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Die immunstimulierende Wirkung per-
oral angewendeter Zubereitungen aus
einer Reihe von Pflanzen, z.B. aus Son-
nenhut-(Echinacea-)Arten, aus der Far-
berhiilse [Baptisia tinctoria (L.) VENT],
aus dem Abendldndischen Lebensbaum
(Thuja occidentalis L.) (Abb. 1), von
Mischungen dieser Zubereitungen oder
von Spezialextrakten aus Mischungen
dieser Drogen ist gut bekannt. Die Zube-
reitungen zeigten nicht nur am pharma-
kologischen Testmodell immunmodula-
torische Aktivitit [Ubersicht bei (2, 3)],
sondern sie haben auch in klinischen
Versuchen bewiesen, dass sie bei pro-
phylaktischer Anwendung zur Uberwin-
dung von tempordrer Immunschwache

beitragen und dadurch die Haufigkeit
des Auftretens von Atemwegsinfek-
tionen verringern. Bei therapeutischem
Einsatz koénnen sie die Symptomatik
derartiger Erkrankungen mildern, die
Erkrankungsdauer verkiirzen und die
Rezidivhdufigkeit einschrinken. In klini-
schen Studien konnte ihre Wirksamkeit
bei der Prophylaxe und Therapie von an-
deren Infektionskrankheiten ebenfalls
nachgewiesen werden (2, 26, 31, 35, 36).

Die Art der wirksamkeitsbestim-
menden Inhaltsstoffe dieser Pflanzen ist
jedoch noch nicht véllig geklart. Als
Wirksubstanzen der Sonnenhut-Arten
werden Alkamide, Kaffeesdurederivate,
z.B. Cichoriensdure, und Polysaccharide

I Zusammenfassung

Mit dem Ziel, zur Aufkldrung der Art der Wirksubstanzen peroral applizierter Extrakte aus
immunstimulierend wirkenden Pflanzen und ihres Wirkungsmechanismus beizutragen,
wurden In-vitro-, Ex-vivo- und In-vivo-Untersuchungen mit Extrakten aus den Wurzeln von
Echinacea-Arten und von Baptisia tinctoria sowie aus Triebspitzen von Thuja occidentalis,
aus Mischungen dieser Drogen sowie mit den makromolekularen Korponenten dieser

Extrakte durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass die makromolekularen Komponenten
invitro, verglichen mit den Gesamtextrakten, die gleiche oder stédrkere immunstimulierende
Wirkung besitzen; dass immunkompetente Zellen des Darmes sowie die der Milz durch per-
orale Applikation der Extrakte aktiviert werden kénnen; dass eine Immunsuppression durch
perorale Applikation der Extrakte aufgehoben werden kann; dass die perorale Applikation
der Extrakte an mit Influenzaviren infizierten Méusen zur Abschwéchung der Erkrankungs-
symptome und zur Erh6hung der Uberlebensrate fiihrt; dass Extrakte aus Drogen-
mischungen eine giinstigere Wirkung als Einzelextrakte aufweisen.

Es wird gefolgert, dass die makromolekularen Komponenten der Extrakte, besonders die
Polysaccharide/Glykoproteine, bei Kontakt mit den immunkompetenten Zellen der Schleim-
hdute des Rachens und Darmes diese Zellen in erhihte Alarmbereitschaft versetzen. Die
Bereitschaft zur sofortigen Abwehrreaktion nach Kontakt mit fremden Makromolektilen,
besonders mit Mikroorganismen, wird durch Rezirkulation der aktivierten Zellen auf andere
Bereiche des Kérpers (ibertragen.
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bzw. Glykoproteine (1, 31, 34) diskutiert.
Bei Thuja occidentalis und Baptisia tinc-
toria konnten ebenfalls Polysaccharide
bzw. Glykoproteine (6, 8, 19, 33), bei
Thuja occidentalis dariiber hinaus auch
Lignane (31) die Wirksubstanzen sein.
Maoglich ist jedoch auch, dass mehrere
Inhaltsstoffe an der Wirkung beteiligt
sind (3).

Forschungsbedarf bei Wirkungsweise

Auch tiber die Wirkungsweise der Zube-
reitungen herrscht keine véllige Klar-
heit. Zundchst wurde eine Einschran-
kung der Ausbreitung von Infektions-
erregern durch Hemmung der Hyaluro-
nidase (24) oder eine virostatische
Wirkung (4, 7, 23) angenommen. Heute
gehen die meisten Autoren davon aus,’
dass die Wirkung durch Stimulation
immunkompetenter Zellen zustande
kommt.

Wdhrend bei parenteraler, vorwie-
gend intravendser Anwendung von Ex-
trakten aus den Drogen, wie sie frither
praktiziert wurde, eine direkte Einwir-
kung der Wirksubstanzen auf die im-
munkompetenten Zellen des Blutes und
der Gewebe anzunehmen ist, bleibt es
bei der heute tblichen peroralen An-
wendung in Form von Tabletten oder
fliissigen Arzneiformen unklar, wie eine
systemische Wirkung erreicht wird.
Nach peroraler Applikation einer
Echinacea-Tinktur konnten die in der
Droge vorkommenden isomeren Alka-
mide Dodeca-2E 4E,8Z,10E-tetraensdu-
re-isobutylamid und Dodeca-2E 4E,8Z,
10Z-tetraensdure-isobutylamid zwar im
Blut von Patienten nachgewiesen wer-
den (15), da jedoch auch an Alkamiden
arme wadssrige Extrakte bzw. Presssafte
aus Echinacea-Arten, von Alkamiden
freie Extrakte aus Thuja occidentalis und
Baptisia tinctoria sowie makromolekula-
re Fraktionen von Drogenextrakten volle
Wirksambkeit besitzen, bleibt die Frage
ihrer Beteiligung an der immunstimulie-
renden Wirkung weiterhin offen.

Denkbar ist, dass die Wirkung durch
direkten Kontakt der Extrakte mit im-
munkompetenten Zellen der Schleim-
hdute hervorgerufen wird. Als derartige
Reaktionspartner kommen in Betracht;
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4 Ab
(Wurzeln), Thuja occidentalis (Sprossspitzen}

B Zellen des Waldeyer-Rachenringes
{auch als NALT bezeichnet, nasal-
associated lymphoid tissue, u.a. aus
Rachenmandeln, Zungenmandeln,
Gaumenmandeln,  Tubenmandeln
bestehend),

p  Zellen des Schleimhaut-assoziierten
lymphatischen Gewebe des Darmes
(GALT, gut-associated lymphoid tis-
sue), das besonders die Zellen der
Peyer'schen Plaques (kleine in der

Dinndarmschleimbaut liegende
weife Knétchen aus lymphoidem
Gewebe) wnfasst,

# und méglicherweise auch Zellen der
oberen Bronchienabschnitte, d.h. des
Bronchus-assoziierten  lymphati-
schen Gewebes (BALT, bronchus-as-
sociated lymphoid tissue) (18, 31}

Solite diese Annahme Bestitigung fin-
den, bleibt unklar, ob und wie die 5ig-
naltransduktion von den Kontaktstellen
in diesen Geweben zu anderen immun-
kompetenten Zellen des Kérpers erfolgt.

