafnstwowego Zaktadu Higieny. DoSwiadczenia
z udziatem zwierzat wykonano za zgoda IV Lokalnej
Komisji Etycznej; nr 47/2013 (06/NIL/2010).

Plyny hodowlane

— Podloze hodowlane RPMI-1640, z dodatkiem
Hepes 20 mM/1 (IITD Wroctaw);

— Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej, PBS
(IITD Wroctaw);

— Plyn Hanksa z dodatkiem 0,5% hydrolizatu
laktoalbuminy (IITD Wroctaw).

Odczynniki

— Hydrokortyzon — (Corhydron) 100 mg, proszek
i rozpuszczalnik (Jelfa);

— Krwinki czerwone owcy (SRBC), GRASO Bio-
tech, stabilizowane w plynie Alsewera;

— Plyn Alsewera: glukoza, cytrynian sodu, chlorek
sodu, kwas cytrynowy (wszystkie odczynniki
POCH);

— Izofluran — (AErrane), ptyn (Baxter); Suro-
wica cieleca ptodowa (Bioprodukt); Biekit
trypanu, substancja (Merck); Fiolet krystalicz-
ny, substancja (Merck); Gradisol L o gestoSci
1,077 g/ml (Aqua Medica).

Immunostymulatory

— Biostymina, ptyn doustny (Phytopharm, Klgka);

— Produkt leczniczy Biostymina podawano w te-
Scie cytotoksycznosci, w dawkach: 2,4, 61 8 pl/ml
hodowli; w tescie hemaglutynacji i rozetowym
w dawkach: 2 i 4 ul/mysz (podanie doustne) (1);

— Isoprinosine, substancja (Synthelabo); Levami-
sole hydrochloride, substancja (Sigma). Oba
zwiazki stosowano w stezeniach: 1,00; 0,10
i 0,01 mg/ml hodowli (11).

Test cytotoksycznosci

W tescie oceniano wptyw danego czynnika na
przezywalno$¢ tymocytéw myszy w 18-20 godz.
hodowlach z hydrokortyzonem (12). Niedojrzate
tymocyty maja na swojej powierzchni receptory dla
sterydow, przez co sa wrazliwe na lityczne dziata-
nie hydrokortyzonu, ktory indukuje aktywny pro-
ces autodestrukcji i wywotuje apoptoze (13, 14).

Podczas dojrzewania i nabywania przez limfocyty
kompetencji immunologicznych, komérki traca te
receptory i staja sie sterydooporne. Hodowle ty-
mocytéw sa dobrym modelem doswiadczalnym dla
szybkiej oceny czynnikow mogacych przyspieszac
dojrzewanie limfocytow T, a wiec wywierajacych
dziatanie tymomimetyczne, podobne do dziatania
hormonéw grasicy.

Myszy usypiano izofluranem i pobierano jatowo
grasice, ktore nastepnie przecierano przez metalowe
sito (Srednica oczek okoto 300 wm, produkcji firmy
Sigma). Tymocyty otrzymane z rozdrobnionych grasic
przeptukiwano trzykrotnie RPMI-1640 i wirowano
(1800 obr./min przez 7-8 min). Po ostatnim wiro-
waniu tymocyty w liczbie 4x10° komodrek/ml zawie-
szano w RPMI z dodatkiem 10% ptodowej surowicy
cielecej. Zawiesine tymocytéw rozlewano po 1 ml
do jalowych probéwek i dodawano po 2, 4, 6 lub 8
ul Biostyminy lub lewamizol i izoprynozyne w ste-
zeniu: 1,00; 0,10 i 0,01 mg/ml. Po uplywie 1 godz.
dodawano hydrokortyzon w dawce 50 wg/ml hodowli
tymocytéw. Tak przygotowane proby inkubowano
przez 18-20 godz. w temp. 37°C w atmosferze CO.,.
Po tym czasie obliczano dla kazdej hodowli liczbe
zywych i martwych komorek po zabarwieniu 0,04%
roztworem btekitu trypanu. Test przeprowadzano
w warunkach jalowych.

Warunkiem prawidlowo przeprowadzonego do-
Swiadczenia jest odpowiednia zywotnoS¢ tymocytow.
Pod mikroskopem liczono 100 komdrek, oddzielnie
zywe 1 martwe. Odsetek komorek zywych w kontroli
bez hydrokortyzonu powinien wynosi¢ powyzej 80%;
w przeprowadzonych badaniach zywotno§¢ tymocytow
w hodowlach kontrolnych wynosita od 86,3-91,3%.
Wzgledna przezywalno$¢ komorek (stosunek komorek
zywych w hodowli z hydrokortyzonem do komoérek
zywych w kontroli powinien miesci¢ si¢ w granicach
50-65%) wynosita Srednio 56,93% (wzgledna prze-
zywalno$¢ komérek ponizej 50% lub powyzej 65%
dyskwalifikuje doswiadczenie). Wyniki przeliczano
jako procentowy wzrost (lub spadek) liczby zywych
komoérek w hodowlach z badanymi czynnikami w sto-
sunku do hodowli z hydrokortyzonem.

