MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA
INSTITUTIA PUBLICA UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA
SI FARMACIE"NICOLAE TESTEMITANU"

IMSP INSTITUTUL DE FTIZIOPNEUMOLOGIE
"CHIRIL DRAGANIUC”

Cu titlu de manuscris
C.Z.U.: 612.396.11+582.26+612.017;577.1

MIHALCIUC OLGA

MODIFICARI IMUNOBIOCHIMICE LA ACTIUNEA
POLIZAHARIDELOR SULFATATE DIN SPIRULINA
IN NORMA SI PATOLOGIE

324.03 — DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Autoreferatul tezei de doctor in stiinte medicale

CHISINALU, 2017



Teza a fost elaborata in laboratorul de Biochimie al Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” si in laboratorul Alergologie si Imunologie al Institutului de
Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc”.

Conducdtor stiintific:
Gudumac Valentin

Consultant stiintific:
Procopisin Larisa
Referenti oficiali:
Bacinschi Nicolae
Smesnoi Valentina

doctor habilitat in stiinte medicale, profesor universitar, Om Emerit al
R. Moldova

doctor in stiinte medicale, conferentiar cercetator

doctor habilitat in stiinte medicale, conferentiar universitar
doctor in stiinte medicale

Componenta consiliului stiintific specializat:

Visnevschi Anatol
Sardari Veronica
Rudic Valeriu

Ghinda Sergiu
Cobet Valeriu
Gonciar Veaceslav
Bologa Vitalie

presedinte, doctor habilitat in stiinte medicale, profesor universitar
secretar, doctor in stiinte medicale, cercetator stiintific superior
doctor habilitat in stiinte biologice, doctor in stiinte medicale, profesor
universitar, academician, Om Emerit al R. Moldova

doctor habilitat in stiinte medicale, profesor cercetator

doctor habilitat in stiinte medicale, conferentiar universitar

doctor habilitat in stiinte medicale, profesor universitar

doctor in stiinte medicale, conferentiar cercetator

Sustinerea va avea loc la ,,19” mai 2017 ora 14.00 in sedinta Consiliului stiintific specializat
(D 54.324.03-01) din cadrul Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc”, or. Chisinau, str.

C. Varnav 13.

Teza de doctor, lucrarile stiintifice in baza carora se sustine teza si autoreferatul pot fi
consultate la biblioteca Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc” si pe pagina web a

C.N.A.A. (www.cnaa.md).

Autoreferatul a fost expediat la ,, ” 2017 .

Secretar stiintific al Consiliului stiintific specializat:

d. s. m., cerc. st. superior

Conducator stiintific:
d. h.s. m,, prof. univ.

Consultant stiintific:
d. s. m., conf. cerc. superior

Autor: Mihalciuc Olga

Sardari VVeronica

Gudumac Valentin

Procopisin Larisa

© Mihalciuc Olga, 2017


http://www.cnaa.md/

REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Progresele din ultimul deceniu ale stiintelor fundamentale au permis o mai
buna cunoastere a fenomenelor imunitatii specifice si nespecifice. Evolutia umanitatii este insotita
de creserea continua a patologiilor cu implicare imunad, iar mecanismele lor se studiaza continuu cu
aprofundare la nivel tisular, celular si molecular.

Numarul lucrarilor in domeniul imunologiei si imunopatochimiei a crescut considerabil in
ultimii ani. Gratie acestor cercetdri a fost descoperit rolul important al structurilor numite tipare
moleculare asociate patogenilor sau PAMPs (patogen associated molecular patterns) si al
receptorilor lor membranari specifici numiti receptori de recunoastere a tiparelor moleculare sau
PRR (pattern-recognition receptor). Cei mai valorosi reprezentanti ai PRR sunt receptorii Toll-
asemanatori — TLRs (Toll-like receptors), acestea fiind implicati nu numai in recunoasterea
PAMPs, ci si altor molecule, inclusiv cele de origine vegetala, precum si in reglarea hematopoiezeli,
proliferarii si diferentierii celulelor-stem mieloide, T- si B-limfocitelor, activarea apoptozei etc. [25,
46]

Situatia in domeniul de cercetare. Prevalenta inalta a diverselor stari patologice cu tendinta
spre cronicizare si formare a complicatiilor grave cauzate si de dificultatile alegerii unor metode
optimale si inofensive de tratament si/sau profilaxie constituie una din multiplele probleme actuale
ale medicinei contemporane. Conform studiilor de specialitate, incidenta starilor de imunodeficienta
provocate de diverse stari patologice, actiunea factorilor nocivi ai mediului Tnconjurator, folosirea
preparatelor medicamentoase cu efecte nedorite de imunosupresie etc., este in permanentd
ascensiune. Aceste date pun in evidentd necesitatea elabordrii si implementarii medicamentelor
eficiente si inofensive noi in baza materiei prime autohtone si corespunde directiilor prioritare de
dezvoltare a stiintei — biomedicina, farmaceutica, mentinerea si fortificarea sanatatii [3].

Un interes deosebit in acest aspect prezintd polizaharidele sulfatate din spirulina (PSS),
precum si remediile cianobacterine (RC) ce contin PSS si diverse principii bioactive obtinute din
biomasa cianobacteriei Spirulina platensis la Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM
sub conducerea academicianului Valeriu Rudic [12, 13, 14].

Publicatiile stiintifice, la care am avut acces, nu ne-au furnizat informatii despre existenta unor
studii detaliate privind mecanismele patobiochimice si imunochimice, ce stau la baza actiunii PSS si
RC in conditii fiziologice, precum si la modelarea unor patologii cu implicarea sistemului imunitar.
Astfel, cercetarile efectuate in aceasta directie sunt de o incontestabild actualitate si valoare, ceea ce
ar permite elaborarea unor noi formule de diagnostic, monitoring si tratament eficient si inofensiv
ale unui sir de tulburari ale sistemului imun prin care se asigura un efect curativ si profilactic inalt,
optimizarea si eficientizarea tratamentului medicamentos a mai multor afectiuni si stari patologice,
preintampinarea si eliminarea complicatiilor, fiind o premiera pentru Republica Moldova.

Problema de cercetare care reiese din analiza situatiei in domeniu costa in necesitatea
initierii cercetarii detaliate privind relevarea unor aspecte ale activitatii biologice ale PSS si RC ce
contin PSS si elucidarea mecanismelor moleculare imunobiochimice, ce stau la baza actiunii lor la
modelarea unor patologii cu implicare imuna (imunodeficit, astm bronsic) si de natura toxica
(hepatopatia toxica), fapt ce ar permite diversificarea arsenalului de remedii folosite in profilaxia si
tratamentul acestor patologii.

Scopul lucrarii. Evaluarea particularitatilor si  semnificatiei modificarilor indicilor
imunobiochimici la actiunea polizaharidelor sulfatate din spirulina (PSS) si remediilor ce contin
PSS in norma si la modelarea unor patologii cu implicarea sistemului imunitar si de natura toxica.



Obiectivele cercetarilor:

1. Cercetarea actiunii PSS asupra parametrilor sangvini, principalilor indici metabolici,
mediatorilor inflamatiei si fibrogenezei, starii functionale a aparatului lizozomal, proceselor
de oxidare cu radicali liberi si sistemului antioxidant in norma si la modelarea HT.

2. A determina actiunea PSS si a RC ce contin PSS si alte principii bioactive asupra indicilor
metabolici in splind la modelarea imunodeficitului experimental.

3. Evaluarea proceselor metabolice in maduva osoasa in imunodeficitul experimental si
influenta PSS si a RC ce contin PSS si alte principii bioactive.

4. Studierea in vitro a particularitatilor indicilor sistemului glutationic eritrocitar in norma si
astmul bronsic de severitate diferita si influenta PSS si RC ce contin PSS si alte principii
bioactive.

5. Evaluarea in vitro a modificarilor citokinelor pro- si antiinflamatoare sangvine in norma si
astm bronsic de severitate diferita si influenta PSS si RC ce contin PSS si alte principii
bioactive.

Metodologia cercetarii stiintifice. S-a efectuat o cercetare fundamentala in vivo pe animale
de laborator (sobolani albi) si in vitro pe probele biologice colectate de la persoane conditionat
sanatoase si de la pacienti cu astm bronsic. Pentru realizarea scopului si obiectivelor trasate au fost
folosite un sir de micrometode de cercetare (peste 50 micrometode) elaborate de noi in baza
metodelor existente. Indicii imunobiochimici au fost studiati in sange, tesutul hepatic, lienal si
maduva osoasd in conditii fiziologice, hepatopatie toxica (HT), imunodeficit (ID), astm bronsic
(AB) si la tratamentul cu polizaharide sulfatate din spirulind (PSS) si RC ce contin PSS si alte
principii bioactive. ID a fost modelat prin administrarea ciclofosfanului, iar HT a fost indusa prin
administrarea CCl,. Rezultatele obtinute au fost supuse prelucrarii statistice prin utilizarea
programelor computerizate ,,StatsDirect” si ,,Statistica 6,0” si prezentate prin procedee tabelare si
grafice.

Noutatea si originalitatea stiintifici. Pentru prima data a fost efectuat un studiu multiplanic,
complex de cercetare, care a permis obtinerea datelor noi privind modificarile indicilor
imunobiochimici in sange, ficat, splind si maduva osoasd la modelarea unor patologii cu implicare
imuna si de naturd toxicd. A fost demonstrata actiunea pleiotropd a administrarii PSS in hepatopatia
toxicad indusd de CCly si imunodeficitul experimental. In premiera au fost elucidate particularititile
actiunii PSS si RC asupra indicilor sistemului glutationic eritrocitar, precum si asupra nivelului de
citokine la testarea in vitro in norma si in AB de severitate diferita.

Problema stiintificd importanta solutionatd in tezd constd in elucidarea mecanismelor
imunobiochimice de actiune a polizaharidelor sulfatate din spirulind si a semnificatiei lor la
administrarea in conditii fiziologice si in patologie, fapt ce a condus la evidentierea metodelor
eficiente de monitorizare a procesului patologic si obtinerea unor noi strategii de abordare
terapeuticd a maladiilor cu implicare imuna pe baza remediilor autohtone ce contin PSS.

Semnificatia teoretica. Elucidarea mecanismelor imunobiochimice fine, care stau la baza
actiunii PSS si RC autohtone asupra organismului in conditii fiziologice si patologice, largesc
cunostintele teoretice despre proprietatile biologice ale unor compusi naturali, oferind noi posibilitati de
a explora obiecte de perspectiva in scopul obtinerii de noi principii biologic active autohtone si care ar
putea fi folosite la elaborarea unor strategii terapeutice eficiente.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Cunostintele noi fundamentale obtinute in cadrul realizarii
lucrarii pot fi utilizate la elaborarea schemelor noi de diagnostic precoce al dereglarilor
imunobiochimice ce survin in patologiile imunitare, precum si in monitoringul eficientei
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tratamentului aplicat. Datele obtinute pot fi folosite in procesul de elaborare si verificare a altor
remedii medicamentoase, care ar putea sa se implice redresant in tratamentul proceselor patologice
cu implicare imuna.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere.

1. Polizaharidele sulfatate din spirulina (PSS) manifesta proprietati pleiotrope, polivalente
actionand prin mecanisme variate asupra diverselor verigi homeostazice la administrarea in conditii
fiziologice, hepatopatia toxica (HT) indusa cu CCls, imunodeficitul (ID) experimental indus de
ciclofosfan si AB.

2. PSS amelioreaza starea functionald a ficatului in HT prin: a) diminuarea mediatorilor
inflamatiei si fibrogenezei — TNF-a, TGF-B si CTGF si stimularea proceselor de hidroliza
enzimaticd a matricei extracelulare hepatice; b) restabilirea si/sau normalizarea indicilor
metabolismului proteic si glucidic; c) activizarea notabila a 5’-nucleotidazei; d) influenta pozitiva
asupra indicilor SO si sistemului AO, manifestata prin atenuarea proceselor de oxidare cu SRO si
reactivarea relevanta a enzimei antioxidante — catalaza.

3. In ID experimental PSS si RC ce contin polizaharide sulfatate actioneaza prin diferite
mecanisme asupra verigilor homeostazice in tesutul splenic si maduva osoasa, influentand esential
procesele oxidative aerobe, metabolismul nucleotidic, reduc intensitatea SO, inlatura depresia
sistemului AO si amelioreaza metabolismul tiol-disulfidic.