Lim zur Kldrung dieser Fragen beizu-
tragen, wurde im Rahmen einer Disser-
tation (9), aufbavend auf frither gewon-
nene eigene experimentelle Daten und
die anderer Autoren, in Versuchen an
immunkompetenten Zellen in vitro so-
wie an Versuchstieren (Mausen) in vivo
und ex vivo zu kldren versucht,

»  ob immunkompetente Zellen durch
die makromolekularen Komponen-
ten der Pflanzenextrakte in vitro al-
tiviert werden kinnen,

¥ ob bei der Entfernung der mikromo-
lekularen Komponenten aus den Ex-
trakten Wirkungsverluste auftreten,

# ob ex vivofin vivo Verdnderungen
der immunologischen Parameter
von immunkompetenten Zellen ei-
nes mit den Extrakten behandelten
Versuchstieres, die mit den Extrak-
ten nicht direkt in Kontakt gekom-
men sind, nachgewiesen werden
kénnen,

B ob Zytokine flr die Signaltransduk-
tion verantwortlich sind,

» ob temporire Immunschwache, z.B.
hervorgerufen durch partielle Im-
munsuppression, oder ob altersbe-
dingte chronische Immunschwdche
durch perorale Applikation der Ex-
trakte gemildert werden kann,

b ob Effekte der peroral applizierten
Extrakte im Tierversuch bel Virusin-
fekrionen nachweisbar sind,

- obder Einsatz von Extrakten aus Ge-
mischen verschiedener immunmo-
dulatorisch wirkender Drogen ge-
geniiber Extrakten aus Einzeldrogen
Vorteile bietet.
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B a‘mﬁg 1: Pﬂdnzén, deren Extrakte als fmmunstiﬁwlahzx"en verwendet werden: Echinacea pﬂfpﬁfe& { Wurééih} Baptisia tinctoria

Material und Methoden

Einzeldrogenextrakte wurden durch
zehntigige Mazeration von Triebspitzen
des Abendlindischen Lebensbaums
(Thuja occidentalis L.), von Wurzeln der
Farberhiilse [ Baptisia tincroria (L) VENT],
des Purpw-Sonnenhutes [Echinaceda
purpurea (L) MOENCH] oder des Blei-
chen Sonnenhutes [Echinacea pallida
(NUTT,) NUTT.] mit der 10fachen Menge
30%igen Ethanols bei Raumtemperatur
gewonnen. Nach Filtration iber eine G4~
Fritte wurde im Umnlaufverdampfer ein-
geengt und gefriergetrocknet,

Zur Bereitung des Mischextraktes
wurde eine Mischung der genanpien
Drogen (entsprechend dem Herstel-
tungsverfahren fiir den Immunmodula-
tor Esberitox® W'} im Verhdltnis von

5:1,875:1,875 (Thuja : Baptisia : Echi-
nacea purp. : Echinacea pall) mit der
11fachen Menge 30%igen Ethanols (V]V)
vormazeriert und anschliefend perko-
liert, Das Perkolat wurde im Valuum
eingeengt und gefriergetrocknet (Mi-
schextrakt) oder zur Befreiung von den
kleinmolekularen Bestandteilen f{iber
Tiefenfilter (KS BD) filtriert, in einer Dia-
lyseanlage (SP 20, Fa. Amicon) iiber eine
$10Y10-Patrone {Cut off 10000 Dalton)

Vrirma Schaper & Brdmmer GmbH & Co. KG,
Salzgitter-Ringelheim
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gegen demineralisiertes Wasser dialy-
siert und anschlieBend gefriergetrock-
net (Retentatfraktion). Es erfolgte die
Bestimmung

Tabelle 1: Einfluss von Extrakten bzw. Retentaten aus Thujg-occidentalis-Sprossspitzen (Thuja occ.),
Baptisia-tinctoria-Wurzeln (Bapt. tinct.), Echinacea-purpurea-Wurzeln (E. purp.) und
Echinacea-pallida-Wurzeln (E. pall.) auf immunologische Parameter in vitro

Parameter Testzellen')  Testfraktion ~maximaler Stimulationsindex (SI) 2
In vitro Thujaocc. Bapt.tinct. E.purp. E.pall.
» der Zytotoxizitdt an Hela-Zellkultu-
ren mit Hilfe eines Fluoreszenzas- Lymllihozyten- Nl\le-" Extrakt <1 43 zg,g gz
; _ _ proliferation Milzzellen Retentat 53 1.7 ) 10,
says mit dem Substrat 4-Methylum C3H]He)- Retentat 35 6.2 204 106
belliferylheptanoat ( 16), Milzzellen
> der In-vitro-Proliferationsrate von Zytokininduktion . i , 'y
: IL-1 P388C Retentat 11,2 , 1 \
Milzzellen aus NMRI- und CBH/Hej- L6 Retentat 13 14 T 17
Mdusen durch Messung des Einbaus TNF-o Retentat 1,7 4,4 6.3 1.4
von 3H-markiertem Thymidin (28), IFN-of N'\fRI-" Retentat 19 19 5 30
. _ - SV _ Milzzellen
> von Il-1, 1L-6 und TNF-o im Zell IL-1 humane Retentat 16,4 16,9 256 109
kulturiiberstand von P388C-Maus- Monozyten
Makrophagen sowie von humanen IL-6 Retentat 5.4 53 6.1 5.0
Blutmonozyten mit Hilfe spezifi- TNF-o Retentat 1.9 1.4 156 7.0
scher Bioassays bzw. kommerzieller Stickoxid- alveolire Extrakt <1 45 1,2 1.0
ELISAs, produktion Makrophagen
» von IFN-oB im Zellkulturiiberstand Antikbrper- Retentat 24.3 215 155 >0
von Mausmilzzellen durch Hem- produktion NMRI-
mung des zytopathischen Effekts IgM Milzzellen Retentat 5,9 8,5 52 7.5
von Ve51§ular Stomatitis Virus (VSY) plaquebildende
auf murine L 929-Zellen, quantifi- Zellen:
ziert durch parallele Titration mit /b\rllctli-Sf;BC-lﬁM Retentat 6.2 4,0 5.6 36
. . ildende Zellen
murinem Referenzinterferon (29) alle Ig bildende Retentat 5.8 5.1 7.4 45
» des Gehalts an Immunglobulin M in Zellen

den Zellkulturiiberstinden mit Hilfe
eines fir Maus-IgM spezifischen
ELISAs,

der Anzahl von antikorperbildenden
Mausmilzzellen und von Peyer'schen
Plaque-Zellen ex vivo nach Stimula-
tion mittels der Hdamolyse-Plaque-
Technik entweder mit der allgemein
tiblichen direkten Methode (Erfas-