Test rozetowy

Przyjmuje sie, ze wszystkie limfocyty T maja
receptory dla krwinek czerwonych owcy (15, 16).
Zdolnos¢ limfocytéw T do taczenia sie z krwinkami
owcy i tworzenia z nimi spontanicznych rozet (tzw.
rozet E) zalezy od wigzania si¢ struktur glikolipido-
wych na powierzchni blony komoérkowej limfocytow
z lipidami powierzchniowymi erytrocytow owcy.
Wszystkie czynnoSci zwigzane z testem wykony-
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wano w lodzie. Wirowanie prowadzono w wiréwce
z chtodzeniem.

Myszom, w celu immunizacji, podawano dootrzew-
nowo jednorazowa dawke 4x108 erytrocytow owcy
(SRBC) (17). Zwierzeta kontrolne otrzymywaly PBS.
Biostymine podawano doustnie w dawkach 2 i 4 pl/
mysz. W 5 dniu po immunizacji myszy usypiano izoflu-
ranem i pobierano §ledziong, ktdra uzywano nastepnie
do wykonania testu rozetowego. Otrzymane ze §le-
dziony splenocyty homogenizowano, nawarstwiano na
Gradisolu L o gestosci 1,077 g/ml i wirowano 15 min
przy 3000 obr./min. Uzyskane z granicy faz limfocyty
dwukrotnie ptukano w ptynie Hanksa, ponownie wi-
rowano i zawieszano w podlozu, uzyskujac koncowa
liczbe komorek 2x10%/ml hodowli. Dla kazdej proby
okre$lano procent splenocytéw martwych (obecnosé
martwych komoérek w iloéci powyzej 10% dyskwalifi-
kuje prébe do dalszych badan). Nastepnie do hodowli
splenocytow dodawano 1% zawiesiny SRBC w plynie
Hanksa. Po 15 min inkubacji w temp 37°C hodowle
inkubowano 20 godz w temp 4°C. Po zabarwieniu
0,1% roztworem fioletu krystalicznego zliczano pod
mikroskopem odsetek splenocytéw, wokot ktorych
utworzyly sie rozety (za rozete uwazano splenocyt
otoczony co najmniej trzema erytrocytami owcy).
Dla kazdego badania testem rozetowym wykonywano
test hemaglutynacji, jako kontrolny test prawidtowo
wykonanej immunizacji. Uzyte do testu rozetowego
myszy byly rowniez Zrodlem surowicy.

Wyniki uzyskane w tescie cytotoksycznosci i ro-
zetowym poddano ocenie statystycznej, obliczajac
SE - standardowy btad Sredniej oraz statystyczna
istotno$¢ réznic dla dwoch prob powigzanych (pro-
gram Medistat).

Test hemaglutynacji wg Adlera (17) w modyfikacji
wlasnej (18)

W teécie hemaglutynacji wykorzystuje si¢ reakcje
swoistego laczenia przeciwciat z antygenem w postaci
erytrocytow. Komorki taczac sie ze swoistymi przeciw-
cialami tworza kompleksy i wypadaja z zawiesiny reak-
cyjnej w postaci klgczkow. Pobrang krew inkubowano
w cieplarce przez 15 min, nastepnie umieszczano na
30 min w temp 4°C i odcinano skrzep, wirowano 10
min przy 2500 obr./min i zbierano surowice z kazdej
probki. W celu inaktywacji dopelniacza surowice
umieszczano w tazni wodnej w temp 56°C na 30 min.
Do przygotowanych na mikroplytkach kolejnych roz-
cienczen surowic dodawano 1% zawiesing SRBC
i inkubowano przez 2 godz. w 37°C, a nastepnie in-
kubowano w temp 4°C przez 18-20 godz. Kontrole
stanowily surowice myszy, ktérym podawano PBS.
Za miano aglutynacyjne surowicy (szacunkowa ilo§¢

przeciwcial w surowicy) uwazano najwicksze jej roz-
cienczenie, w ktorym nastepuje jeszcze aglutynacja
(ocena mikroskopowa — co najmniej 3 zlepy w polu
widzenia pod powigkszeniem 200x).