4. PSS si remediile ce contin polizaharide sulfatate influenteaza neunivoc asupra sistemului
glutationic eritrocitar la testarea in vitro in norma si AB de severitate diferita: in forma usoara a
maladiei efectele pozitive ale remediilor studiate se manifesta prin majorarea continutului de GSH,
cresterea activitatii GR, G-6-PDH si GPO; in formele moderate si grave ale AB remediile testate
influenteaza important doar activitatea G-6-PDH care se mentine la valori majorate si conditioneaza
reducerea pana la valorile martorului sau mentinerea la nivel normal a functionalitatii GPO.

5. In AB de severitate diferita si la persoanele conditionat sanitoase PSS si RC amelioreazi
balanta citokinica sangvina la testarea in vitro, fapt demonstrat prin reducerea nivelului citokinelor
pro-inflamatoare — IL-6, TNF-a si TGF-B1 si cresterea valorilor citokinei anti-inflamatoare — IL-10.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost implementate in procesul
didactic si lucrul stiintific la Catedra Medicind de laborator si Laboratorul de biochimie ale IP
USMF "Nicolae Testemitanu” si activitatea practicd a Laboratorului de diagnostic clinic al IMSP
Institutul de Cardiologie si Centrul Republican de Control Extern al Calitatii.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele de baza ale lucrarii au fost prezentate si discutate
in cadrul urmatoarelor foruri stiintifice: Conferintele stiintifice anuale ale colaboratorilor si studentilor
IP USMF ,Nicolae Testemitanu”, aa. 2010 — 2015; A VIll-a editie a Conferintei Nationale de
Pneumologie INSPIR, 14-16 octombrie 2010, Iasi, Romania; Congresul al 1X-lea National cu
participare internationald al Geneticienilor si Amelioratorilor, Chisindau, 21-22 octombrie 2010;
Conferinta stiintifica internationala ,,Microbiologic biotechnology — the scientific intensive domain
of modern knowledge”, Chisinau, 2011; The six-th session of the Balcan Medical Days and the
Second Congress of Emergency Medicine of the Republic of Moldova on 22th-24th September
2013; Expozitiile Internationale Specializate MoldMEDIZIN & MoldDENT, Conferinta stiintifico-
practica ,,Problemele actuale ale serviciului de laborator. Standartizarea in medicina de laborator clinic.
Aspecte organizatorice si metodologice. Tehnologii moderne in medicina de laborator”, 2013;.
Conferinta stiintifico-practica ,,Medicina de laborator eficienta: metode si instrumente de organizare si
standarde de practica”, 2014; Conferinta stiintifico-practica ,,Managementul calitatii investigatiilor de
laborator — viziuni moderne asupra problemei si caile de perfectionare”, 2015;. 3rd French-Romanian
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Colloquium on Medicinal Chemistry. Iasi, Roumanie, 30-31 October 2014; Scientific International
Conference on Microbial Biotehnology. Chisindau, Moldova, 9-10 October 2014; The XVIII-th
International Conference "Physical Methods in Coordination and Supramolecular Chemistry",
Chisinau, Moldova, 8-9 October, 2015.

Materialele tezei au fost aprobate la sedinta laboratorului de Biochimie (proces-verbal nr. 3 din
data 25.05.2016) si a Seminarului stiintific de profil, specialitatea diagnostic de laborator, din cadrul
IP USMF Nicolae Testemiranu (proces-verbal nr. 4 din data 21.11.2016).

Publicatii la tema tezei: materialele tezei au fost reflectate in 27 publicatii, inclusiv 8 lucrari
fara coautori, 10 articole in reviste nationale si 12 teze ale comunicarilor nationale si internationale
si 13 certificate de inovatie.

Volumul si structura tezei. Teza este expusa pe 172 de pagini text dactilografiat, inclusiv 32
tabele si 20 figuri. Lucrarea constd din adnotare in limbile romana, rusa si engleza, introducere, 4
capitole, concluzii generale si recomandari practice, bibliografie (251 surse stiintifice), 2 anexe.

Cuvintele-cheie: remedii cianobacteriene, polizaharide sulfatate din spirulina, hepatopatia
toxica, imunodeficit experimental, astm bronsic, indici imunobiochimici, citokine, sistem
glutationic.

CONTINUTUL TEZEI

1. PARTICULARITATI IMUNOBIOCHIMICE ALE PATOLOGIILOR CU IMPLICAREA

SISTEMULUI IMUNITAR SI DE NATURA TOXICA S| EFECTELE UTILIZARII

PRODUSELOR CIANOBACTERIENE

In acest capitol sunt sintetizate si analizate datele de ultima ora din literatura de specialitate
referitor la particularitatile imunobiochimice in norma si patologie si este structurat in 6 subcapitole.
In primele douid subcapitole sunt prezentate achizitile moderne ale fenomenelor imunitatii
nespecifice si specifice si importanta lor patogenetica, precum si date noi despre modificarile
imunobiochimice ale parenchimului hepatic in hepatopatia toxica indusa de administrarea CCly. In
subcapitolul 3 sunt descrise mecanismele celulare si moleculare ale imunosupresiei induse de
ciclofosfan si efectele protectoare ale unor remedii. In subcapitolul 4 este realizati o analiza
complexa a mecanismelor pato-imunobiochimice in astmul bronsic, precum si impactul lor pentru
elaboratea unor noi abordari terapeutice. Subcapitolul 5 este consacrat activitatii biologice a
produselor bioactive si remediilor din microalgele (cianobacteriile) maritime si mecanismele de
actiune ale acestora. In subcapitolul 6 sunt formulate concluziile analizei situatiei din domeniu.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE
2.1. Experientele si grupurile de studiu

Studiul a fost realizat la Institutul de Ftiziopneumologie "Chiril Draganiuc” si in laboratorul
de Biochimie al IP USMF ,\Nicolae Testemitanu” in cadrul proectului institutional de cercetari
fundamentale 11.817.09.07F ”Identificarea mecanismelor biochimice ale actiunii compusilor
biologic activi autohtoni si argumentarea folosirii lor in profilaxia si tratamentul unor boli hepatice,
renale, osteopatii si imunodeficite” finantat de ASM.

Polizaharidele sulfatate din spirulind (PSS) si remediile de origine cianobacteriana (BioR-Ge,
BioR-Zn) au fost obtinute la Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM, sub conducerea
dlui Valeriu Rudic, dr.hab.st.biol., dr.st.med., profesor universitar, academician [13]. PSS reprezinta
o polizaharida acida din cianobacteria Spirulina platensis cu masa moleculara cuprinsa intre
3,4x10% — 2,9x10° Da [50]. Remediul BioR-Ge contine PSS (1%) si microelementul germaniu (1
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pg/ml) legat organic cu proprietati imunostimulatoare si antiinflamatoare pronuntate [45]. Remediul
BioR-Zn contine PSS (1%) si microelementul Zn (10 pg/ml) legat organic, manifesta proprietati
antioxidante, osteoregeneratoare, imunostimulatoare, etc. [15].

Studiile fundamentale de cercetare a produselor medicamentoase mentionate s-au efectuat in
vivo pe animale de laborator si in vitro pe baza probelor biologice colectate conform principiilor
contemporane in standardizarea biologicd a experientelor, aprobate de Comitetul de Etica a
Cercetarii al USMF ,Nicolae Testemitanu” (Aviz favorabil din 19.06.2011).

In conformitate cu scopul si obiectivele lucrarii au fost efectuate 3 serii de experiente.

Prima (1) serie de experiense — evaluarea activitatii biologice a compusului PSS in conditii
fiziologice si la modelarea hepatopatiei toxice (HT) induse de CCl, a fost efectuata pe 26 sobolani,
divizati in 4 loturi experimentale: 1 — martorul (6 animale carora li s-a administrat enteral cate 20
ml bulion de vita, zilnic, timp de 5 saptdmani); lotul 2 — 6 animale, carora li s-a administrat enteral
PSS in doza 50 mg/kilocorp, dizolvat in 20 ml bulion de vita, timp de 5 saptamani; lotul 3 — 7
sobolani cu HT modelata prin administrarea a 0,1 ml solutie 50% de CCly in ulei de masline la 100
g masa corporala, bisaptdmanal, timp de 5 saptamani; lotul 4 — 7 sobolani cu HT modelata, carora li
se administrat enteral zilnic PSS in doza 50 mg/kilocorp timp de 5 saptamani.

A doua (I1) serie de experiense — evaluarea activitatii biologice a compusului PSS si remediului
BioR-Ge la modelarea imunodeficitului (ID) experimental cu ciclofosfan (CF) a fost efectuat pe un
lot de 47 sobolani divizati in 5 loturi: 1 — martorul (8 animale, intretinute la un regim obisnuit de
vivariu, alimentatia fiind suplimentata cu 20 ml bulion de vita per capitum, zilnic, timp de 14 zile);
lotul 2 — 9 sobolani cu ID experimental, suplimentat cu 20 ml bulion de vita, administrat enteral,
zilnic timp de 14 zile; lotul 3 (CF + PSS 50 mg/kg) si lotul 4 (CF + PSS 125 mg/kg) — cate 10
sobolani cu ID, suplimentat cu 50 si, respectiv, 125 mg/kg PSS, dizolvat in 20 ml bulion de vita,
administrat enteral, zilnic timp de 14 zile; lotul 5 (CF + BioR-Ge 1,0 mg/kg) - 10 sobolani cu ID,
tratati cu BioR-Ge 1 mg/kg, injectat i/m si suplimentat cu 20 ml bulion de vitd, administrat enteral
zilnic timp de 14 zile.

A treia (11I) serie de experiente - evaluarea activitatii biologice a compusului PSS si remediilor
BioR-Ge, BioR-Zn in conditii fiziologice si in astmul bronsic (cercetari in vitro). Materialul
studiului a fost colectat de la 40 persoane, inclusiv 30 pacienti cu astm bronsic (AB) persistent,
aflati la evidenta in IMSP Institutul de Ftiziopneumologie ,,Chiril Draganiuc”, diagnosticati cu AB
persistent usor (10 pacienti), moderat (10 pacienti), sever (10 pacienti), faza de acutizare si 10
persoane conditionat sandtoase, care n-au prezentat simptome ale AB niciodata in viata.

Criterii de eligibilitate: varsta pacientilor >18 ani; diagnostic confirmat al AB persistent, faza de
acutizare (conform criteriilor internationale GINA-2014).

Criterii de excludere din studiu: varsta pacientilor < 18 ani; pacienti cu patologie asociata (maladii
hepatice active, insuficienta cardiaca decompensata, hipertensiune arteriala gr.Ill, insuficienta
renald cu creatinina >130 pmol/l, maladii sistemice, diabet zaharat, nivel bazal al glicemiei >7,0
mmol/l si alt.), pacienti fumatori.

La momentul includerii in studiu, vechimea bolii la pacientii cu AB persistent usor a fost mai
putin de 5 ani la 9 persoane, mai mult de 10 ani la 1 persoana; la pacientii cu AB persistent moderat
vechimea bolii a fost mai putin de 5 ani la 5 persoane, de la 7 la 10 ani — la 4 persoane si 20 ani la 1
persoand; la pacientii cu AB persistent sever vechimea bolii a fost mai putin de 5 ani la 3 persoane,
de la 10 la 15 ani — la 4 persoane, peste 15 ani — la 3 persoane. Varsta medie a persoanelor incluse
in studiu a fost de 44+2.2 ani. In toate loturile de studiu au prevalat femeile, ceea ce se explica prin
incidenta comparativ mai inalta a AB printre persoanele de sex feminin.
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Dupa 24 ore de la expirarea termenului experientelor in vivo, animalele incluse in studiu au
fost sacrificate sub anestezie usoara cu eter sulfuric, materialul de studiu fiind recoltat la una si
aceiasi ord a zilei.

Sdngele periferic pentru studiul indicilor hematologici a fost prelevat si colectat in eprubete
tip vacutainer. Indicii sangvini au fost apreciati la analizorul hematologic PCE-210, firma ERMA,
Japonia. Determinarea formulei leucocitare s-a efectuat in frotiurile sangelui periferic fixate cu
colorantul May-Griinwald si colorate dupa Noht. Serul sangvin a fost obtinut prin centrifugarea
sangelui periferic prelevat fara anticoagulant la 3000 tur/min timp de 10 minute.