1) Eingesetzte Zellen: Primare Milzzellsuspensionen aus NMRI-Mausen und aus LPS-Low-Responder
C3H/HeJ-Mausen, P388C-Maus-Makrophagen-Zelllinie, isolierte Monozyten aus humanem Voliblut,
alveolare Mausmakrophagen.

2) Stimulationsindex (SI) = Messwerte der Testansitze

Messwerte der Mediumkontrollen

Wiedergegeben sind die maximalen Stimulationsindices, d.h. die SI-Werte fiir die bei Konzentrationen der
Extraktiyophilisate bzw. Retentate von 10 bis 500 ug Trockengewicht/ml Zellkulturmedium maximal
erreichbaren Effekte. Weitere statistische Angaben: siehe Lit. (5, 9).

> der Zytokininduktion in vivo in An- der Wirkung des Mischextraktes in

sung der IgM-bildenden Plasma-
zellen) oder mit der sog. umgekehr-
ten Himolyse-Plaque-Technik durch
Kopplung von Protein A aus Staphy-
lococcus aureus an die Schaferythro-
zyten und Entwicklung mit Anti-
lg-Seren [Erfassung aller Immun-
globulin-synthetisierenden  Zellen
unabhdngig von ihrer Spezifitit
(polyklonale B-Lymphozyten-Reak-
tion) (25)],

der NO-Produktion von alveoliren
Maus-Makrophagen (MH-S-Zellen)
in den Zellkulturiiberstinden durch
Erfassung der Konzentration an NO,-
als stabiles Endprodukt im sog.
Griess-Assay (20),

lehnung an die Methoden von Engel-
berts et al. (17),

des Einflusses der peroralen Appli-
kation des Mischextraktes auf die
Immunantwort von Mdusen gegen-
tiber Schaferythrozyten mittels des
»plaque-forming-cell  (PFC)«-Assay
(21), dariiber hinaus wurden Milzge-
wicht, Gesamtzellzahl in der Milz,
der Hiamagglutinationstiter im Se-
rum und das Blutbild ermittelt,

des Einflusses der peroralen Appli-
kation des Mischextraktes an Miuse
auf die Zytokinkonzentration im
Serum bzw. der Ex-vivo-Zytokinpro-
duktion von Milzzellen und Perito-
nealmakrophagen mit Hilfe kom-
merzieller ELISAs,
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einem Influenzavirus-Infektionsmo-
dell der Maus auf Uberlebensrate,
Uberlebenszeit, Virustiter in der
Lunge und AusmaR der pathologi-
schen Verdnderungen des Lungenge-
webes der Tiere auf Grundiage des
von Mentel et al. etablierten Tiermo-
dells (27).

Die pharmakologischen Testmodelle
sind ausfiihrlich bei Bodinet (9) be-
schrieben.



14 E Pflanzliche Immunstimulanzien

Tabelle 2: Einfluss peroral applizierter Retentate von Extrakten aus Thuja-occidentalis-Sprossspitzen,
Baptisia-tinctoria-Wurzeln, Echinacea-purpurea-Wurzeln, Echinacea-pallida-Wurzeln und einer Mischung
dieser Drogen auf die Anzahi der plaquebildenden Zellen (PFC) in den Peyer’schen Plaques (PP)

maximaler Stimulationsindex (S1)
Ex-vivo-Sekundarstimulation

p.o.-applizierte Retentate

Zelikulturmedium LPS (90 png/ml)
Thujae occidentalis herba 1.4 44
Baptisiae tinctoriae radix 1.8 6,0
Echinaceae purpureae radix 1,4 5,9
Echinaceae pallidae radix 2,1 8,8
Mischextrakt 1,5 10,5

Die PP-Zellen wurden 15 h nach der Applikation der Retentate (1 mg/Tier) per Schlundsonde isoliert und in
vitro mit SRBC mit oder ohne LPS (90 ng/ml) sieben Tage inkubiert. Die Zahl an antikérperbildenden Zellen in
den PP-Kulturen wurde mit Hilfe des PFC-Assays quantitativ bestimmt. Weitere statistische Angaben: siehe

E;Itti.r'ng%i;t?g‘nsin dex= PFC PP behandelte Tiere
PFC PP Kontrolitiere

Tabelle 3: Einfluss der peroralen Applikation des Mischextraktes auf die IL-2-, INF-y- und
GM-CSF-Produktion von Maus-Milzzellen ex vivo

Interleukin-2 Interferon-y GM-CSF
{pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Gruppe  Kontrolle  Extrakt Kontrolle Extrakt Kontrolle Extrakt
Medium 42° 68° 56° 3430+1078 6,9° 88,5+ 30,4
+ConA 1371+ 86 2500+ 141 19130:3578 85418 +27319 374:56 660 = 38,2
+LPS 192+ 168 454:164 136700° 184470° 656,5:74,2 1523 :382,5

Der Extrakt wurde via Trinkwasser in einer durchschnittlichen Dosis von 260 uf Extrakt/kg KG tiglich an drei
aufeinander folgenden Tagen appliziert. 24 h nach der letzten Applikation wurden die Milzzellen geerntet
und mit +/- ConA bzw. LPS filr 48 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Die Zytokintiter in den Uberstinden
wurden mittels ELISA quantifiziert (11).

° Werte auferhalb der Eichkurve

Tabelle 4: Einfluss der peroralen Applikation des Mischextraktes auf die Antikérperantwort
gegenlber Schaferythrozyten (SRBC)

Gruppe Anzahl PFC[10¢ Milzzellen Hamagglutinationstiter
Kontrolle 502+ 234 606 =571
Mischextrakt 1014+ 517" 1440 + 746"

Der Mischextrakt wurde NMRI-Mausen in Form einer Wirkstoffdist in einer mittleren Tagesdosis von 215 pl
Extrakt/kg KG an sieben aufeinander folgenden Tagen verabreicht. Die Muse wurden am 4. Tag mit SRBC
immunisiert. Der PFC-Assay und die Bestimmung des Hamagglutinationstiters wurden am Tag 8 durch-
gefihrt,

n =10 Mause/Gruppe; *p < 0,05 vs. Kontrolle (Students t-Test).