Wyniki

Uzyskane wyniki w teScie cytotoksycznoSci z hy-
drokortyzonem i rozetowym potwierdzily stymulujacy
wplyw Biostyminy na odpowiedZ komorkowa uktadu
odpornosciowego.

W tabeli 1 zestawiono wyniki oceny zZywotnoSci
tymocytéw uzyskanych z myszy szczepu Balb-c, po
dodaniu do ich hodowli Biostyminy w dawkach 2,
4, 6 1 8 ul/ml, a nastepnie hydrokortyzonu. Kontrole
stanowily hodowle z hydrokortyzonem, a zywotnos¢
tymocytow w hodowlach kontrolnych przyjeto za
100%. Biostymina w dawkach 2 i 4 ul/ml istotnie
statystycznie zwiekszata liczbe zywych tymocytéw,
przy czym zywotnoS¢ tymocytow przy zastosowaniu
wigkszych dawek (6 i 8 pl/ml) nie réznila si¢ istotnie.

Wyniki dotyczace wptywu Biostyminy na liczbe sple-
nocytéw tworzacych spontaniczne rozety E przedsta-
wiono w tabeli 2. Zastosowano dawki Biostyminy 2
i4 pl/ml, gdyz przy tych dawkach obserwowano najwyz-

Tabela 1. Wplyw Biostyminy na zZywotno$¢ tymocytow
w 18-20 godz. hodowlach z hydrokortyzonem.

Dawka Odsetek zywych tymocytéw
Biostyminy w odniesieniu do uktadu kontrolnego
(u1/ml hodowli) (%)
117,4 = 7,98
2 n=16
*
121,1 = 10,49
4 n=15
*
6 116,5 = 14,03
n=38
8 108,3 = 9,86
n=38
*p < 0,0001

Tabela 2. Wplyw Biostyminy na liczbe splenocytéw two-
rzacych rozety.

Dawka Biostyminy Wzrost liczby rozet w odniesieniu
(ul/mysz) do uktadu kontrolnego (%)
153,8 + 56,40
2 n=17
**
167,8+58,8
4 n=18
*

*p < 0,001, **p < 0,01
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sza przezywalnoS¢ tymocytdw w tescie cytotoksycznosci.
Kontrole stanowity splenocyty uzyskane z myszy otrzy-
mujacych tylko PBS. Przedstawione wyniki wskazuja na
istotny statystycznie wptyw Biostyminy na zwigkszenie
liczby splenocytow zdolnych do przytaczania krwinek
czerwonych owcy (tworzenie rozet).

Poréwnano takze dziatanie immunostymulujace
Biostyminy z dzialaniem syntetycznych immunosty-
mulatoréw: izoprynozyny i lewamizolu. Otrzymane
wyniki w tescie cytotoksycznosci dla izoprynozyny
i lewamizolu (tab. 3) potwierdzaja ich aktywnos$¢
immunostymulujaca na poziomie poréwnywalnym
do Biostyminy. Obserwowane dziatanie byto propor-
cjonalne od zastosowanego stezenia. [zoprynozyne
1 lewamizol stosowano w stezeniach nietoksycznych
dla tymocytow, w zakresie 1,0-0,01 mg/ml hodowli.

Test hemaglutynacji traktowany jest jako element
wewnetrznej kontroli jakoSci przeprowadzonej pro-
cedury i uzupehienie testu rozetowego. Pozwala na
stwierdzenie, czy immunizacja myszy erytrocytami
owcy przebiegata prawidtowo i czy wszystkie zwierzeta
moga by¢ brane pod uwage przy obliczaniu aktywnoSci
biologicznej testem rozetowym. Uzyskane w teScie
hemaglutynacji wyniki wykazaly poprawne przepro-
wadzenie procedury immunizacji myszy.

Dyskusja

Sprawny uktad immunologiczny dziata na kilku po-
ziomach i mozemy wyrdznic¢ dwa gtéwne mechanizmy
obrony przed czynnikami chemicznymi, fizycznymi,
czy biologicznymi.

Pierwszy mechanizm tworzy odporno$¢ nieswoista
(wrodzona), na ktoérg skladaja si¢ migdzy innymi:
bariera mechaniczna w postaci nieuszkodzonej skory
i blon §luzowych, operujace na powierzchni ciala czyn-
niki humoralne (lizozym, niskie pH) i mechaniczne
(ruch rzesek, tzy), czynniki humoralne dziatajace
w komorkach i ptynach komorkowych (interferony,

Tabela 3. Wplyw syntetycznych immunostymulatoréw na
zywotno$¢ tymocytéw w 18-20-godzinnych hodowlach z
hydrokortyzonem.