Ficatul si splina au fost prelevate, spalate cu sol. 0,85% NaCl si omogenizate in tampon fosfat
0,1M (pH 7,4), ce continea ImM EDTA, astfel ca dilutia finald a omogenatului sa constituie 1:10.
Pentru distrugerea completa a membranelor celulare omogenatul a fost prelucrat cu triton X-100 in
concentratia finala de 0,1%. Ulterior, omogenatele tisulare au fost supuse centrifugarii timp de 15
min la 5000 tur/min, iar supernatantul a fost transferat in eprubete curate si pand la examinare
pastrat in congelator la —40°C. Maduva osoasd a fost prelevata din oasele femurale prin spalari
repetate cu 0,85% NaCl.

2.2 Metodele de evaluare a indicilor imunobiochimici.

Pentru realizarea scopului si obiectivelor lucrarii au fost elaborate un sir de micrometode de
cercetare a indicilor imunobiochimici in baza metodelor existente. Ele au fost adaptate si optimizate
pentru dozarea in divers material biologic (sange, ser sangvin, tesut hepatic, lienal, maduva osoasa)
si aplicarea la riderul multifunctional cu microplaci. Avantajele tehnico-economice si sociale ale
micrometodelor propuse fatd de metodele descrise in literatura de specialitate consta in faptul ca ele
au permis de a simplifica procedeul analitic, micsora chieltuielile de reagenti, timpul de efectuare a
analizelor prin procesarea concomitenta a unui numar mare de probe biologice si de a mari
reproductibilitarea si precizitatea analizelor efectuate.

Metodele de evaluare a metabolismului azotic, proteic si glicoproteic au inclus dozarea
proteinelor totale, continutul de substante cu masa moleculara mica si medie (SMM), continutul de
substante necrotice (SN), colagen, hidroxiprolind (HP), acizi uronici, glucozaminoglicani sulfatati,
determinarea activitatii ALAT, ASAT, pseudocolinesterazei (PCE ) dupa modificarile noastre [6,7].

Intensitatea metabolismului glucidic si energetic a fost apreciata prin dozarea concentratiei de
lactat, piruvat, malat, o-cetoglutarat si prin determinarea activitatii hexokinazei (HK),
piruvatkinazei (PK), lactatdehidrogenazei (LDH), glucozo-6-fosfat-dehidrogenazei (G-6-PDH),
izocitratdehidrogenazei NADP-dependente (ICDH-NADPd), glutamat-dehidrogenazei (GLDH),
malatdehidrogenazei NADP-dependente (MDH-NADPd) si succinat dehidrogenazei (SDH). Studiul
metabolismului nucleotidelor adenilice a inclus determinarea activitatii adenilatdezaminazei (AMP-
-zei), adenozindezaminazei (ADA-zei) si 5°-nucleotidazei (5’-HT) dupa modificarile noastre [6, 7].

Starea functionald a aparatului lizozomal a fost evaluatd prin determinarea principalelor
hidrolaze acide: activitatii catepsinelor D, B, H, L, G, B-glucozidazei, B-galactozidazei, -
glucuronidazei, N-acetil-B-D-glucozaminidazei (NAG), arilsulfatazelor A si B, C, fosfatazei acide
(FA). S-a determinat activitatea colagenolitica, elastaza si leucinaminopeptidaza (LAP) dupa
modificarile noastre [6, 7].

Evaluarea indicilor stresului oxidativ (SO) si sistemului antioxidant (SAO) a fost efectuata
prin determinarea: dienelor conjugate (DC), cetodienelor (CD), trienelor conjugate (TC), precum si
a dialdehidei malonice (DAM) cu inregistrarea separatd a absorbantei lipoperoxizilor in faza
hexanica (peroxidarea compusilor hidrofobi — lipidelor neutre si altor substante nepolare, hidrofobe)
si in faza izopropanolica (peroxidarea fosfolipidelor si altor compusi polari). Paralel, s-a efectuat
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determinarea produsilor proteici de oxidare avansata (AOPP), dozarea albuminei (proteinei)
ischemic-modificate (AIM, PIM), produsilor finali de glicare avansata (AGEs), determinarea
activitatii NADH- si NADPH-oxidazelor, mieloperoxidazei (MPO) si metabolitilor oxidului nitric
(NO). Pentru aprecierea SAO au fost utilizate mai multe metode: dozarea activitatii antioxidante
totale (AAT) cu separarea fazelor - nepolara (hexanica) si polard (izopropanolicd) prin metoda cu
ABTS si metoda CUPRAC. Au fost evaluati indicii SAO enzimatici si neenzimatici prin
determinarea activitatii superoxiddismutazei (SOD), catalazei, glutationreductazei (GR),
glutationperoxidazei (GPO), glutaredoxinei, glutation-S-transferazei (GST), continutului de
glutation (GSH), S-nitrozotiolilor si gruparilor tiolice ale proteinelor dupa modificarile noastre [6,
7].

Aprecierea efectelor PSS si RC in norma si AB in vitro s-a efectuat conform procedeului
descris de PeoxukoBa C. JI. u ap. [62] in modificarea noastra [6, 7]. Sangele de la persoanele
incluse in studiu a fost recoltat dimineata d jeun, prin punctia venei cubitale, in cantitate de 2 ml. in
continuare, sangele a fost introdus in conditii sterile intr-un flacon ce continea 8 ml mediu nutritiv
Eagle modificat dupa Dulbecco (DMEM) si suplimentat cu heparina (2,5 un/ml), gentamicina (100
pg/ml) si L-glutamina (0,6 mg/ml). Apoi, s-a pipetat cate 1,0 ml din acest amestec in 6 eprubete
sterile. In prima eprubeti (1) pentru stabilirea nivelului initial al indicilor studiati s-a turnat ser
fiziologic 0,9% — 0,1 ml. in celelalte s-au adiugat remediile testate, diluate in 0,1 ml ser fiziologic:
2) PSS 50 pg/ml; 3) PSS 100 pg/ml; 4) BioR-Ge 50 ng/ml; 5) BioR-Ge 100 ng/ml si 6) BioR-Zn 50
ng/ml. Dupa incubare la 37°C timp de 24 h, eprubetele au fost centrifugate 5 min la 2000 tur/min.
Supernatantul obtinut a fost transferat in eprubete Eppendorf si folosit ulterior la determinarea
citokinelor. Sedimentul de eritrocite a fost suplimentat cu 1 ml ser fiziologic si dupa o agitare
usoara - centrifugat 5 min la 2000 tur/min. Masa eritrocitara obtinuta a fost diluata cu 0,5 ml H,O
distilata si folosita ulterior la determinarea indicilor sistemului glutationic.

Determinarea citokinelor IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-, CTGF a fost efectuata cu ajutorul
kiturilor de analize mini-ELISA sandwich ale firmei PeproTech Company (USA) conform
instructiunilor oferite de producitor.

2.3. Metodologia analizei statistice

Calculele statistice a datelor obtinute au fost efectuate cu ajutorul programelor computerizate
»StatsDirect” si ,,Statistica 6,0”. S-au calculat media aritmeticd si eroarea mediei (M+m). Pentru
aprecierea diferentei semnificative dintre loturile comparate a indicilor studiati s-au utilizat testele
statistice ,,T-Student” si nonparametric ,,U Mann-Whitney”.

3. MODIFICARILE IMUNOBIOCHIMICE iN HEPATOPATIA TOXICA
INDUSA DE CCl,; S| LAREMEDIEREA CU PSS
3.1. Influenta PSS asupra indicilor sangvini

Comparand un sir de indici hematologici, biochimici si imunochimici ce reflecta starea
diferitor verigi ale homeostaziei celulare si tisulare, am reusit sa elucidam mecanismele de actiune
ale PSS in conditii normale si hepatopatia toxica (HT) indusa de CCly.

In conditii fiziologice PSS exerciti un efect imunomodulator, preponderent imunostimulant
evident, fapt demonstrat prin aparitia monocitozei, formelor tinere de celule ale hematopoiezei,
cresterea esentiald a numadrului de leucocite si limfocite (de 1,4 ori) in sangele periferic al
animalelor de laborator. In grupul de animale cu HT se atesti o crestere statistic neveridici a
numadrului de leucocite si limfocite. Medicatia HT cu PSS, conduce la cresterea numarului de
eritrocite (cu +10 %), leucocite (WBC) mai mult de 1,3 ori (+ 37 %) si a numarului absolut de
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limfocite (LYM) de 1,4 ori (+44%) fata de indicii martorului, fapt ce indicd la intensificarea
leucopoiezei si limfopoiezei. Tratamentul HT cu PSS favorizeaza reducerea si chiar normalizarea
indicelui neutrofilic si a raportului indicelui devierii nucleare.

Astfel, PSS influenteaza pozitiv asupra indicilor hematologici ai sangelui periferic, fapt ce
justifica utilizarea acestui remediu pentru reducerea deteriorarilor in sistemul hematopoietic si
corectia dereglarilor imunitatii nespecifice ce apar in HT indusa de CCls,.

3.2. Influenta PSS asupra mediatorilor inflamatiei si factorilor profibrotici, constituentilor
matricei extacelulare hepatice, functiei proteosintetice a ficatului

Intoxicatia cu CCly provoaca dezvoltarea inflamatiei si fibrozei hepatice, fapt confirmat prin
majorarea statistic concludenta (de 1,8 ori) a citokinei proinflamatoare TNF-o, precum si a
factorilor de crestere TGF-p (de 3 ori) si CTGF (de 2 ori) si acumularea in ficat a unei cantitati
importante de colagen, hidroxiprolind, acizi uronici si glucozaminoglicani (GAG) sulfatati care
intrd in componenta matricei extracelulare (MEC) hepatice. Datele obtinute se afla in concordanta
cu rezultatele unor autori, care au depistat valori crescute ale citokinelor mentionate in inflamatie si
fibroza hepatica indusa de diferiti agenti [29, 49].

Medicatia cu PSS inlesneste atenuarea cresterii TNF-a cu 81%, TGF-f — cu 71% si a CTGF —
cu 65% in comparatie cu lotul de animale cu HT indusa cu CCly.

Tabelul 3.1. Nivelul citokinelor in serul sangvin in hepatopatia toxica
induséd de CCly si la administrarea PSS

Grupurile TNF-a, TGF-B, CTGF,
de studiu pg/ml pg/ml pg/ml
Martor 76,4+9,8 96,2+21.,4 256,2+30,2
(100%) (100%) (100%0)
ccl, 138,1£34,2 | 293,1+£52.,5 532,8+86,2
(181%)* (305%)* (208%)*
112,5+29,7 | 206,8+31,7 348,1+79,7
CCly+PSS (147%) (215%)*" (136%)*"

Nota: Veridicitatea statistica: a) * — fata de lotul martor, p<0,05;
b)* — fatd de lotul cu HT, p<0,05.

Astfel, PSS manifesta un efect terapeutic evident manifestat prin capacitatea sa de a diminua
exacerbarea nivelului factorilor proinflamatori si profibrotici in modelul de HT indusa de CCly,
efect ce ar putea fi explicat prin faptul ca PSS pot activa anumiti receptori de semnalizare, cum ar fi
TLRs, iar acestea conditioneaza declansarea raspunsului imun inndscut prin activarea mecanismelor
de expresie a unui sir de gene responsabile de producerea citokinelor efectoare [26, 47]. Un
mecanism posibil de actiune al PSS ar putea fi inhibarea translocarii nucleare a factorului NF-kB,
responsabil de sinteza citokinelor proinflamatoare. Nu este exclus faptul ca PSS reduce expresia
genelor pro-inflamatoare si factorilor de crestere prin modificari epigenetice precum deacetilarea
histonelor, ceea ce scade nivelul de transcriere a acestor gene, mecanism descris recent de unii
autori [40]. Pe de alta parte, PSS ar putea determina supresia celulelor hepatice stelate (CHS), adica
inhibitia proliferarii acestor celule, rezultand cu un nivel semnificativ mai inalt al apoptozei [58].

Intoxicatia cu CCly provoaca suprimarea activitatiic ALAT si ASAT, care erau cu 41% si,
respectiv, cu 75% mai reduse (p<0,05) fata de indicii respectivi ai martorului si induce tulburari
pronuntate ale functiei proteosintetice a ficatului, ceea ce se manifesta prin deprimarea activitatii
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PCE serice (cu 43%), scaderea nivelului de proteine totale serice cu 18% (p<0,05) si tendinta de
diminuarea albuminei serice fata de valorile martorului.