Ergebnisse chungen an isolierten Zellen ersichtlich

ist, fiihrten die Retentate zur
Wirkung der makromolekularen
Komponenten (Retentate) auf

. auf . icer . .
immunkompetente Zellen in vitro Steigerung der Proliferationsrate von

NMRI-Mduse-Milzzellen und LPS-
Low-Responder C3H/He]-Milzzellen,
Erhéhung der Freisetzung von Zyto-
kinen wie IL-1, IL-6 und TNF-o. durch
P388C-Mausmakrophagen und hu-
mane Monozyten sowie von IFN-of
durch isolierte Milzzellen von NMRI-
Madusen,

Zur Klarung der Frage, ob die makromo-
lekularen Komponenten der Extrakte -
immunmodulierende Wirkung besitzen,
wurden isolierte immunkompetente
Zellen zusammen mit im Zellkulturme-
dium gelosten Retentaten der Einzeldro-
gen inkubiert. Wie aus den in Tab. 1 ku-
mulierten Ergebnissen der Untersu-
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» Steigerung der Produktion von Stick-
stoffmonoxid (NO) durch alveolire
Mausmakrophagen,

» Verstdrkung der Antikérperantwort,
gemessen an der Erhéhung des IgM-
Titers und an der Anzahl plaquebil-
dender Zellen von NMRI-Maiuse-
Milzzellen im direkten und umge-
kehrten Hiamolyse-Plaque-Assay.

Die Effekte traten konzentrationsabhin-
gig in Bereichen von 10 bis 500 ug Re-
tentat-Trockengewicht/ml Kulturmedi-
um auf, In einigen Fillen war der Effekt
bei Uberschreitung einer bestimmten
Konzentration riickldufig.

Die Wirkungen der Retentate aus
den verschiedenen Drogen auf die un-
tersuchten Parameter waren unter-
schiedlich stark ausgepragt. Bei Thuja-
Retentaten trat die Aktivierung der Mak-
rophagen, charakterisiert durch die
erhohte IL-1-Ausscheidung, besonders
hervor. Bereits minimale Konzentratio-
nen des Baptisia-Retentats induzierten
eine starke Erhéhung der IgM-Titer. Bei
den Retentaten aus Echinacea purpurea
lag der Schwerpunkt bei der Forderung
der Proliferation von Milzzellen und der
Steigerung der Zytokinbildung, beson-
ders von TNF-c. Bei Echinacea pallida lag
der Wirkungsschwerpunkt bei der For-
derung der {FN-aB-Ausschiittung.

Mikro- oder{und Makromolekiile als
wirksamkeitsbestimmende Stoffe

Sowohl die Extrakte als auch die Reten-
tate fithrten in vitro zur Aktivierung im-
munkompetenter Zellen (Tab. 1). Dabei
war die stimulierende Wirkung der Re-
tentate stets starker ausgepragt. So wur-
de beispielweise die Proliferationsrate
von Milzzellen aus NMRI-Mdusen durch
das im Kulturmedium geléste Lyophili-
sat des Extraktes aus der Wurzel von
Echinacea purpurea um das 7fache und
durch die entsprechende Konzentration
der Retentatfraktion um mehr als das
20fache erhoht.

Die Retentate waren auch bei per-
oraler Applikation voll wirksam. Das
zeigte die durch sie ausgeldste Aktivie-
rung der Zellen der Peyer'schen Plaques
(s.u., Tab. 2, Abb. 2)



Wirkungen peroral applizierter
Retentate auf immunkompetente Zellen
des GALT ex vivo

Zur Untersuchung der Wirkung pflanzli-
cher Immunstimulanzien nach peroraler
Applikation wurden Mdusen Retentate
mit Hilfe einer Schlundsonde verab-
reicht. Die Zellen der Peyer'schen Pla-
ques, mit denen die Retentate nach per-
oraler Applikation direkt oder vermittelt
durch die M-Zellen in Kontakt kamen,
wurden 15 h nach der Applikation iso-
liert und ihre Immunoreaktivitit mit
Hilfe des Hamolyse-Plaque-Assays be-
stimmt. Der Anteil der antikérperbil-
denden Zellen in den Peyer’schen Pla-
ques der mit den Drogenextrakt-Reten-
taten oder dem Retentat des Extraktes
der Drogenmischung behandelten Tiere
war im Vergleich zu dem der Kontrolltie-
re héher, besonders wenn die Zellen ex
vivo durch Lipopolysaccharid zusitzlich
stimuliert wurden (Tab. 2, Abb. 2) (12).
Bemerkenswerterweise reagierten
die einzelnen Tiere des NMRI-Stammes

-

Stimulationsindex PFC/PP
canLhAGOON®O 3

Kontrolie
LPS90
LPS60

LPS30

Konzentration Costimulanz in vitro (ug/ml)

-~ Abbildung 2: Einfluss peroral applizierter Retentate von
Extrakten aus Thuja-occidentalis-Sprossspitzen (Thujae occ.
herba), Baptisia-tinctoria-Wurzeln (Bapt. tinct. radix),
Echinacea-purpurea-Wurzeln (Ech. purp. radix), Echinacea-
pallida-Wurzeln (Ech. pall. radix) und einer Mischung dieser
Drogen auf die Anzahl plaquebildender Zellen (PFC) in den

Peyer’schen Plaques (PP)

PFC PP behandelte Tiere

y Bapt.tinct.radix
Ech.purp.radix

Thujae occ.herba

Stimulationsindex SI = PEC PP Kontrolltiere

Die PP-Zellen wurden 15 h nach der Applikation der Retentate (1 mg/Tier)
per Schlundsonde isoliert und ex vivo mit SRBC mit oder ohne LPS (30-90
ug/ml) sieben Tage inkubiert. Die Anzahl an antikérperbildenden Zellen in
den PP-Kulturen wurde mit Hilfe des PFC-Assays quantitativ bestimmt.

