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Descriere:

Inventia se refera la medicina umana si veterinara, in special, la substantele biologic active imunomodulatoare.

Sunt cunoscute unele substante chimice care poseda actiune antivirald si imunomodulatoare [1].

La moment numarul substantelor chimice ce vor imbina in acelasi timp activitatea antivirala si imunomodulatoare este foarte
redus. n practica medicald din aceasti grupi se utilizeazi interferonul [2]. Dar aplicarea largd a acestei substante chimice este
limitata din motivele pretului ridicat (o proba de interferon cu activitatea de 1000000 UI costa pana la 5,0 $ US).

Problema inventiei consta in extinderea spectrului de substante biologic active cu actiune imunomodulatoare.

Problema se rezolva in urma utilizérii Sa-furostan-3b, 22, 26-triol-3-[O-b-galactopiranozil(1®2)-b-D-glucopiranozil(1®4)-b-D-
galactopiranozid]-26-O-b-D-glucopiranozid- saponinei furostanolice din seminte de tomate.

Este cunoscutd aplicarea Sa-furostan-3b, 22, 26-triol-3-[O-b-galactopiranozil(1®2)-b-D-glucopiranozil(1®4)-b-D-galactopira-
nozid]-26-0-b-D-glucopiranozidului - EKOSTIM in calitate de imunizator al plantelor de tutun [3].

Aceasta substantd a fost obtinuta in urma unei extractii speciale din seminte de tomate [4].

Preparatul este de provenienta naturala, ieftin si larg accesibil, deoarece este extras din seminte de tomate. El manifesta actiune
atat imunomodulatoare, cat si antivirala.

Exemple de realizare a inventiei.

Activitatea saponinei furostanolice a fost apreciata in urmatoarele teste in vitro:

Exemplul 1.

Studierea actiunii de stimulare a raspunsului proliferativ al limfocitelor in reactia de transformare blastica a limfocitelor T.

in acest scop limfocitele 0,25-0,500° celule/ml au fost incubate in 1 ml de mediu 199, ce contine 10% ser de grupa AB si 5 g de
Fitohemaglutimini-P (Difco). In prealabil in tuburi erau introduse probe din substanta examinata in concentratie de la 0,01 pani la
100,0 pg/ml. Raspunsul proliferativ era apreciat peste 72 ore. Cu 4 ore inainte de expirarea termenului de cultivare celulele au fost
marcate cu timidina tritiati ("H-Td) in concentratie de 0,004 MBq. Radioactivitatea a fost apreciatd la contorul pentru citirea
dezintegrarilor 3 de felul MARK-2. Rezultatele au fost exprimate in indicele de stimulare, determinat dupa formula:

Ig = T impulsuri / min Jn culturi experimentale

nr. impulsuri / min ]n culturi-martor

Exemplul 2.

Evidentierea si aprecierea actiunii tomatozidului asupra killerilor spontani (NK).

Experientele s-au efectuat pe linia celulard continud mieloida Kss umand, consideratd cea mai sensibild in testul citotoxic.
Celulele testate la activitatea celulelor NK au fost obtinute de la donatori sanatosi. Testul citotoxic a fost efectuat dupa procedeul
traditional [5]. Eliberarea specifica a >'Cr din celulele-tinti s-a efectuat la un aparat care detecteaza radiatiile y ale radioactivitatii din
supernatant, exprimati ca numar de impulsuri. Eliberarea spontand a >'Cr din mediu constituia 31%.

Exemplul 3.

Evidentierea si aprecierea activitatii antioxidantului de naturd vegetald asupra generatiei de T-limfocite supresoare induse de
Concavalina A. (Con A).

Limfocitele donatorului erau supuse incubarii intr-un ml mediu RPMI 44 1n lipsa (martor 1-supresori spontani) sau in prezenta a
60 pg/ml Con A (martor II-T-supresori indusi) timp de 48 ore la temperatura de 37°C. Apoi celulele erau tratate cu mitomicina C,
pentru inhibarea sintezei ADN-ului. La 0,5000° celule incubate cu Con A sau fara s-au

adaugat 0,5000° limfocite alogene (celule-test) si 5 pg/ml PHA, cu incubare ulterioara timp de 72 ore. *H-timidina era introdusa
cu 4 ore Inainte de terminarea cultivarii. Rezultatele au fost apreciate dupa formula:

E><100%
K

in care P este numarul impulsurilor/min in culturile cu Con A, K este numaérul impulsurilor/min in culturile farda Con A.
Substanta examinatd a fost introdusa in mediile cu Con A in doze de 0,1; 1,0; 10,0 si 100,0 pg/ml si incubata timp de 48 ore la
temperatura de 37°C pentru aprecierea actiunii antioxidantului asupra generatiei de limfocite T-supresoare, induse de Con A.

Toate experientele au fost repetate in 3-5 serii paralele.