Administrarea PSS contribue la micsorarea efectelor toxice ale CCly asupra hepatocitelor,
ceea ce se manifesta prin reducerea deficitului de proteine totale si albumina serica, normalizarea
valorilor ASAT si tendinta de restabilire a nivelului PCE, fapt ce indica la intensificarea functiei
proteosintetice hepatice si a proceselor de reparatie tisulard. Nu se exclude faptul ca, regenerarea
tisulara poate fi acompaniata nu numai de amplificarea numarului de celule si sporirea masei totale
a tesutului, dar si de accelerarea vitezei de substituire a unor elemente celulare prin altele, adica de
intensificarea proceselor de renovare celulara.

Astfel, PSS manifestd proprietati antifibrotice, antiinflamatoare si regenerative evidente.
Aceste constatari sugereaza ca PSS poate fi un remediu promitator pentru tratamentul fibrozei
hepatice.

3.3. Influenta PSS asupra indicilor metabolismului glucidic si a nucleotidelor adenilice

Conform cercetarilor noastre, in HT au loc tulburéri pronuntate ale metabolismului glucidic,
confirmate prin cresterea notabila a nivelului metabolitilor intermediari — lactatului, piruvatului si
malatului, precum si modificari profunde ale principalelor enzime glicolitice — cresterea activitatii
LDH cu 91% (p<0,05), reducerea functionalitatii SDH cu 42% (p<0,001), scaderea evidenta a
ICDH-NADPd si MDH-NADPd cu 30% (p<0,01) si, respectiv, 25% (p<0,05), ceea ce indica la
stimularea fluxului energetic anaerob si reducerea celui aerob. Acest fapt s-ar putea datora
dezechilibrului dintre cdile de semnalizare NF-kB si SIRT1, prezente in multe boli metabolice
cronice [40], si nu este exclus, are loc si in HT.

PSS amelioreaza metabolismul glucidic si energetic in HT, dovada fiind insusirea acestui
remediu de a reduce continutul de lactat si piruvat pana la valori normale, fapt ce indica la
reorientarea reactiei reversibile de la lactat la piruvat cu includerea acestuia in glicoliza aeroba.
Efectul pozitiv al PSS se manifesta si prin proprietatea sa de a restabili deficitul de a-cetoglutarat si
chiar de a induce sporirea moderata (cu 23%, p<0,05) a acestui metabolit al ciclului Krebs,
asigurand astfel necesitdtile energetice ale tesutului hepatic afectat. PSS reuseste sda reduca
intensitatea efectelor toxice ale CCl, asupra hepatocitelor si prin tendinta de atenuare a
hiperactivitatii. LDH si readucerea la valori normale a nivelului MDH-NADPd. Activizarea
dehidrogenazelor NADP-dependente sub actiunea PSS, inregistrata in cercetarile noastre, este
expresia efectului anabolic, iar NADPH generat detinand functii importante poate fi utilizat la
sinteza diversilor biopolimeri §i substante biologic active (acizi nucleici, fosfolipide, acizi grasi,
hormoni steroizi, etc) [15]. Avand in vedere datele recente din literatura, mecanismul de actiune al
PSS s-ar putea explica prin faptul ca, pe de o parte, el inhiba NF-kB, ceea ce reduce fluxul energetic
glicolitic anaerob in HT, iar, pe de altd parte, activeaza calea de semnalizare SIRT1, ameliorand
astfel metabolismul aerob oxidativ si diminuand intensitatea inflamatiei [40]. Deducem de aici, ca
PSS poate fi considerat remediu patogenic de corectie a tulburarilor metabolismului glucidic, ce
insotesc leziunile toxice ale ficatului.

Printre numerosi factori ce regleaza intensitatea reactiilor metabolice, un rol aparte revine
sistemului nucleotidelior adenilice. Cercetarile efectuate releva activizarea principalelor enzime ale
metabolismului adenilic — AMP deaminazei (AMP-azei) si adenozindeaminazei (ADA-zei), ambele
cu cca 40% (p<0,05), cat si a 5'-nucleotidazei (5'-NT) — cu 74% (p<0,05) in HT indusa de CCly,
ceea ce poate fi apreciatd drept o reactie de adaptare, orientatd spre ameliorarea homeostaziei
nucleotidice in ficatul afectat [39].
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Astfel, PSS contribuie nu doar la mentinerea activitatii enzimelor sistemului adenilic la valori
sporite in HT, dar si la reactivarea notabila a 5’-NT care depasea aproape triplu valorile martorului.
Acest fapt poate fi apreciat drept o reactie pozitiva, orientatd nu numai spre mentinerea nivelului
inalt de adenozina, dar si de modulare a metabolismului energetic si nucleotidic, care la randul lor,
asigurd procesele de protectie si reparatie in hepatocite. Datele literaturii atesta cd adenozina poseda
proprietati antiinflamatoare puternice, iar cresterea nivelului de adenozina sub influenta 5°-NT ar
putea diminua intensitatea inflamatiei in ficat reduce alte efecte patologice prin medierea
numeroaselor cii de semnalizare intracelulara in care adenozina este implicata [48, 61].

3.4. Influenta PSS asupra stirii functionale ale aparatului lizozomal

In cadrul cercetirilor noastre s-a stabilit, ca activitatea proteazei aspartilice — catepsinei D si a
proteazei cisteinice — catepsinei L creste veridic in HT in raport cu valorile lotului martor. Totodata,
se atestd o sporire notabild a activitatii colagenolitice (de 2,5 ori) si a functiei catalitice a p-
glucozidazei, B-galactozidazei si a fosfatazei acide (cu 22%, 49% si, respectiv, 44%, p<0,05) si o
diminuare a N-acetil-B-D-glucozaminidazei (NAG), B-glucuronidazei si a arilsulfatazei C (cu 33%,
23% s1 60%), in raport cu valorile lotului martor.

Administrarea PSS conduce la normalizarea catepsinei D, fapt ce ar putea reduce intensitatea
inflamatiei indusa de CCly. Catepsina D joaca un rol important in reglarea apoptozei, si, pe langa
activitatea enzimatica, ea interactioneaza cu alte molecule importante si influenteaza semnalizarea
celulara [27]. Cura de tratament cu PSS determina restabilirea valorilor normale ale -
glucuronidazei, B-glucozidazei si a NAG, mentinerea nivelului inalt al activitatii colagenolitice, 3-
galactozidazei si fosfatazei acide, majorarea activitatii arilsulfatazelor A si B si tendinta de
reactivare a functionalitatii arilsulfatazei C.

Astfel, PSS manifesta proprietati lizozomotrope evidente prin modularea expresiei
catepsinelor si activitatii glicozidazelor lizozomale, fapt ce rezulta cu stimularea proceselor de
hidroliza enzimaticd a matricei extracelulare hepatice si componentelor ei — nivelului de acizi
uronici, GAG sulfatati, hidroxiprolina si colagen.

3.5. Influenta PSS asupra indicilor oxidérii cu radicali liberi si sistemului antioxidant

Conform cercetarilor noastre in HT are loc activizarea proceselor de oxidare peroxidica cu
radicali liberi ai oxigenului in serul sangvin, ceea ce se traduce prin cresterea excesiva a produsilor
nepolari si polari ai oxidarii peroxidice a lipidelor (POL): dienelor conjugate, cetodienelor si
trienelor cuplate (DC, CD si TC), valorilor DAM, si a nivelului AGEs — cu 35%, AIM — cu 33% si
AOPP — cu 64%.
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Figura 1. Influenta PSS asupra activitatii antioxidante totale (AAT), activitatii superoxiddismutazei (SOD) si
catalazei in serul sangvin in conditii fiziologice si HT.
Nota: Diferenta statistic semnificativa fatd de lotul-martor: * — p<0,05; ** — p<0,01.
Axa X — loturile experimentale. Axa 'Y — %
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Efectele pozitive ale medicatiei cu PSS se manifestd prin normalizarea compusilor hidrofobi
initiali — DC, precum si a continutului de CD si TC polare, cresterea concludenta (cu +29%) a AAT
nepolare si reactivarea relevantd a catalazei cu +60% fata de valorile martorului. Reactivarea
notabild a catalazei sub influenta PSS contribuie nu numai la diminuarea efectelor nocive ale RLO
si cresterea verigii enzimatice de protectie antioxidantd, dar poate reduce intensitatea procesului
inflamator 1n ficat. Exista dovezi, care sustin cd catalaza reduce inflamatia hepatica prin inhibarea
NF-kB, care joaca un rol crucial in procesele inflamatorii si imunitare, proliferarea celulelor si
apoptoza [37, 43].

Medicatia patologiei modelate cu PSS se soldeaza cu reducerea discreta a valorilor AGEs,
AIM si AOPP (cu 9%-12%) fata de cele inregistrate la animalele cu patologia netratata.

Totodata, PSS activeaza formarea DAM, atat in conditii fiziologice, cat si in intoxicatia cu CCly,
fapt ce ar putea fi atribuit nu numai peroxidarii lipidelor, dar si intensificarii biosintezei
eicosanoizilor, care joaca un rol important in reglarea homeostaziei organismului si care permite de
a depasi SO [63]. Conform unor studii reducerea capacitatii de formarea DAM, dar si a AOPP
coreleaza cu prognosticul nefavorabil al diferitor procese patologice [24, 32]. Recent s-a constatat
ca POL, in special fosfolipidele oxidate, manifesta efecte anti-inflamatorii, mecanismul de baza
fiind activarea factorului nuclear (eritroid-derivat 2)-like 2 (Nrf2) de transcriptie [31].

In baza acestor date se poate conchide ca PSS pot exercita un important control feed-back
negativ, inhiband activarea excesiva a reactiilor imune si dezvoltarea procesului inflamator datorita
proprietatilor sale de a modula formarea POL.

4. MODIFICARILE IMUNOBIOCHIMICE LA ACTIUNEA PSS iN NORMA,
IMUNODEFICIENTA S| ASTM BRONSIC
4.1. Influenta PSS asupra indicilor imunobiochimici in splini in imunodeficienta
ciclofosfanica
Cercetarile efectuate au stabilit ca tratamentul cu PSS si BioR-Ge inlatura eficient suprimarea
notabila a activitatii ALAT in tesutul lienal in ID ciclofosfanica, astfel incat la utilizarea PSS si
BioR-Ge se remarca cresterea activitatii ALAT cu 24% si, respectiv, 60% fata de indicii atestati in
lotul martor. Remediile PSS (in doza 125 mg/kg) si BioR-Ge s-au aratat capabile sa induca esential
activitatea ASAT in tesutul lienal al animalelor cu patologia modelata.
Un interes deosebit reprezintd studiul influentei remediilor autohtone asupra metabolismului
glucidic in ID experimentala.
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nMis.gprot
20 W% 100%  109% s
150 100%
100
50
0

Martor ID+PSS 30 ID+PSS 125 ID4BioR-Ge Martor ID+PSS50 ID+PSS125 ID+BioR-Ge

=

= o 4= O oo

Figura 4.1. Inﬂuen‘;a PSS si Bior-Ge asupra unor indici ai metabolismului glucidic in tesutul lienal in ID.
Nota: Diferenta statistic semnificativa fatd de lotul-martor: * — p<0,05; ** — p<0,01.
Axa X — loturile experimentale. Axa'Y — %
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Datele expuse in figura 2 releva suprimarea sugestiva a enzimei suntului pentozic G-6-PDH
cu 21%, fapt ce poate reduce asigurarea proceselor biosintetice cu NADPH 1in ID. Utilizarea
remediilor testate inlaturd declinul activitatii G-6-PDH si chiar conduce la o crestere discreta a
acestei enzime cu 9-13% fata de nivelul lotului martor, pe cand functionalitatea dehidrogenazei
anabolice — MDH-NADPd sub influenta remediilor testate este indusa cu 23-34%. Astfel,
administrarea remediilor testate favorizeaza activizarea enzimelor NADP-dependente in tesutul
lienal al animalelor cu ID si care rezulta cu intensificarea productiei de NADPH, rolul caruia consta
in asigurarea proceselor biosintetice si accelerarea proceselor reparatorii in tesuturi.