Weitere statistische Angaben: siehe Lit. (9, 12).
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Tabelle 5: Einfluss der peroralen Applikation des Mischextraktes auf die Immunantwort gegen
Schaferythrozyten (SRBC) in durch Hydrocortisongabe immunsupprimierten NMRI-M3usen

Behandlungs- Milzgewicht (g)  Gesamtzellzahl/ PFC[10¢ Hamag-
gruppe Milz Milzzellen  glutinationstiter
1. Kontrolle 0,19:0,02 6,1+ 0,1x107 730+ 379 1283+ 1140
2. Hydrocortison 0,15:0,02* 3,8+1,7x107* 231+303" 378 £ 508

3. Hydrocortison

+ Extrakt 0,17:0,01** 59+08x107"* 1004:606** 1760 + 944

Der Mischextrakt wurde in Form einer Wirkstoffdiét in einer mittleren Tagesdosis von 230 ul Extrakt{kg KG
an sieben aufeinander folgenden Tagen verabreicht. Die Mause wurden am 4. Tag mit SRBC immwunisiert.
Hydrocortison (25 mg/kg) wurde i.p. an zwei Tagen vor der Immunisierung appliziert. Der PFC-Assay wurde

am 8. Tag durchgefiihrt.
n =6 Mause/Gruppe; "p <0,05 vs. Kontrolle (Gruppe 1);

*”p <0,05 vs. Hydrocortison-Gruppe (Gruppe 2) (Students t-Test).

(Auszuchtstamm) bei Gabe der Einzel-
drogenextrakte sehr unterschiedlich:
Neben sehr stark auf die Stimulation an-
sprechenden gab es auch einige nicht
reagierende Tiere. Tiere der Inzucht-
stdmme C3H/He] und Balb/c zeigten
hinsichtlich der Reaktionsstirke weit-
gehende Homogenitit.

Wirkungen peroral applizierter
Extrakte auf
immunkompetente
Zellen der Milz ex
vivo[in vivo

Wdhrend bei Zellen
der Peyer’schen Pla-
ques nach peroraler

Anwendung ein

direkter Kontakt mit

Mischung den Makromo-
Ech.pall.radix lekiilen der Extrakte
erfolgt, kommen

Milzzellen hingegen
(da eine Resorption
der Makromolekiile
ausgeschlossen wer-
den kann) bei dieser
Art der Applikation
mit den wirksamen

Komponenten der
Extrakte nicht in
Kontakt., Dennoch

produzierten isolier-
te Milzzellen von
NMRI-Mdusen, de-
nen 1-9 Tage mit
dem Trinkwasser der
Mischextrakt zuge-
fithrt worden war, ex
vivo gréfSere Mengen
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an IL-2, GM-CSF und IFN-y als die der

Kontrolltiere. Dieser Unterschied war

am 3. Tag nach Behandlungsbeginn be-

sonders groR. Er lieR sich durch Zusatz’
von Lipopolysaccharid zum Kulturmedi-

um, aber auch von Concanavalin A po-

tenzieren (Tab. 3). Ahnliche Effekte

konnten hinsichtlich der Bildung von IL-

1und TNF-« durch Peritonealmakropha-

gen nachgewiesen werden (11).

Auch die gegen Schaferythrozyten
(SRBC) gerichtete Immunantwort der
Milzzellen der eingesetzten Mause-
stamme (NMRI, C3H/He}, Balb/c) war bei
den Tieren, die den Extrakt aus der Dro-
genmischung erhalten hatten, gréRer als
bei den Tieren der Kontrollgruppen. Die
Applikation des Antigens (SRBC) erfolg-
te bei diesen Versuchen intraperitoneal
am 4. Tag nach Beginn der Behandlung
mit dem Extrakt. Die Anzahl der antikor-
perbildenden Zellen wurde am 4. oder 5.
Tag nach der Immunisierung mit Hilfe
der PFC-Technik ermittelt. Dariiber hin-
aus wurden die Himagglutinationstiter
der behandelten Tiere quantifiziert. Am
ausgeprdgtesten war der Effekt bei Ap-
plikation des Mischextraktes mit dem
Futter. Das spricht dafiir, dass auch die
Aktivierung der immunkompetenten
Zellen des Rachenraumes an der Wir-
kung beteiligt ist (Tab. 4). Auch bei einer
Langzeitapplikation {iber fiinf Monate
kam es nicht zum Verschwinden des Ef-
fekts (10).

Wirkungen peroral applizierter
Extrakte auf den Zytokintiter

Bei intravendser Applikation der Reten-
tate der Einzelextrakte und des Misch-
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Tabelle 6: Einfluss der peroralen Applikation des Mischextraktes auf die immunantwort gegen
Schaferythrozyten (SRBC) bei »alten« C3HfHe] Mausen

Gruppe PFC[105 Hémag- Milzgewicht (g)  Gesamtzellzahl/
Milzzellen glutinationstiter Milz

Kontrolle 917 £ 140 1189 £ 242 0,14 : 0,02 7,4+2x107

Extrakt 1308 £+ 475" 1920 = 1491 0,21+ 0,08" 11,6+3,1x107"

Der lyophilisierte Mischextrakt wurde 12 Monate alten C3H/He|-Mausen via Trinkwasser in einer durch-
schnittlichen Dosis von 309 ul Extrakt/kg KG téglich an sieben aufeinander folgenden Tagen appliziert.
Die Miuse wurden mit SRBC am 4. Tag nach Beginn der Applikation immunisiert. Die Bestimmung der
antikérperbildenden Zellen erfolgte mittels PFC-Assay am 8. Tag.

n =10 Mause/Gruppe; *p < 0,05 vs. Kontrolle (Students t-Test).

extraktes, kommt es, wie bereits frither
berichtet (5), zu einem erhohten Blut-
spiegel an IL-1, IL-6 und TNF-a. Obwohl
isolierte Milz- und Peritonealzellen von
peroral mit dem Mischextrakt behan-
delten NMRI-Mdusen ex vivo eine ver-
starkte Bildung von Zytokinen (s.o.)
zeigten, waren die Konzentrationen an
1L-1, IL-2, TNF-o, GM-CSF und IFN-y im
Blut nicht nachweisbar erhéht (11).

Wirkungen peroral applizierter
Extrakte bei Tieren mit partiell
supprimiertem Immunsystem

Um zu untersuchen, ob durch endogene
oder exogene Faktoren ausgeldste Zu-
stinde partieller Immunsuppression
mit Hilfe peroraler Applikation pflanzli-

_cher Immunstimulanzien tiberwunden

werden konnen, wurden Versuchstiere
(C3H/He]- bzw. NMRI-Mduse), bei de-
nen die Funktionstiichtigkeit des Im-

A0 o e o i e = e

Uberlebensrate (%)

20

munsystems entweder durch Gabe von
Hydrocortison (25 mg/kg KG, i.p.) beein-
trachtigt worden oder durch ihr Alter
(12 Monate) eingeschrankt war, durch
perorale Applikation des Mischextrakts
im Trinkwasser oder Futter behandelt.