In urma studierii actiunii de stimulare a rispunsului proliferativ la limfocite s-a determinat, ci actiunea imunomodulatoare a unor
reprezentanti de substante biologice active din clasa glicozidelor steroide depinde direct de concentratia lor, determinand supresiunea
sau stimularea proliferatiei limfocitelor in urma stimularii mitogene cu PHA (Tabelul 1).
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Tabelul 1
Influenta asupra blastotransformarii limfocitelor, indusa de PHA (fitohemaglutinina)

Preparatele Doza in Includerea Indicele de Efectul

Hg/ml *H-timidinei stimulare
imp/min

Controlul limfocitelor induse

spontan (in lipsa PHA) 2,50010°

CMN (celule mononucleare) 505

Controlul limfocitelor stimulate

cu PHA

(2,5000°+5 pg/ml PHA) 5716 11

Saponina furostanolica 0,01 9311 18 Stimulare
0,1 6496 13 Stimulare/

lipsa efectului

1,0 3225 7 Supresiune
10,0 3268 7 Supresiune
100,0 677 0-1 Inhibitie totala

Ciclosporin-A 0,1 804 1, Inhibitie
1,0 460 Inhibitie totala
10,0 488 0 Inhibitie totala

20f3

Astfel, rezultatele obtinute demonstreaza, ca proba de substanta biologic activa saponind furostanolica stimuleaza raspunsul
proliferativ al limfocitelor in vitro numai in doza de 0,01 pg/ml. Este necesar de mentionat, ca saponina furostanolica in concentratie
de 0,1pg/ml nu are nici un efect asupra imunogenezei, pe cand in dozd mai mare preparatul provoaca supresiunea raspunsului
proliferativ al limfocitelor induse de PHA pana la inhibarea totald a reactiei. La randul sdu, ciclosporina, utilizata in calitate de

substanta- test cu efect imunosupresiv marcat, in aceleasi doze provoaca inhibarea totala a functiilor T-limfocitelor.
Apreciind actiunea saponinei furostanolice de origine vegetald asupra celulelor NK,

s-a demonstrat, ca nivelul activitatii

acestora in control era de 55+2%. Indicii medii ai activitatii celulelor NK dupa tratare cu saponina furostanolica in doze de 0,1; 1,0 si
10,0 pg/ml erau identici cu cei din control. Saponina furostanolicd nu poseda efect toxic asupra celulelor-tinta. Liza celulelor Ksg,,
tratate cu diferite doze de preparat, nu depaseste nivelul lizei spontane (Tabelul 2).

Tabelul 2

Actiunea asupra killerilor spontani (NK)

Preparatul Doza pig/ml Activitatea litic,
%
Controlul lizei spontane (liza celulelor-truta- 31
Ks62)
Controlul (Ks4,+limfocitele donatorului) 55
Saponina furostanolica 0,1 52
1,0 45
10,0 54
Ciclosporin-A 0,1 51
1,0 53

Rezultatele studiului influentei substantei biologic active asupra populatiei de limfocite n scopul evidentierii actiunii asupra
generatiei de limfocite T-supresori sunt prezentate in tabelul 3.

Tabelul 3

Influenta preparatelor asupra limfocitelor T-supresoare, induse de Con A

nr. Preparatele si regimul Doza pg/ml Includerea *H-timidinei
experi- de incubare
entelor
imp/min %
I 0,5000° CMN 48 ore -
37°C - 9750345 80
II 0,500°CMN+60 y/ml
Con- A 48 ore - 37°C - 2516283 20
i 0,500°CMN+60 y/ml 0,1 380 3
Con A+saponind furo- 1,0 330 3
stanolicd 48 ore - 37°C 10,0 500 4
100,0 550 4
I\Y 0,500°CMN
72 ore - 37°COcelule- - 560 4
test
\% 0,500° CMN+5ug/ml
PHA 72 ore - 37°C - 12251 100
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Din cele prezentate in tabelul 3 rezulta, ca nivelul blastotransformarii celulelor-test la introducerea limfocitelor, incubate fara
Con A, reprezinta 80% din controlul, stimulat cu PHA, ce era considerata ca 100%, pe contul inducerii T-supresorilor spontani.

Introducerea in sistem-test a celulelor incubate cu Con A a dus la sciderea includerii *H-timidinei pana la 20%, pe contul
activitatii inhibitoare a T-supresorilor indusi de  Con A. Cultivarea celulelor in prezenta saponinei furostanolice si Con A timp de
48 ore, cu introducerea lor dupa inldturarea substantelor biologic active din sistemul-test, a provocat inhibarea blastotransformarii
limfocitelor practic pana la nivel spontan.

Aceastd circumstantd poate fi explicatd prin cresterea numarului de limfocite T-supresoare induse de Con A in baza efectului
stimulator al substantei studiate asupra generarii lor.

Concluzii:

1. Reactia de blastotransformare indusa pe PHA poate servi drept model de activare a T-helperilor. Substanta biologic activa
cercetatd exercita dependent de doza efect imunomodulator (stimulator sau inhibitor) asupra activitatii T-helperilor in testul de
blastotransformare indusa de PHA.

2. Studierea actiunii imunomodulatoare a saponinei furostanolice in diapazonul dozelor de la 0,1 pand la 10,0 pg/ml nu
influenteaza activitatea celulelor NK.

3. Substanta examinata poseda efect stimulator asupra generarii limfocitelor T-supresoare induse de Con A.

4. Astfel, in cele 3 teste de apreciere a imunitatii celulare in vitro este demonstrata actiunea imunomodulatoare in dependenta de
doza antioxidantului natural de origine vegetala din clasa glicozidelor steroide asupra diferitor subpopulatii de T-limfocite.