S-a constatat, ca in ID ciclofosfanica are loc reducerea statistic concludenta a catepsinei B si
NAG (cu 29% si, respectiv, cu 21%), scaderea insugestiva a catepsinei G si cresterea veridica a
activitatii LAP si fosfatazei acide (cu 56% si 74%). Administrarea PSS in dozele 50 mg/kg si 125
mg/kg conduce la restabilirea functionalitatii catepsinei G, insd nu reuseste sa anuleze supresia
catepsinei B indusa de CF. Remediile testate contribuie la restabilirea valorilor normale ale LAP, iar
PSS in doza 125mg/kg reduce functia catalitica a catepsinei D cu 39% (p<0,01). PSS si BioR-Ge
modifica starea functionald a lizozomilor splenocitelor prin mentinerea la valori sporite a fosfatazei
acide, supresia pronuntata a NAG si, deasemenea, datorita capacitatii lor de a mentine in limite
normale activitatea B-glucozidazei, B-galactozidazei si arilsulfatazelor.

Astfel, remediile testate manifesta un lizozomotropism evident, fiind capabile sa influenteze
in mod specific activitatea hidrolazelor lizozomice si sa modifice Starea functionala a lizozomilor
tesutului lienal in ID experimentala indusa de CF.

Studiile efectuate demonstreaza ca in ID indusd de CF in tesutul lienal are loc reducerea
nivelului de AOPP cu 44% (p<0,05); PIM cu 12% (p>0,05) si S-nitrozotioli cu 38% (p<0,05), si
cresterea continutului de AGEs (cu 40%). Administrarea PSS in doza 50 mg/kg practic readuce
nivelul AOPP, PIM si AGEs la valori normale, si, totodata, face sa creasca continutul de NO in
tesutul lienal cu 32% (p<0,05). Remediul PSS in doza 125 mg/kg nu anihileaza deficitul de S-
nitrozotioli la animalele cu ID, dar contribuie la accentuarea acestui deficit (reducere esentiald cu
55% fata de valorile martor). Acest fapt s-ar putea datora inductiei sau amplificarii fortei catalitice
ale denitrozilazelor - enzime care mediaza denitrozilarea cisteinei din catena laterald a proteinelor.
Dupa cum se stie, aceste enzime prin multiple cdi de semnalizare regleaza functia anumitor
receptori si influenteaza diverse raspunsuri celulare [28, 34, 60].

Tabelul 4.1. Influenta PSS asupra indicilor protectiei antioxidante in tesutul lienal in ID experimental

Loturile de studiu
Indicii cercetati Martor D ID+PSS, ID+PSS,
50 mg/kg 125mg/kg

SOD, 27,31+1,1 31,08+1,51 29,27+2,57 20,161,18**##
u/g.prot (100%) (114%) (107%) (74%)
Catalaza, 8,60+0,95 | 11,95+1,15* 11,0+1,16 8,82+0,84
uM/s.g.prot (100%) (139%) (127%) (103%)
SH-grupe proteice, | 25,40+2,52 25,29+0,98 26,58+2.98 25,2243,01
Mol/g.prot (100%) (99,5%) (105%) (99%)
GST, 1,58+0,12 2,51+0,38* 2,31+0,31* 1,49+0,15
nM/s.g.prot (100%) (159%) (133%) (94%)
v-GTP, 10,44+0,05 | 32,58+2,73*** | 19,7743,25** 14,79+1,33##
nM/s.g.prot (100%) (312%) (189%) (142%)

Nota: * - diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;
## - fata de lotul cu ID ciclofosfanica, p<0,05.
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Rezultatele determinarilor indicilor protectiei antioxidante demonstreaza ca sub influenta CF
in tesutul lienal creste activitatea catalazei, GST si y-GTP, iar administrarea PSS contribuie la
minimizarea si, chiar, normalizarea disfunctiilor indicilor studiati in tesutul lienal al animalelor cu
ID ciclofosfanica (tabelul 2).

Tratamentul cu PSS 1n ambele doze favorizeaza reducerea functiei y-GTP (cu 40 %— 55 %) in
raport cu patologia netratatd, dar care nu atinge nivelul martorului. Totodata, PSS in doza 125
mg/kg influenteazd negativ asupra enzimoactivitatii SOD-lui, provocand supresia acesteia cu 26%
in raport cu valorile de referinta ale martorului.

Reesind din faptul ca GST si y-GTP joacd un rol important in homeostazia GSH si a
sistemului de aparare contra SO celular, dar si in proliferarea celulara [36, 44, 51], bioremediul PSS
ar putea manifesta un efect protector asupra modificarilor homeostazii redox celulare specifice
diverselor afectiuni ale sistemului imun.

4.2. Influenta PSS asupra indicilor imunobiochimici in maduva osoasa in imunodeficienta
ciclofosfanica

Rezultatele obtinute indica la instalarea unei stari de ID pronuntat si dezvoltarea anemiei
toxice la animalele incluse in studiu, care se manifesta prin descresterea numarului de leucocite si
limfocite si reducerea numadrului de eritrocite (RBC) si  hemoglobind (HGB) fata de indicii
inregistrati in lotul martor. Medicatia cu PSS in dozele 50 si 125 mg/kg, desi contribuie la cresterea
numarului de leucocite si limfocite, totusi, nu anuleaza dereglarile induse de CF. PSS favorizeaza
restabilirea partiala a RBC si HGB. Rezultatele obtinute de noi concorda cu datele unor autori
[59] care evidentiaza efectele chemo- si radioprotective ale PSS asupra sistemului hematopoietic la
actiunea CF si a iradiatiei cu Co® in experiente pe animale.

Cercetarile efectuate denota ca in ID ciclofosfanica activitatea enzimelor ciclului Krebs -
GLDH si SDH scade pregnant (cu 38% si, respectiv, 61%) in raport cu martorul, fapt ce afecteaza
procesele oxidative aerobe si metabolismul energetic in celulele maduvei osoase.

neat\g.prot SDH meatig prot GLDH
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Figura 4.2. Influenta remediilor cianobacteriene asupra glutamat dehidrogenazei (GLDH) si
succinatdehidrogenazei (SDH) in maduva osoasa in ID ciclofosfanica.
Nota: diferenta statistic semnificativa fatd de lotul-martor: * - p<0,05; ** - p<0,01;
fata de lotul cu ID ciclofosfanica: * - p<0,05; ™ - p<0,01.
Axa X — loturile experimentale. Axa Y — %

Reducerea notabild a enzimoactivitatii SDH la animalele intoxicate cu CF poate conduce la
cresterea nivelului de succinat, iar acesta poate actiona ca moleculd de semnalizare prin expresarea
factorului de inducere a hipoxiei 1-alfa (HIF-1a), care, la randul sau, induce in mod specific
expresia genelor citokinelor proinflamatoare si altor gene HIF-1a-dependente. Totodata, succinatul
poate modifica activitatea proteinelor prin succinilizarea lor [41, 57].
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Medicatia animalelor cu PSS in doza de 50 mg/kg conduce la activizarea SDH, care atinge
nivelul martorului. Administrarea PSS in doza de 125 mg/kg s-a dovedit a fi mai eficienta, deoarece
practic toti indicii metabolismului glucidic studiati in maduva osoasa revin catre valorile martorului.
BioR-Ge, de asemenea, contribuie la normalizarea activitatii enzimelor metabolismului glucidic, in
plus el revoca inductia esentiala a SDH (cu 167% 1in raport cu martorul). Aceastd actiune a
remediului BioR-Ge, inregistrata in cercetarile noastre, prezintd un mare interes, deoarece cresterea
SDH ar putea reduce nivelul succinatului, moleculd importanta de semnalizare endogena, remediul
dat putand manifesta efecte terapeutice in diverse patologii [53].

Cercetarile efectuate de noi demonstreaza ca in ID activitatea AMP-azei creste veridic cu
133% (p<0,05), iar activitatea ADA-azei scade nesemnificativ cu 16%. Dupa tratarea cu PSS in
ambele doze, activitatea AMP-azei discreste cu 85-80% 1n raport cu patologia netratata, dar ramine
la nivel inalt comparativ cu martorul (p<0,05). Administrarea BioR-Ge induce majorarea activitatii
acestor enzime comparativ cu lotul martor. In ID s-a constatat sciderea neesentiald a valorilor FA,
care se normalizeaza la tratarea cu PSS in doza de 125mg/kg si BioR—Ge 1n doza de 1 mg/kg.
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Remarcam, ca mentinerea la valori sporite a activitatii AMP-azei si supresarea insugestiva a
ADA-zei exercitata de bioremediile studiate poate influenta pozitiv asupra concentratiei
extracelulare de adenozina in maduva osoasa, care prin intermediul receptorilor adenozinici Al,
A2A, A2B si A3 mediaza numeroase cai de semnalizare intracelulara, inclusiv, reactiile imune,
functiile celulelor endoteliale, raspunsul inflamator sistemic, etc. [39, 48].

Astfel, remediile studiate sunt apte sa amelioreze esential procesele oxidative aerobe si
metabolismul energetic in celulele maduvii osoase prin efectul lor pozitiv asupra enzimelor ciclului
Krebs si metabolismului adenilic.

Rezultatele de evaluare a influentei remediilor luate in studiu asupra activitatii enzimelor
lizozomale in maduva osoasa releva ca in ID activitatea catepsinei D este deosebit de Tnalta, ea
depasind de 2 ori valorile lotului martor. Dupa medicatia cu PSS in doza 125 mg/kg si BioR-Ge
functia enzimei se tempereaza usor, dar nu revine in cadrul normal si tinde spre normalizare doar in
cazul administrarii PSS in doza de 50 mg/kg. Activitatea catepsinei H scade veridic (cu 38%,
p<0,05) in patologia modelata si nu se normalizeaza sub influenta tratamentului cu PSS si BioR-Ge.
In ID experimental activitatea catepsinei G scade neimportant (-8%), insa tratamentul cu remediile
studiate induce majorari esentiale ale activitatii acestei catepsine (de 1,6- 2,0) in toate cazurile.

Nu se exclude ca activizarea catepsinei G reprezintd un mecanism de actiune pozitivd a
acestor remedii. Datele literatutii indica ca catepsina G este o enzima multifunctionala, prezenta in
granulele azurofilice ale neutrofilelor, care participa nu numai in calea non-oxidativa de distrugere a
patogenilor, dar si in mecanismele de modularea raspunsului imun prin procesarea citokinelor,
chemokinelor, factorilor de crestere, procesarea si activarea receptorilor celulari, etc. [30, 42].
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Conform rezultatelor noastre, in intoxicatia cu CF in maduva osoasd are loc diminuarea
potentialului pro-oxidant care se manifesta prin reducerea activitatii NADPH-oxidazei cu 21%,
NADH-oxidazei cu 22% si MPO cu 24%, fapt ce ar putea afecta capacitatea fagocitara si
compromite eliminarea celulelor afectate de catre celulele imune. Sub influenta ciclofosfanului se
atesta o scadere discretd cu pana la 20% a concentratiei DAM, AOPP si S-nitrozotiolilor.
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La administrarea PSS in ambele doze activitatea oxidazelor NADH- si NADPH- dependente a
ramas la nivel redus, valorile DAM se normalizeaza, iar BioR-Ge induce majorarea cu 55% a
acestui indice. Valorile AOPP revin in cadrul normal doar la actiunea PSS in doza de 125 mg/kg.
Nivelul metabolitilor NO la modelarea ID creste cu 21% si revine la normal dupa administrarea
BioR-Ge. Remedierea ID experimental cu preparatele studiate readuce nivelul S-nitrozotiolilor in
cadrul normal, cel mai eficient in acest caz fiind PSS in doza de 125 mg/kg si cu BioR-Ge.

Intoxicatia ciclofosfanica provoaca supresia verigii enzimatice a sistemului antioxidant, ceea
ce se manifesta prin scaderea semnificativa a activitatii SOD cu 28% si activitatii catalazei cu 44%.
Tratamentul patologiei modelate cu PSS influenteaza slab asupra tulburdrilor depistate in sistemul
enzimelor pro- si antioxidante studiate, acestea mentinandu-se la nivel redus, similar celor
inregistrate la animalele netratate. Preparatul BioR-Ge s-a dovedit a fi mai eficient, deoarece,
inlatura supresia SOD-lui, activitatea MPO ramane redusa, iar functia celorlalte enzime studiate
tinde sa se restabileasca.