Nach i.p. Applikation eines Modell-
antigens (SRBC) wurden die Anzahl anti-
kérperbildender Milzzellen dieser Tiere
mit Hilfe der PFC-Technik bestimmt und
Hdmagglutinationstiter,  Milzgewicht
und die Anzahl der Zellen pro Milz er-
mittelt.

Durch Gabe von Hydrocortison
konnten die Anzahl der plaquebildenden
Milzzellen der NMRI-Mduse und der
Hamagglutinationstiter stark reduziert
werden. Wurde neben Hydrocortison
auch der Mischextrakt gegeben, kam es
zu einer Aufhebung des immunsuppri-
mierenden Effektes des Hydrocortisons
(Tab. 5).

——@

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Tage nach Infektion

—e— Kontrolle

—u— Extrakt

£ Abbildung 3: Einfluss der peroralen Applikation des Mischextraktes auf die Uberlebens-
rate von mit Influenza-A-Virus infizierten Balb/c-Mdusen

Der Mischextrakt wurde per Trinkwasser in einer mittleren Tagesdosis von ca. 150 pl/kg KG von Tag -6 bis +7
appliziert. Die Infektion mit Influenzavirus erfolgte am Tagd = 0 (10%° TCID5g4) (13).
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Bei den relativ alten C3H/HeJ-Mdu-
sen konnte durch perorale Gabe des Ex-
traktes eine Antikdrperantwort (Anzahl
der plaquebildenden Milzzellen und
Hiamagglutinationstiter) erreicht wer-
den, die der von jungen Mdusen mit voll
funktionstiichtigem Immunsystem ent-
sprach (Tab. 6). Auch das Milzgewicht
und die Gesamtzellzahl der Milz der par-
tiell immunsupprimierten Tiere wurden
durch die Behandlung erh&dht (11).

Wirkung peroral applizierter Extrakte
bei mit Influenzaviren infizierten
Versuchstieren

Um zu untersuchen, ob die Verbesse-
rung der immunologischen Parameter
nach peroraler Applikation der immun-
stimulierenden Extrakte bei Versuchs-
tieren den Verlauf von Infektionen durch
Viren positiv beeinflussen kann, wurde
das Influenzavirus-Maus-Modell einge-
setzt. Der Mischextrakt wurde mit dem
Trinkwasser gegeben, beginnend am 6.
Tag vor der intranasalen Infektion der
Mdiuse mit Influenzavirus A und an den
Tagen 1 bis 7 nach der Infektion. Die
Uberlebensrate der mit dem Pflanzenex-
trakt behandelten Tiere war, verglichen
mit der der unbehandelten Kontroll-
gruppe, stark erhoht (Abb. 3). thre Uber-
lebenzeit war signifikant verldngert. Die
pathologischen Befunde der Lunge wa-
ren sowoh! makroskopisch als auch his-
tologisch geringer. Der Virustiter im
Lungengewebe lag am 5. Tag nach der
Infektion in der unbehandelten Gruppe
bei 5,5, bei der behandelten Gruppe
4,75. Dariiber hinaus waren auch die
Hdmagglutinationstiter im Lungenex-
trakt der behandeiten Tiere (Abb. 4)
gegenliber denen der unbehandelten
Tiere signifikant erniedrigt (13).

Vergleich der Wirkungen von
Mischextrakten mit Extrakten der
Einzeldrogen

Die Wirkcharakteristika der Einzeldro-
genextrakte waren in dem des Mischex-
traktes wiederzufinden. Im Unterschied
zu den Testfraktionen aus den Einzel-
drogen, die nicht in allen Testmodellen
eine gleich bleibend starke Aktivitdt
zeigten und flir die unterschiedliche
Wirkungsschwerpunkte erkennbar sind,



zeigte der Mischextrakt ein breiteres
Wirkungsspektrum mit einer gleicher-
mafien starken Aktivitdt, wobei einzelne
Wirkungen bei Vergleich mit denen der
Einzeldrogenextrakte oft starker ausge-
pragt waren. Als Beispiele sind hier zu
nennen die IFN-Produktion von Maus-
lymphozyten, die NO-Produktion durch
alveoldre Makrophagen, die Produktion
von IgM-Antikérpern in vitro oder, wie
bereits erwdhnt, die Aktivierung von
Peyer'schen Plaques nach peroraler Ap-
plikation (s. Abb. 2 und Abb. 5-7).

Diskussion

Uber die stimulierende Wirkung von Ex-
trakten aus den oben genannten Pflan-
zen auf isolierte immunkompetente Zel-
len liegen zahlreiche Untersuchungen
vor [Ubersicht bei (2, 3)]. Die oben dar-
gestellten Ergebnisse und andere Unter-
suchungen (33, 34) zeigen, dass diese
Stimulation auch dann erfolgt, wenn die
mikromolekularen Komponenten der
Extrakte entfernt werden. Durch die
makromolekulare Fraktion allein werden
die Proliferationsrate, die Ausschiittung
von Zytokinen, von Stickoxid und Anti-
korpern durch immunkompetente Zel-
len stimuliert. Die Tatsache, dass auch
die Proliferationsrate von Milzzellen von
C3H/HeJ-Mdusen erhoht wird, die nicht
oder kaum auf Lipopolysaccharide an-
sprechen, zeigt, dass die Wirkung nicht
auf Verunreinigungen der Retentate mit
Lipopolysacchariden beruht. Offenbar
spielen also die Makromolekiile der Ex-
trakte, d.h. die Heteropolysaccharide
und/oder Glykoproteine, die Hauptrolle
bei der Aktivierung. Dafiir spricht auch
die Beobachtung, dass die stimulierende
Wirkung der Retentate sowohl bei in-
vitro-Untersuchungen als auch bei per-
oraler Applikation der der Rohextrakte
vergleichbar ist oder sie {ibertrifft.