Stezenie (mg/ml) Izoprynozyna Lewamizol
114,1% = 11,50 132,3% = 8,49
1,00 n =30 n=12
* *
106,2% + 12,12 127,2% + 11,64
0,10 n =29 n=12
*kk *
89,3% =+ 17,54 88,0% = 12,20
0,01 n=18 n=12
*kk *%

*p < 0,0001, **p < 0,01, ***p < 0,05

uktad dopehiacza, biatka ostrej fazy), makrofagi,
komoérki NK oraz granulocyty.

Drugim mechanizmem jest odporno§¢ swoista
(nabyta), na ktdra sktadaja si¢ dwie odpowiedzi im-
munologiczne: odpowiedZ humoralna — zalezna od
wytwarzania swoistych przeciwciat neutralizujacych
patogeny oraz odpowiedZ komorkowa, w ktdrej biorg
udzial klony limfocytéw T pomocniczych i cytotok-
sycznych, rozpoznajacych antygeny drobnoustrojow.

Aktywno$¢ immunostymulujaca wodnego wyciagu
z lisci aloesu drzewiastego potwierdzito w swoich pra-
cach, w réznych okresach czasowych, wielu autoréw
(1, 3-6). Wykazano takze, ze liScie mtodych roslin
(3-6-letnich) zawieraja wigcej substancji aktywnych
biologicznie, niz liscie roslin wieloletnich (19). Istotna
role w aktywnosci biologicznej wyciagu wodnego z alo-
esu drzewiastego odgrywa sposob przygotowania wy-
ciagu i zastosowany eluent. Coopoosamy i Naidoo (20)
wykazali silniejsza aktywnoS¢ przeciwdrobnoustrojowa
wyciagu etanolowego z lisci aloesu drzewiastego niz
wyciagu wodnego, przygotowanego przez gotowanie.
Wydaje sie réwniez, ze wyciagi z aloesu drzewiastego
przygotowane przez gotowanie dzialaja silniej prze-
ciwutleniajaco niz wyciagi przygotowane w procedurze
bez ogrzewania (21). Tak jak dla wigkszosci immuno-
stymulatoréw, efekt dziatania wyciagu z liSci aloesu
drzewiastego zalezy od drogi podania, dawki i czasu
trwania terapii. W poréwnaniu do chemioterapeu-
tykow, optymalnego efektu terapeutycznego w tym
przypadku nie uzyskuje si¢ przez zwickszanie dawki
i wydluzanie czasu terapii. Wysokie dawki i przewlekle
stosowanie produktéw aloesowych moga zaszkodzié
pacjentowi (1, 22, 23).

Uzyskane obecnie wyniki potwierdzaja, ze Biosty-
mina otrzymywana w biezacym procesie technolo-
gicznym wplywa na odpowiedz komérkowa uktadu
odpornosciowego, przyspiesza dojrzewanie tymocytow
i nabywanie przez nie kompetencji immunologicznych.
Zwieksza rowniez zdolnos¢ taczenia splenocytow
z krwinkami owcy i tworzenia rozet. Stymulacja odpo-
wiedzi komodrkowej przez Biostyming, obserwowana
w tescie cytotoksycznosci z hydrokortyzonem, jest po-
rownywalna z aktywnoScia syntetycznych immunosty-
mulatoréw: izoprynozyny i lewamizolu. Z przegladu
piSmiennictwa wynika, ze uzycie liSci trzyletnich roslin,
zastosowanie wody jako eluentu i elucja w temperatu-
rze wrzenia wody, daje produkt o wysokiej zawartoSci
substancji czynnych i o optymalnym sktadzie. Bio-
stymina — wodny wyciag z lisci aloesu drzewiastego,
dziala stymulujaco na odpowiedZ komérkowa uktadu
odpornoSciowego, i zgodnie z danymi z piSmiennic-
twa, moze by¢ stosowana w profilaktyce i szerokim
zakresie wskazan leczniczych.
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Whioski

1. Biostymina, w przyjetym uktadzie do§wiadczalnym,
istotnie statystycznie zwigckszata zywotnoS¢ tymocy-
tow w hodowlach z hydrokortyzonem.

2. Biostymina w zastosowanych dawkach istotnie sta-
tystycznie zwiekszata liczbe splenocytow zdolnych
do tworzenia rozet z erytrocytami owcy.

3. Dzialanie immunostymulujgce Biostyminy byto na
poréwnywalnym poziomie do dziatania syntetycznych
immunostymulatoréw: izoprynozyny i lewamizolu.
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