Cercetarile efectuate au scos in evidenta modificari concludente ale indicilor metabolismului
tiol-disulfidic in maduva osoasa in ID experimental — diminuarea activitatii GR (cu 29%),
glutaredoxinei (cu 16%), SH-grupelor proteice (cu 26%) si cresterea expresivitatii GPO (cu 34%).
Tratamentul cu PSS in doza de 50 mg/kg nu inlaturd devierile produse de CF in sistemul tiol-
disulfidic cu exceptia GPO care se normalizeaza. La utilizarea PSS in doza de 125 mg/kg se
produce activizarea GPO, care ajunge sa depaseascd cu 80% valorile martorului, iar activitatea
celorlalte enzime studiate practic revine in cadru normal. La administrarea BioR-Ge are loc
restabilirea nivelului glutaredoxinei si concentratiei SH-grupelor, iar activitatea GPO in acest caz
creste important cu 86%.

Astfel, remediile studiate influenteaza pozitiv asupra metabolismului tiol-disulfidic in maduva
osoasd la modelarea ID experimental, ceea ce se manifestd prin proprietatile lor de redresare sau
normalizare si chiar cresterea valorilor indicilor acestui metabolism.

4.3. Influenta PSS asupra sistemului glutationic eritrocitar in norma si astm bronsic

Cercetarile efectuate atesta ca, la persoanele sanatoase nivelul GSH in eritrocite scade veridic
sub influenta PSS 50 pg/ml si a BioR-Ge in dozele 50 si 100 ng/ml in comparatie cu nivelul initial,
pani la tratarea cu remediile studiate. In acelasi timp, remediile testate induc modificari veridice ale
continutului de GSH 1n eritrocitele pacientilor, cele mai semnificative fiind Inregistrate in AB forma
usoara. In acest grup de pacienti toate remediile (cu exceptia BioR-Zn 50 ng/ml) induc cresterea
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veridica a concentratiei de GSH in comparatie cu martorul. Totodatd, se evidentiazd scaderea
continutului de GSH in AB forma grava sub influenta BioR-Ge 50 ng/ml (p<0,05), iar in cazul
formei moderate - la actiunea BioR-Ge 100 ng/ml si a BioR-Zn 50 ng/ml (p<0,05), in comparatie cu
nivelul initial.

1 — Figu ra 4.5, Modiﬁctﬁrile 'con‘;inut.ului‘ de
100 glutation redus in eritrocitele pacientilor
| WESS#R cu AB la tratarea cu PSS si RC

& PSS, 100 (procente fata de valorile inregistrate in lotul

60

persoanelor conditionat sdnatoase).

HBioR-Ge, 50
40 H Nota: * — diferenta statistic semnificativa
- MBioR-Be. 100 fata de lotul cu persoane conditionat
. ' EBioR-Zn, 50 sanatoase: p<0,05.
PCS ABpusor ABpmoderat AB p.sever Axa X — loturile experimentale. Axa 'Y — %

Remediile studiate manifesta proprietatea de a mentine la valori sporite activitatea GR in AB
forma usoari comparativ cu martorul. in AB forma moderata, dimpotrivi, se atesti o reducere
concludentd a activitatii GR in eritrocite la tratarea sangelui cu PSS in ambele doze, atat fata de
lotul martor, cat si fata de nivelul initial. Aceiasi diminuare a activitatii GR comparativ cu martorul
se inregistreaza si la utilizarea remediului BioR-Ge in doza 50 ng/ml.

In AB forma grava remediile testate practic nu influenteaza asupra activititii GR, aceasta
mentinandu-se in limitele valorilor initiale inregistrate la incubarea sangelui cu ser fiziologic fara
remedii. Doar la utilizarea BioR-Zn 50 ng/ml se evidentiaza o tendintd neconcludentd de crestere a
activitatii enzimei fata de valorile initiale.

Remediile testate exercitd actiune diferita asupra nivelului G-6-PDH, dependentd de
severitatea astmului brongic. Astfel, in AB forma usoara activitatea G-6-PDH raméane practic la
nivelul valorilor initiale inregistrate la incubarea sangelui cu ser fiziologic fard remedii. In AB
forma moderatda acest indice atinge un nivel net superior martorului (depasind-ul de cca 3 ori,
p<0,001 1n toate loturile), dar este cu 55-69% mai mic comparativ cu valorile initiale.

In AB forma gravi sub actiunea tuturor remediilor testate are loc activizarea concludenti a G-
6-PDH atat in comparatie cu martorul, cat si fata de valorile initiale.

Cresterea activitatii G-6-PDH poate fi privitd drept o reactie de adaptare orientatd spre
sporirea fondului de NADPH redus, necesar pentru menginerea potentialului inalt reducator celular
cat si homeostaziei celulare.

Analiza datelor obtinute demonstreaza ca, in lotul martor sub influenta remediilor testate
nivelul GPO scade veridic, cu exceptia BioR-Zn 50 ng/ml, care induce cresterea acestei enzime cu
33% (p<0,001) in comparatie cu nivelul initial. In AB forma usoard atat PSS, cat si BioR-Ge
mentin la nivel sporit functionalitatea GPO comparativ cu nivelul martor. in AB forma moderati
are loc reducerea activitatii GPO pana la valorile martorului la administrarea PSS in ambele doze si
BioR-Ge in doza de 50 pg/ml, iar in doza de 100 pg/ml — nivelul functional al enzimei 1l depaseste
pe cel al martorului. in AB forma gravi remediile testate nu induc schimbari esentiale ale nivelului
GPO 1n eritrocite in raport cu indicii martorului.

Cercetarile noastre demonstreaza ca, in lotul martor PSS in doza 50 pg/ml induce cresterea
nivelului glutation-S-transferazei (GST) - cu 24% (p>0,05), iar la dublarea dozei (PSS 100 ug/ml )
expresia enzimei creste cu 50% (p<0,05). Remediile BioR-Ge si BioR-Zn practic nu influenteaza
activitatea GST comparativ cu nivelul initial.
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In AB forma usoaria PSS induce sciderea functionalititii GST, iar BioR-Ge nu modifici
activitatea enzimei comparativ cu nivelul martor. In AB forma moderati toate remediile testate
maresc activitatea GST, dar aceste modificari s-au dovedit statistic insugestive cu exceptia BioR-Ge
50 ng/ml care induce cresterea acestei enzime cu 36% (p<0,05). In AB persistent sever are loc
reducerea activitatii GST pana la valorile martorului la administrarea PSS 1n ambele doze si BioR-
Ge in dozd de 50 pg/ml, iar in doza de 100 pg/ml — nivelul functional al enzimei se mentine in
limitele normale, fapt ce ar trebui interpretat pozitiv, deoarece in astmul atopic activizarea GST este
asociata cu indicerea factorului de transcriere inflamator, NF-kB la nivel genomic [51].

Astfel, in AB toate remediile studiate exercitd efecte modulatoare potente asupra enzimelor
metabolismului GSH. Unul din mecanismele posibile de actiune ale remediilor studiate ar putea fi
stimularea factorului Nrf2, care regleaza expresia proteinelor antioxidante, citoprotectoare,
stimuleaza sinteza GSH si expresarea enzimelor glutationice [35, 54].

4.4. Influenta PSS asupra statutului citokinic sangvin in norma si astm bronsic

Cercetdrile efectuate denota, ca secretia citokinei IL-6 de catre celulele mononucleare ale
sangelui integral la persoanele sandtoase scade brusc (reducere cu 45%-52%) sub influenta PSS si
practic nu este influentat de remediile BioR-Ge si BioR-Zn.

Administrarea remediilor testate la pacientii cu AB persistent usor produce o supresie veridica
a nivelului de IL-6 cu 48%-73% fata de nivelul atestat la persoanele sanatoase.

in AB forma moderati si grava sub influenta PSS are loc o reducere sugestivi a secretiei 1L-6
cu 71%-74% (p<0,001), si respectiv, cu 48%-60% (p<0,01) fata de nivelul initial, aceste valori fiind
in medie de 2 ori mai joase, comparativ cu nivelul persoanelor practic sanatoase netratate cu PSS.
Diminuarea evidenta a continutului de IL-6 in AB forma moderata si grava sub influenta medicatiei
cu remediilor testate denota efectul lor antiinflamator.

S-a constatat cd la persoanele practic sdnatoase utilizarea PSS in ambele doze induce o
scadere concludent statistica a continutului de TNF-o cu 61%-68%, pe cand remediul BioR-Ge in
ambele doze (50 ng/ml si 100 ng/ml) sporeste inoportun statistic nivelul citokinei nominalizate cu
45% si 38% respectiv.
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La pacientii cu AB persistent usor s-a depistat proprietatea PSS si BioR-Ge de a mentine la
valori scazute secretia TNF-a de catre celulele nucleate ale sangelui periferic, mult inferioare in
raport cu cele inregistrate la persoanele practic sanitoase. In acelasi timp, in AB persistent usor
BioR-Ge reduce veridic nivelul citokinei date cu 21%-28% fata de nivelul initial, ceea ce
marturiseste despre capacitatea remediului dat de a bloca biosinteza citokinei proinflamatoare TNF-a.

In AB persistent moderat PSS in ambele doze reduce secretia TNF-o cu 42%-47%, iar sub
influenta BioR-Ge, nivelul TNF-a se mentine la cote sporite similare celor inregistrate initial.
Nivelul de TNF-a in AB persistent grav sub influenta PSS 100 pg/ml scade dublu (p<0,05) fata de
cel inregistrat la persoanele practic sanatoase. PSS in doza 50 pg/ml reduce si mai expresiv secretia
citokinei date, aceasta constituind 29% (p<0,001) din nivelul atestat in lotul martor.
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TGF-B1 este un factor de crestere multifunctional care moduleaza proliferarea celularad si
induce diferentierea si sinteza proteinelor matricei extracelulare, inclusiv colagen si fibronectina, in
multe tipuri de celule pulmonare [29, 52]. Conform datelor obtinute, la pacientii cu AB are loc
cresterea de 2,3-2,5 a secretiei mediatorului inflamatiei TGF-B1 de catre celulele nucleare ale
sangelui periferic.

S-a constatat ca, in AB persistent usor si in AB persistent moderat, PSS in ambele doze
reduce concludent secretia TGF-B1 fata de valorile initiale, dar mentine nivelul acestei citokine la
valori sporite ce depaseau cu 26%-33% si, respectiv, cu 41%-42% indicii relevati in lotul martor.

In AB forma grava PSS in ambele doze posedd capacitatea de a diminua sugestiv statistic
continutul de TGF-B1 cu 59%-62% (p<0,05) fata de cel inregistrat pana la tratarea sangelui cu acest
remediu.

Rezultatele studiului efectuat demonstreaza ca, tratamentul AB cu PSS se soldeaza cu
scaderea secretiei TGF-B1 in toate grupele luate in studiu, fapt ce ar putea reduce inflamatia si
fibrogeneza in AB, oferind o strategie noua de tratament al acestei maladii.

Se stie ca, productia de citokine anti-inflamatoare poate fi consideratd un mecanism important
pentru limitarea inflamatiei si restabilirea homeostaziei in diverse stari patologice. Interleukina-10
(IL-10) este o citokinad pleiotropa cu functii imunoreglatoare importante, care inhiba productia de
citokine proinflamatoare, cum ar fi TNF-a, IL-6 si IL-1B, demonstrand astfel proprietati anti-
inflamatoare si efecte supresive puternice in prevenirea bolilor autoimune [38].

Utilizarea remediilor autohtone nu a condus la careva modificari veridice ale concentratiei IL-
10 la persoanele sinitoase. In acelasi timp, in AB persistent usor se constati o diminuare
concludent statistica cu 41% (p<0,05) a valorilor IL-10 la etapa initiala de cercetare. Administrarea
PSS in ambele doze inlatura depresia IL-10 in lotul cu AB persistent usor fata de valorile martorului
si, totodata, induce cresterea secretiei IL-10 care ajunge sa depaseasca cu 124-139% nivelul initial
al acestei citokine, ceea ce denoti efectul antiinflamator al acestui remediu. In AB persistent grav
PSS creste oportun statistic continutul de 1L-10 cu 61%-76% (p<0,05) in raport cu nivelul initial.
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Datele obtinute demonstreaza cert capacitatea PSS de a intensifica secretia IL-10 de catre
celulele nucleare sangvine la pacientii cu AB, fapt ce indica la potentialul anti-inflamator al acestui
remediu si confirma perspectiva utilizarii lui pentru medicatia inflamatiei si imunoreglarea starilor
alergice.