Es ist anzunehmen, dass die Makro-
molekiile mit Rezeptoren der immun-
kompetenten Zellen in Wechselwirkung
treten, die normalerweise fiir die Erken-
nung von Zellwandmakromolekiilen
von eindringenden Mikroorganismen
zustdndig sind. Beispielsweise wurden
an Monozyten und neutrophilen Granu-

-
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A Abbildung 4: Einfluss der peroralen Applikation des Mischextraktes auf den Himagglu-
tinationstiter in Lungenextrakten von mit Influenza-A-Virus infizierten Balb/c-Méusen

Der Mischextrakt wurde via Trinkwasser in einer mittleren Tagesdosis von 150 ! Extrakt/kg KG von Tag -6 bis
+7 verabreicht. Die Infektion mit Influenzaviren erfolgte am Tag d = 0 (1033 TCIDs.,). Der HA-Titer in den
Uberstanden wurde mit Hilfe eines Himagglutinationstestes quantifiziert (13).

lozyten Rezeptoren fiir Pilz-Polysaccha-
ride nachgewiesen (22). Auch die Bin-
dung an »Toll-Like-Rezeptoren« kinnte
beim Erkennen der pflanzlichen Makro-
molekiile und bei der Aktivierung von
immunkompetenten Zellen eine Rolle
spielen (14).

Vermutlich werden bei
peroraler Gabe zundchst die
immunkompetenten Zellen
der unspezifischen Immun-
abwehr des Nasen-Rachen-
raumes und des Verdau-
ungstraktes aktiviert, die e
mit den Komponenten der \
Extrakte unmittelbar in \
Kontakt kommen. Dafiir ‘
spricht, dass nach peroraler !
Gabe der Retentate die Im-
munantwort der Zellen der
Peyer'schen Plaques ver-
starkt wird. Diesen Zellen
werden von den M-Zellen
des Darmes die fremden
Makromolekiile  prasen-
tiert.

1gM {ng/ml)
g
38

z.B. der Milz oder des Blutes, »durchge-
stellt«. Das zeigt der Befund, dass nach
peroraler Applikation des Mischextrak-
tes isolierte Milzzellen der behandelten
Tiere ex vivo in verstarktem MaRe Zyto-
kine ausscheiden. Auch ihre Fahigkeit

Mischung
Ech.pall.radix
Bapt.tinct.radix
Thujae occ.herba

Ech.purp.radix

100
Konzentration Extrakt-Retentats (ug/mi) 200

\ Abbildung 5: Einfluss der Retentate von Extrakten

aus Thujg-occidentalis-Sprossspitzen (Thuja occ. her-

Signaltransduktion
nachweisbar

Der topische Effekt wird auf
andere, durch die Makro-
molekiile nicht erreichbare
immunkompetente Zellen,
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ba), Baptisia-tinctoria-Wurzeln (Bapt. tinct. radix),
Echinacea-purpurea-Wurzeln (Ech. purp. radix),
Echinacea-pallida-Wurzeln (Ech. pall. radix) und einer
Mischung dieser Drogen auf die igM-Produktion von
Maus(NMRI)-Milzzellen in vitro

Statistische Angaben: siehe Lit. (9)
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y Mischung
Thujae occ.herba
Bapt.tinct.radix

B Ech.purp.radix

Ech.pall.radix
Konzentration Extraki-Retentate (ugiml)

A Abbildung 6: Einfluss von Extrakten-Retentaten aus
Thuja-occidentalis-Sprossspitzen (Thuja occ. herbay),
Baptisia-tinctoria-Wurzeln (Bapt. tinct. radix},
Echinacea-purpurea-Wurzeln (Ech. purp. radix),
Echinacea-pallida-Wurzeln (Ech. pall. radix) und eines
Extraktes aus einer Mischung dieser Drogen auf die
NO-Produktion von alveoldren Maus-Makrophagen
(MH-S) in vitro

Statistische Angaben: siehe Lit. (9)

IFNa,B (U/ml)

Bapt.tinct.radix

Thujae occ.herba

Ech.purp.radix

50

Konzentration Extrakt-Retentate (pg/ml)

& Abbildung 7: Einfluss der Retentate von Extrakten

aus Thuja-occidentalis-Sprossspitzen (Thuja occ. herbay),

Baptisia-tinctoria-Wurzeln (Bapt. tinct. radix),
Echinacea-purpurea-Wurzeln (Ech. purp. radix),
Echinacea-pallida-Wurzeln (Ech. pall. radix) und einer
Mischung dieser Drogen auf die IFN-Produktion von
Maus(NMRI)-Milzzellen in vitro

Statistische Angaben: siehe Lit. {9)

zur Antikorperbildung ge-
gen Schaferythrozyten ist
verstarkt.

Offen ist die Frage, wie
diese  Signaltransduktion
von der Peripherie zum Blut
oder zur Milz geschieht. Die
Annahme, dass die Ubertra-
gung durch eine Erhohung
der Konzentration von
Zytokinen im Blut erfolgt,
lieR sich durch unsere Un-
tersuchungen nicht bestdti-
gen. Die Serumkonzentrati-
on an IL-1, IL-2, TNF-0, GM-
CSF und IFN-y war bei den
behandelten Versuchstie-
ren nicht hoher als bei den
Kontrolitieren. Es ist daher
sehr wahrscheinlich, dass
sich, wie bereits von Wag-
ner et al. postuliert (31), die
durch die Immunstimulan-
zien angeregten Zellen nach
Wiedereintritt in den Blut-
kreislauf in anderen Berei-
chen des Korpers, z.B. in an-
deren  Schleimhautbezir-
ken, ansiedeln (Rezirkulati-
on und Homing) und auf
Grund ihrer erhdhten Zyto-
kinproduktion ihre Nach-
barzellen aktivieren.

Vermutlich kommt also
der protektive und kurative
Effekt der pflanzlichen Im-
munstimulanzien vor allem
durch eine Aktivierung der
immunkompetenten Zellen
der Kontaktstellen mit dem
Immunstimulans im Ra-
chenraum und Darm, ge-
folgt von der Stimulierung
des gesamten Systems der
unspezifischen Abwehr der
Schleimhaut zustande. Auch
eine Férderung der spezifi-
schen Abwehr, bedingt
durch ihre enge Verzah-
nung mit der unspezifi-
schen Abwehr, ist zu erwar-
ten.
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»Priming« der Zellen

Bemerkenswert ist die Beobachtung,
dass alle immunstimulierenden Effekte
durch eine simulierte Attacke auf die im-
munkompetenten Zellen, in unserem
Falle durch Ex-vivo-Costimulation mit
Lipopolysaccharid, einem Endotoxin
gramnegativer Bakterien, oder durch
das Schwertbohnen-Lektin Concanava-
lin A stark gesteigert werden konnten.
Dies deutet auf ein »Priming« der Zellen
hin. Das heif3t, die immunkompetenten
Zellen werden durch die Behandlung
mit dem Immunstimulans in erhéhte
Abwehrbereitschaft versetzt, die es ih-
nen erlaubt, bei einer Attacke durch
fremde Molekiile rasch und nachhaltig
reagieren zu kdnnen, ohne ihre Abwehr-
mechanismen standig auf »Hochtouren«
laufen zu lassen. Das ist ein sehr 6kono-
misches Verhalten des Kérpers.