Unul din mecanismele posibile ale efectului supresiv exercitat de PSS asupra mediatorilor
inflamatiei in AB ar putea fi inhibarea NF-kB, probabil, datorita modificarilor epigenetice,
exercitate de acest preparat.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Polizaharidele sulfatate din spirulina si remediile ce contin PSS actioneaza in sens si grad
divers prin mecanisme variate asupra diferitor verigi homeostazice, atat la administrarea in
conditii fiziologice, cat si patologice — hepatopatia toxica, intoxicatia ciclofosfanica, precum
si la testarea in vitro in astmul bronsic asociat de severitate diferita. Micrometodele de
cercetare a indicilor imunobiochimici elaborate au permis de a simplifica procedeul analitic,
micsora chieltuielile de reagenti, timpul de efectuare a analizelor prin procesarea
concomitenta a mai multor probe biologice si de a mari reproductibilitarea si precizitatea
analizelor efectuate [6, 7].

In conditii fiziologice influenta pozitiva a PSS se manifest prin:

a) majorarea in hemoleucograma a neutrofilelor nesegmentate cu 40% (p<0,001), numarului
absolut de leucocite cu 37% (p<0,05), de celule mononucleare cu 44% (p<0,05), precum si
aparitia celulelor sangvine tinere, fapt ce indica la activarea mielopoiezei [20, 21, 22];

b) intensificarea proceselor de formare a produsilor nepolari si polari ai peroxidarii lipidelor,
ceea ce reflecta inducerea proceselor enzimatice de biosinteza a eicozanoizilor — molecule
de semnalizare celulara implicate in raspunsul imun (inhibarea inflamatiei, alergiei, febrei,
etc.) [4];

C) stimularea formarii AOPP — compusi intermediari, care joacda un rol crucial in reglarea
functiei celulelor dendritice [2].

In hepatopatia toxica PSS reduce efectele toxice ale CCly prin:

a) activarea hematopoiezei si deviatia regenerativa spre stanga, fapt ce reflecta influenta
pozitiva asupra indicilor hematologici ai sangelui periferic) [20];

b) reducerea semnificativa a factorilor de crestere — TGF-f3 cu 90% (p<0,05) si CTGF cu
72% (p<0,05), a continutului de hidroxiprolina cu 55% (p<0,05), acizi uronici cu 126%
(p<0,05) vs patologia netratata, manifestand astfel efecte antiinflamatorii si antifibrotice
[18, 55];

C) stimularea activitatii enzimelor adenilice AMP-zei cu 56% (p<0,01), ADA-zei cu 51%
(p<0,01) si 5'-nucleotidazei cu 189% (p<0,01) in tesutul hepatic, mecanism orientat spre
reducerea procesului inflamator si mentinerea la nivel sporit al metabolismului energetic si
nucleotidic [16];

d) diminuarea intensitatii glicolizei anaerobe si stimularea proceselor aerobe oxidative,
manifestand astfel actiune pozitiva asupra metabolismului glucidic hepatic [16];

e) cresterea ASAT-lui hepatic (cu 42%, p<0,01), normalizarea valorilor alouminelor serice si
restabilirea partiala a functionalitatii PCE (p<0,01), fapt ce indica la sporirea, amplificarea
functiei proteosintetice hepatice si proceselor de reparatie tisulara [11, 18],

f) implicarea enzimelor lizozomice in procesele de hidroliza a diferitor substraturi biologice,
fapt ce rezulta cu stimularea proceselor hidrolitice 1n ficat [5].

g) sporirea activitatii antioxidante totale nepolare (cu 29%, p<0,05) si cresterea marcata a
functionalitatii catalazei (cu 60%, p<0,05), ceea ce contribuie la diminuarea efectelor
nocive ale POL si fortificarea verigii enzimatice de protectie antioxidantd a celulelor
hepatice [1, 2, 4].

In ID ciclofosfanica PSS si remediile ce contin PSS actioneaza prin diferite mecanisme asupra

verigilor homeostazice in tesutul lienal:
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a) inlatura suprimarea ALAT-lui si determina cresterea ASAT-lui tisular cu 32-65% (p<0,01),
contribuind, astfel, la imbunatatirea metabolismului aminoacidic si proteic;

b) normalizeaza G-6-PDH si stimuleaza activitatea MDH-NADPd, astfel ameliorand starea
metabolismului glucidic;

€) modifica starea functionald a aparatului lizozomal, fapt demonstrat prin mentinerea la nivel
scazut a catepsinei B si NAG, mentinerea fosfatazei acide la valori sporite cu 78%
(p<0,01) la actiunea PSS si cu 58% (p<0,05) sub influenta Bior-Ge in raport cu martorul si,
deasemenea, prin suprimarea activizarii excesive a LAP cu 53-67% (p<0,01) in raport cu
patologia netratata [19, 56];

In ID ciclofosfanica actiunea pozitiva a PSS si remediilor ce contin PSS in maduva osoasa se

manifesta prin:

a) Inlaturarea suprimarii marcate a activitatii enzimelor metabolismulul aerob oxidativ —
glutamatdehidrogenazei de catre Bior-Ge si succinatdehidrogenazei la administrarea PSS si
activarea marcatd de 1,7 ori a acestei enzime sub influenta Bior-Ge [10];

b) mentinerea nivelului inalt al AMP-azei si normalizarea ADA-azei sub influenta PSS si
majorarea activitatii ambelor enzime ale metabolismului adenilic sub influenta BioR-Ge
(cu 57% si, respectiv, 45%, p<0,05), necesare pentru intretinerea nivelului inalt al
metabolismului nucleotidic si energetic la realizarea hematopoiezei si functiilor celulelor
imune [10];

c) activizarea (de 1,6-2 ori) a catepsinei G care participa, atdt in calea non-oxidativd de
distrugere a patogenilor, cit si in mecanismele de modulare a raspunsului imun prin
procesarea citokinelor, chemokinelor, factorilor de crestere si activarea receptorilor celulari
[9];

d) diminuarea suprimarii SOD-lui, NADPH- si NADH-oxidazelor, reducerea deficitului de
catalaza si redresarea activitatii enzimelor metabolismului tiol-disulfidic, comparativ cu
patologia netratata, ceea ce contribuie la ameliorarea evidenta a starii acestui metabolism.

In AB de severitate diferita si la persoanele conditionat sinitoase PSS si remediile ce contin

PSS influenteaza in mod diferit asupra indicilor sistemului glutationic eritrocitar la testarea in

vitro:

a) 1n conditii fiziologice remediile testate determina micsorarea moderata a continutului de
GSH eritrocitar (cu 12-18%, p<0,05), diminuarea dozodependenta a activitatii GPO (PSS -
pina la 33%, p<0,01; Bior-Ge — pina la 57%, p<0,01) si cresterea G-6PDH (PSS — pina la
71%, p<0,01, Bior-Ge — pina la 61%, p<0,01) [17];

b) in AB forma usoara remediile testate determina majorarea continutului de GSH si cresterea
notabild a activitatii GR, G-6-PDH si GPO, fapt ce contribuie la fortificarea sistemului
protectiei antioxidante celulare [17];

c) in formele moderate si grave ale AB remediile testate influenteaza important doar
activitatea G-6-PDH, care se mentine la valori majorate, si condifioneaza reducerea pana la
valorile martorului sau mentinerea la nivel normal a functionalitatii GPO [17].

In AB de severitate diferita si la persoanele conditionat sinitoase PSS si remediile ce contin

PSS amelioreaza echilibrul citokinic sangvin la testarea in vitro, fapt demonstrat prin:

a) reducerea nivelului citokinelor pro-inflamatoare: IL-6 si TNF-a sub influenta PSS in AB
forma medie si grava si la persoanele sandtoase; scaderea certa a TNF-a sub influenta
Bior-Ge si Bior-Zn in AB forma usoara; suprimarea pronuntata a TGF-1 sub influenta
PSS in AB formele usoare, medie si grava [8];
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b) cresterea dozodependentd a valorilor citokinei IL-10 sub influenta PSS in AB formele
usoare cu 124-139% (p<0,05) si severe cu 61-76% (p<0,05), fapt ce demonstreaza actiunea
anti-inflamatoare al acestui remediu [8].

Problema stiintificA importanta solutionatd 1n tezd constd in elucidarea mecanismelor

imunobiochimice de actiune a polizaharidelor sulfatate din spirulina si a semnificatiei lor la

administrarea in conditii fiziologice, hepatopatia toxicad, imunodeficitul experimental si astmul
bronsic, fapt ce a condus la evidentierea metodelor eficiente de monitorizare a procesului patologic
si Obtinerea unor noi strategii de abordare terapeutica a maladiilor cu implicare imuna pe baza
remediilor autohtone cianobacteriene.

Recomandari practice:

Se recomanda:

1.

Aplicarea metodologiei de studiere a parametrilor imunochimici a metabolismului intermediar cu
utilizarea micrometodelor optimizate elaborate, prezentata in teza pentru evaluarea aprofundata a
mecanismelor patogenice ale afectiunilor cu implicarea sistemului imun si la elaborarea
strategiilor de tratament, precum si la testarea preparatelor medicamentoase noi, in scopul
depistarii proprietatilor lor curative.

. Aprecierea profilului citokinic si evaluarea principalilor constituenti ai matricei extracelulare la

pacienti cu maladii hepatice (TNF-o, TGF-B1, CTGF, hidroxiprolina, acizi uronici,
glucozaminoglicani) pentru monitorizarea procesului inflamator si fibrogenetic cu scop de
urmarire a eficacitatii tratamentului si prevenirii complicatiilor.

Evaluarea indicilor metabolismului proteic, glucidic, energetic, nucleotidelor adenilice, tiol-
disulfidic, stresului oxidativ si protectiei antioxidante, aprecierea stari functionale a aparatului
lizozomal pentru elaborarea algoritmurilor diagnostice stiintific argumentate, monitoringul
evolutiei bolii si eficientei tratamentului hepatoregenerator si imunomodulator aplicat.
Monitorizarea indicilor sistemului glutationic (glutation redus, glutation reductaza, glucozo-6-
fosfat dehidrogenaza, glutationperoxidaza, glutation-S-transferaza) pentru determinarea gradului
de extindere a proceselor oxidative si inflamatorii in caile respiratorii in AB, iar determinarea
citokinelor (IL-6, TNF-o, TGF-B1, IL-10) in calitate de markeri pentru aprecierea eficacitatii
tratamentului antiinflamator.