Wirksamkeit bei Immunschwache

Die Uberwindung temporirer Schwai-
chen der unspezifischen Abwehr ist das
Hauptanliegen des medizinischen Ein-
satzes pflanzlicher Immunstimulanzien.
Deshalb wurde gepriift, ob die durch
Applikation von Hydrocortison ausge-
l6ste Immunschwdche und die bekann-
te altersbedingte Herabsetzung der
Funktionstiichtigkeit des Immunsys-
tems bei 12 Monate alten Mdusen, also
bei einer durchschnittlichen Lebenser-
wartung von etwa 18 Monaten relativ
alten Tieren, durch die Extrakte tber-
wunden werden kann. Die Resultate der
Versuche belegen eindeutig, dass dies
der Fall ist.

Die Annahme, dass die durch perora-
le Applikation von Pflanzenextrakten er-
reichte Immunstimulation de facto pro-
phylaktische und therapeutische Wir-
kung hat, wurde durch Untersuchungen
am Influenzavirus-Maus-Modell be-
stdtigt. Eine Beteiligung virostatisch
wirkender Komponenten an diesem Ef-
fekt ist wenig wahrscheinlich, aber nicht
vollstindig auszuschliefRen.

Synergistische Effekte bestatigt

Wagner und Jurcic (32) haben bei In-
vitro- und In-vivo-Versuchen festge-
stellt, dass bei Mischung von Extrakten
aus mehreren immunstimulierenden



Drogen synergistische Effekte auftreten.
Diese Aussage lieB sich auch durch die
hier vorliegenden Ergebnisse bestitigen.
Die Tatsache, dass bei den genetisch
relativ heterogenen Auszuchtstimmen
der Mduse im Gegensatz zu den gene-
tisch einheitlichen Inzuchtstimmen die
Effekte nicht bei jedem Versuchstier
stark ausgeprdgt waren, deutet darauf
hin, dass es bei den Versuchstieren, wie
auch beim Menschen, Responder und
Nonresponder fiir die Einzeldrogen gibt.
Die Anwendung von Mischextrakten
macht daher den Erfolg sicherer. Auch
Umkehrwirkungen bei Uberdosierung
lieRen sich bei Einsatz des Mischex-
trakts weit gehend ausschlieRen, da die
immunsuppressiv wirkenden Konzen-
trationen der Einzeldrogen erst bei in
der Praxis nicht erreichbaren Dosen auf-
treten. Dadurch wird die therapeutische
Breite erhoht. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass die immunstimulierende
Wirkung bei langfristiger Anwendung
bestehen bleibt (10).

Fazit

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass
der immunstimulierende Effekt der
Pflanzenextrakte bei peroraler Anwen-
dung sehr wahrscheinlich auf einer lo-
kalen, antigenunabhingigen Aktivie-
rung der Zellen des Schleimhaut-assozi-
ierten lymphatischen Systems beruht.
Die Zellen der unspezifischen Abwehr
werden in einen Zustand erhéhter Ab-
wehrbereitschaft versetzt und kénnen
bei einer Attacke durch Infektionser-
reger rasch reagieren. Die Abwehrbe-
reitschaft wird, vermutlich durch Rezir-
kulation und »Homing« immunkompe-
tenter Zellen, auf andere Bereiche des
Korpers tbertragen. Die Effekte werden
bei tempordrer Immunschwiche beson-
ders deutlich und haben eine positive
Wirkung bei der Prophylaxe und Thera-
pie von Infektionen. Wegen der geringen
Konzentrationen der Immunmodulato-
ren bei medizinischer Anwendung wer-
den, wie experimentell nachgewiesen
werden konnte, keine Antikérper gegen
die Wirksubstanzen gebildet. Ihr Einsatz

ist also theoretisch iiber einen unbe-
schrdnkt langen Zeitraum méglich.

Weil der Erstkontakt mit immun-
kompetenten Zellen bereits im Rachen-
raum stattfindet, sollten fiir die Anwen-
dung der Pflanzenextrakte Arzneifor-
men gewdhlt werden, z.B. lutschbare
Tabletten, die eine intensive Wechsel-
wirkung mit diesen Zellen garantieren.
Mischextrakte haben gegeniiber Extrak-
ten aus einer Droge den Vorteil, dass sich
die bei den Einzeldrogenextrakten auf-
tretenden Wirkungsspitzen addieren
und dass sie auch auf den Extrakt aus ei-
ner Droge wenig oder nicht ansprechen-
de Personen in der Population voll erfas-
sen.
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Investigations of the active substances of herbal immunostimulants
and their effect after peroral application

The object of the investigations was to enlighten the kind of active agents and the mecha-
nisms of action of immunostimulating plant extracts perorally applied by in vitro, ex vivo
and in vivo experiments using extracts of the roots of Echinacea species and of Baptisia
tinctoria as well as from apexes of shoots of Thuja occidentalis, mixtures of these drugs
and fractions of the extracts containing only their macromolecular components. The data
of the experiments show,

- that the macromolecular components of the extracts have in vitro the same immuno-
stimulating effect as the whole extracts,

- that immunocompetent cells of the gut (cells of the Peyer's patches) and spleen of mice,
having no direct contact with the components of the extract, can be activated by per-
orally applied extracts,

- that immunosuppression, caused by application of hydrocortisone or by the high age of
the experimental animals, can be compensated by the perorally applied extracts,
that the extracts perorally applied to mice, which were infected with influenza viruses,
can induce a decrease of the symptoms of the disease and enhance the survival rate of
the animals,
that the extracts obtained from a mixture of the above mentioned plant parts have a
better efficiency than extracts of a single herbal plant.

We draw the conclusion that the macromolecular components, especially the polysaccha-
rides/glycoproteins of the plant extracts coming in contact with the immunocompetent
cells of the mucosa of the pharynx and the gut, put these cells on the alert. The enhanced
readiness to react immediately after contact with foreign macromolecules, especially with
that of microorganisms, is transmitted to all parts of the body by recirculation of the acti-
vated cells.

Key words

Herbal immunomodulators, Echinacea spp., Baptisia tinctoria, Thuja occidentalis,
immunostimulating compounds, mechanism of immunostimulation, peroral
application
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