Implementarea micrometodelor optimizate de cercetare a metabolismului proteic, glucidic, tiol-
disulfidic, a nucleotidelor adenilice, a stresului oxidativ si sistemului antioxidant in laboratoarele
diagnosticul precoce a maladiilor cu implicare imuna si de natura toxica, depistarii complicatiilor
si urmaririi eficacitatii tratamentului.
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ADNOTARE
Mihalciuc Olga. Modificari imunobiochimice la actiunea polizaharidelor sulfatate din
spirulina in normai si patologie. Teza de doctor in stiinte medicale. Chisinau, 2017.
Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari practice, bibliografie
(251 surse), 32 tabele, 20 figuri, 185 de pagini text de baza. Rezultatele obtinute sunt publicate in 27
lucrari stiintifice.
Cuvinte cheie: polizaharide sulfatate din spirulina, hepatopatia toxica, imunodeficit experimental,
astm bronsic, indici imunobiochimici, citokine, sistem glutationic.
Domeniul de studiu: 324.03 - Diagnostic de laborator.
Scopul studiului: evaluarea particularitatilor si  semnificatiei modificarilor indicilor
imunobiochimici la actiunea remediilor ce contin polizaharide sulfatate din spirulina (PSS) in
norma si la modelarea unor patologii cu implicarea sistemului imunitar si de natura toxica.
Obiectivele lucrarii: cercetarea actiunii PSS asupra parametrilor sangvini, indicilor
imunobiochimici si proceselor metabolice in ser, ficat, splind si maduva osoasd in norma, la
modelarea hepatopatiei toxice (HT) si imunodeficit (ID), elucidarea in vitro a particularitatilor
proceselor imunobiochimice sangvine la pacientii cu astm bronsic (AB) si la actiunea PSS.
Metodologia cercetarii stiintifice: s-a efectuat o cercetare fundamentala in vivo pe animale de
laborator si in vitro pe probele biologice colectate de la persoane conditionat sanatoase si de la
pacienti cu AB. Au fost folosite peste 50 micrometode de cercetare elaborate de noi in baza
metodelor existente. Indicii imunobiochimici au fost studiati in sange, tesutul hepatic, lienal si
maduva osoasa in conditii fiziologice, HT, ID, AB si la tratamentul cu PSS si remedii ce contin PSS
si alte principii bioactive. ID a fost modelat prin administrarea ciclofosfanului, iar HT a fost indusa
prin administrarea CCl,. Rezultatele obtinute au fost supuse prelucrarii statistice prin utilizarea
programelor computerizate ,,StatsDirect” si ,,Statistica 6,0” si prezentate prin procedee tabelare si
grafice.
Noutatea si originalitatea stiintificad. Pentru prima data a fost efectuat un studiu multiplanic
complex de cercetare, care a permis obtinerea datelor noi privind modificarile indicilor
imunobiochimici 1n sange, ficat, splina si mdduva osoasd la modelarea unor patologii cu implicare
imuna si de naturd toxica. A fost demonstratd actiunea pleiotropa a remediului PSS in hepatopatia
toxicd, imunodeficitul experimental si la pacientii cu astm bronsic de gravitate diferita.
Semnificatia teoretica. Elucidarea mecanismelor imunobiochimice, care stau la baza actiunii PSS
asupra organismului in conditii fiziologice si patologice, largesc cunostintele teoretice despre
perspectiva in scopul obtinerii de noi remedii terapeutice eficiente.
Valoarea aplicativa a lucrarii. Datele obtinute pot fi utilizate la elaborarea schemelor noi de
diagnostic precoce al dereglarilor imunobiochimice ce survin in patologiile imunitare si de natura
toxica si monitoringul eficientei tratamentului aplicat. Proprietdtile farmacologice ale PSS pot fi
testate si in cazul altor patologii, aplicatiile terapeutice putand fi extinse.
Implementarea rezultatelor stiintifice: in procesul didactic si lucrul stiintific la Catedra Medicina
de laborator, IP USMF “Nicolae Testemitanu”, laboratorul clinic al IMSP Institutul de Cardiologie,
Centrul Republican de Control Extern al Calitatii.
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SUMMARY
Mihalciuc Olga. Immunobiochemical changes upon the administration of sulfated
polysaccharides from spirulina in normal and pathological condition. Thesis MD, Chisinau,
2017.
The structure of thesis: introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations, bibliography
(251 sources), 32 tables, 20 diagrams, 185 basic content pages. The results are published in 27
articles.
Keywords: sulfated polysaccharides from spirulina, toxic hepatopathy, experimental
immunodeficiency, asthma, imunobiochemical indices, cytokines, glutathione system.
Field of study: 314.03 - Diagnostic Laboratory.
The aims of the study: to evaluate the particularities and significance of the modifications of
immunobiochemical (IMB) indices induced by the remedies containing sulphated polysaccharide from
Spirulina (SPS) in the normal and in pathological conditions with implication of the immune system and
toxic nature diseases.
Objectives of the study: to study the action of SPS on the blood parameters, IMB indices and
metabolic processes in the serum, liver, spleen and bone marrow in the normal conditions, toxic
hepatopathy (TH) and experimental immunodeficiency (ID), in vitro elucidation of the particularity
of the IMB processes in the blood of asthmatic patients and the influence of the SPS.
Research methodology: a fundamental research on in vivo laboratory animal and in vitro on
biological samples collected from healthy individuals and patients with asthma was effectuated.
Over 50 assays micro methods developed on base of existing methods were used. The IBM indices
were studied in blood, liver and spleen tissues, and bone marrow under physiological conditions,
TH, ID, asthma and after treatment with SPS and remedies containing SPS. The TH was induced by
CCl4 administration and ID was modeled by cyclophosphamide. The results were processed using a
statistical software "StatsDirect™ and "Statistics 6.0" and presented in tabular and graphical form.
The novelty and the scientific originality: For the first time, the multiplane complex research
study was conducted, which allowed us to obtain new data on the IMB indices modifications in the
blood, liver, spleen and bone marrow in the pathological conditions with implication of the immune
system and toxic nature deseases. The beneficial action of the administration of SPS in toxic
hepatopathy, experimental ID, and atopic patients with various severity was demonstrated.
Theoretical significance: Elucidation of IMB mechanisms, underlying the action of the SPS on the
organism in the normal and pathological conditions, expand the theoretical knowledge about the
biological properties of natural compounds, offering new opportunities to explore perspective
objects to obtain new efficient therapeutic remedies.
The practical value of the work: Obtained data can be used to develop new schemes for early
diagnosis of immune and biochemical disorders that occur in immune pathologies and toxic nature,
and for monitoring of the efficiency of applied treatment. The pharmacological properties of the
SPS can be tested in other diseases, the therapeutic applications may be extended.
Implementation of scientific results: In the teaching process and scientific work of the
Department of Laboratory Medicine of The State University of Medicine and Pharmacy Nicolae
Testemitsanu, and in the clinical diagnostic laboratory of Institute of Cardiology and Republican
Center of External Quality Control.
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AHHOTANUA
Muxajabuyyk Ouabra "UMMYHOOMOXMMHYECKHE HU3MEeHEeHUs npu BBeJleHUHU
CyJIb(aTHPOBAHHBIX MOJIUCAXAPUA0B U3 CIIMPYJIMHBI B HOPMe M IaTOJIOTHH" .
Juccepranus Ha CTeNeHb KaHIU1aTa MEUIMHCKUX HayK, Kumunes, 2017.
CTpykTypa AuccepTalMu: BBeIeHUE, 4 TJaBbl, BBIBOABI U peKOMeHmanuu, oudmmorpadpuu (251
ucToyHUK) 32 Tabmuubl, 20 pucyHkoB, 185 cTp. ocHOBHOTO Tekcra. Pe3ynpTaThl Hccien0BaHUS
OIyOJIMKOBaHBI B 27 HayYHBIX CTAThIX.
KiroueBble ciioBa: cynb(haTHPOBAHHBIE MOJIMCAXAPUAbI U3 CIUPYJUIMHBI, TOKCHYECKHH T'elaTuT,
SKCHEPUMEHTAIbHBII ~ MMMYyHOAE(UUUT, OpOHXHalbHAas  acTMa, HMMMYHOOMOXHMHYECKUE
IIOKAa3aTeNH, IUTOKUHBI, CHCTEMA TIIyTaTUOHA.
Obaactb uccaenoBanus: 324.03 — naboparopHasi JMArHOCTHKA.
Leanb uccienoBaHMs: W3YYUTh H3MEHEHHS MMMyHoOmoxumuuecknx (MMDB) mokazareneit mpu
BO3/JICHICTBUY IIPENAapaTOB COJEPKAIIMX Cylb(paTUpoBaHHbIE Noarcaxapuipl u3 cnupyiaunsl (CIIC)
B HOpME U IIPU MOJEIMPOBAHUU 3a00JIEBAHUMN, CBSI3aHHBIX C BOBJICYEHUEM UMMYHHOH CHCTEMBI, a
TaK)K€ TOKCUYECKOH MPUPO/IBI.
3apaun uccienoanms: u3yunTs BiavsiHue CIIC Ha napameTps! nepudepuyeckoi kposu, UMb nokazarenu
Y MeTabOIMYecKre MPOLECcChl B CHIBOPOTKE KPOBH, IIEUEHHU, CEIE3EHKE U KOCTHOM MO3re B HOPME U IpU
MozenupoBanun Tokcrdeckoit renaronatun (T17) u ummynonedumra (M). Bosicauts ocobennoctn UMb
M3MEHEHHH B KPOBH iN VItro y 60ibHBIX ¢ OpoHxuaibHO actMoit (BA), a Takke npu Bo3neiicteun CIIC.
Metomonorusi uccjiefoBaHus: ObLIO MPOBEACHO (yHAaMEHTaJIbHOE HCCIeqOBaHue iN VIVO Ha
71a00paTOPHBIX JKUBOTHBIX M IN VItr0 Ha OMOJIOTMYECKHX MPO0axX, B3ATHIX y 3I0POBBIX JIIOJCH U
nanueHToB ¢ BA. beimu ucnons3oBansl 0kosio 50 MUKpOMETO/IOB, pa3padoTaHHbIE HAaMU Ha 0aze
CYUIECTBYIOIIUX METOAMK. MIMMyHOOHOXMMHMUYECKHE MOKAa3aTeNnu ONpPEeNsid B KPOBH, B TKaHSIX
MIEYEeHH, CEeJIEe3€HKM M KOCTHOro Mo3ra B ¢usuosnornyeckux yciosusx, npu TI', U/, BA u npu
BozaenctBun  CIIC wm mpenaparos, coaepxamue CIIC. W]/ mMonennpoBanu BBEICHHEM
muknopochana, a TI wunaymmpoBamu CCls. Pesympratsl Obuti 00pabOTaHBl € MOMOIIBIO
CTATUCTUYECKOI KOMIBIOTEpPHOM mporpammsbl «StatsDirect» u «Statistica 6.0» u npencrasieHs! B
BUie TaOIMI U TpadUKOB.
HoBu3Ha W OpPUIMHAJBHOCTH MCCJEJOBAHUS. BIIEPBbIE OBUIO MPOBEIEHO KOMIUIEKCHOE,
MYJIbTUIUIAHOBOE HMCCIIEOBAaHUE, YTO MO3BOJIUIIO TIOJYYUTh HOBBIE JaHHBIE 00 m3MeHeHusx UMb
MoKa3areie KpOBH, IEYEHH, CEIE3€HKM M KOCTHOTO MO3ra MNpU MOJEIMPOBAHUM IaTOJIOTUU
MMMYHHOM U TOKCHYECKOM mpupojsl. beuto nmpoapemoHcTpupoBano mierorponHoe aeiicrsue CIIC
npu TI', ]I, a Takxke y narniieHToB ¢ BA pa3nnyHON TSKeCTH.
Teopernyeckasi 3HAYMMOCTb PA0OTHI: BHISICHEHHE MEXAHU3MOB, JeKalux B ocHoBe aevicteust CIIC
Ha OPTaHW3M B HOPME U TaTOJIOTUH, O3BOJISIIOT PACIIMPUTh TEOPETUYECKUE 3HAHUS O OMOIOTHYECKUX
CBOMCTBaxX psjia TPUPOIHBIX COCOVUHEHHH W OTKPBIBAIOT HOBBIE BO3MOMKHOCTH [UIl W3Yy4YEHHUs
MEePCIIEKTUBHBIX OOBEKTOB C IIEJIbIO TIOTYYEeHHUsI HOBBIX 3(P(HEeKTUBHBIX JIEKapCTB.
IIpakTnyeckass HEeHHOCTH PadOThHI: TOIYYECHHBIE JAaHHBIE MOTYT OBITh HCHOJIB30BaHBI MJIS
pa3paboOTKN HOBBIX CXE€M paHHEH NUAarHOCTUKH MMMYHOOMOXMMHMYECKHUX CIBHUIOB, BO3HUKAIOIIUX
IpyU HMMMYHHBIX 3a00J€BaHMSIX, a TaKXkKe JUIsI MOHUTOPUHTAa 3(P(EKTUBHOCTH MPOBEIECHHOTO
neuenus. ®apmakonornueckue cpoiictBa CIIC moryr ObITH HcCCIENOBaHBl U TPHU  JIPYTHX
3a00JIeBaHUAX, YTO MMO3BOJIUT PACIIMPUTH MIOKA3aHUS UX TIPUMEHEHHUS.
BHeapenue pe3yJbTaToB: B yueOHBINM npouecc u B HayuHoil pabore Kadenpsr JlaboparopHoit
Menumuasl ['YM® um. Hukonas Tecremuniany, B KIMHHMKO-AMAarHOCTHYECKOW JabopaTtopuu
Wucturyra Kapanonoruu u B Pecniyonukanckom Lentpe Buemrnero Kontposnst Kauectsa.
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POLIZAHARIDELOR SULFATATE DIN SPIRULINA
IN NORMA SI PATOLOGIE

324.03 — DIAGNOSTIC DE LABORATOR

Autoreferatul tezei de doctor in stiinte medicale

Aprobat spre tipar: data Formatul hirtiei 60x84 1/16
Hirtie ofset. Tipar ofset. Tiraj 50
Coli de tipar: 1,5 Comanda nr.

S.C.,,ELAN POLIGRAF” S.R.L.
mun. Chisinau, str. Mesager 7,
tel: 022 74-65-03; fax: 022 74-65-00
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