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METODE DE STABILIRE A UNUI SET DE PARAMETRI PRIVIND EVALUAREA PE
MODELE IN VITRO A BIOSIGURANTEI SI A CAPACITATII ANTIOXIDANTE $SI
ANTIINFLAMATORII A UNUI BIOPRODUS DE POLEN POLIFLOR FERMENTAT

DESCRIERE

Prezenta inventie realizeazd o analizi complexd, combinidnd tehnologii moderne de
evaluare a biosigurantei si eficacitatii antioxidante si antiinflamatorii a unui bioprodus de polen
poliflor fermentat.

Preocupérile cercetdrii biomedicale pe plan international se axeaza pe gésirea unor solutii
preventive si terapeutice si de identificare §i evaluare a noi mijloace de protectie, in vederea
selectarii de produsi cu valente terapeutice pentru clinica.

Polenul apicol este un amestec natural contindnd nectar, polen floral, enzime si secretii
salivare de la albine. Polenul apicol contine o gamd largd de metaboliti secundari, incluzdnd
proteine, carbohidrati, acizi grasi polinesaturati, vitamine, polifenoli, fitosteroli, enzime i co-
enzime [1]. Metabolifii secundari din polenul apicol au efect antibacterian, antioxidant,
antitumoral, antifungic, antialergic, hepatoprotector si imunomodulator [2]. Polenul apicol a fost
studiat pentru capacitatea sa de a combate anumite boli metabolice, precum diabet, obezitate,
hiper-dislipidemie, precum si complicatiile cardiovasculare associate [1]. Capacitatea antioxidanta
a polenului apicol imbunatateste procesul de conservare a alimentelor, prevenind oxidarea
lipidelor [3]. Polifenolii din polenul albinelor au efect antioxidant si antiproliferativ, precum si
capacitatea de a regla proliferarea celular3 si de a induce apoptoza celulari [4].

Granulele de polen sunt greu digestibile, absorbtia lor in corpul uman fiind redusd datorita
invelisului extern format din exind, astfel compusii biologic activi nu sunt eliberati in cantitate
mare dupd consum [5].

Procesul de fermentatie al granulelor de polen creste biodisponibilitatea si concentratia
componentelor bioactive, in special flavone si polifenoli, dar conduce si la imbunititirea calitativa
a produsului final prin prezenta de compusi noi: peptide, enzime, vitamine si bacterii benefice
pentru organismul uman [6].

Eliberarea citokinelor este un proces crucial in dezvoltarea raspunsului imun. Sunt studii ce
demonstreaza ci produsele naturale moduleazi citokinele, inclusiv IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-18, IL-23 si IL-12 si interferon gamma [7].

Literatura de brevete evidentiazi testari pe produse obtinute pe baza de polen fermentat in moduri
diferite, prezentand anumite proprietati terapeutice, dupa cum urmeaza:

In brevetul RO 122619 BI, este prezentat un preparat pe bazi de polen si fermentat cu bacterii
Lactobacillus sp., care este aseménator cu pasturii avand si proprietatile terapeutice ale unui produs
probiotic prin aportul de aminoacizi, enzime si vitamine.

In cererea de brevet W02020/016770 Al, Microbiological process for the production of bee
bread, este descris un proces biotehnologic pentru obtinerea de polen fermentat prin inocularea
polenului cu cel putin o bacterie lactica din specia Lactobacillus kunkeei si fermentarea polenului
cu aceasta bacterie. Polenul fermentat obtinut are proprietiti nutritionale si organoleptice similare
cu péastura obtinutd in mod natural in fagurii de miere din stupi si are aplicatii in alimentatie si
domeniul nutraceuticelor. in cererea de brevet sunt prezentate si dous metode de evaluare a
proprietitilor biologice Sunt descrise si metode de evaluare in vitro, pe culturi de keratinocite a
proprietdtilor biologice ale polenului fermentat obtinut, capacitatea antioxidantad celulard la
inducerea stresului oxidativ cu H20> si potentialul anti-inflamator prin cresterea expresiei gene
TNFa evaluata prin metoda qRT-PCR.
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In cererea de brevet US2016/0193263A1, Reaction platform and method for making pollen based
materials and uses thereof, este descrisd o platforma de reactie in 2 pasi pentru a produce un extract
pe baza de polen. In primul pas se deschid/germineazi granulele de polen, tratind aceste granule
cu unul sau mai componente selectate din ceara de albine, miere sau materiale contindnd enzime,
pentru a obtine o masa gelatinoas3, iar in al doilea pas se incilzeste acest jeleu intr-un recipient
inchis pentru a obtine un extract, ce poate fi fermentat. Acest extract poate fi folosit in formulari
cosmetice sau nutraceutice si sunt descrise metode prin care acestea pot fi administrate.

Cererea de brevet CN103006709A, Bee-pollen buccal tablet for preventing and treating alcoholic
fatty liver, este descrisa o tableta orald pe baza unui extract apos din polen apicol folositd pentru a
preveni steatoza hepaticd. Tableta orala este preparati din liofilizatul extractului apos de polen
apicol, din propolis, din praful rezultat in urma liofilizarii laptisorului de matca, sortitol, stearat de
magneziu si mentol, liofilizatul extractului apos de polen avand molecule cu masa moleculara sub
5000 D.

De asemenea, sunt studii clinice cit §i brevete in care este prezentat i rolul polenului de albine ca
aliment suplimentar si ca produs potential in aplicatii cosmetice [8].

In brevetul CN 112245538 (Traditional Chinese medicine composition, traditional Chinese
medicine fermentation product containing traditional Chinese medicine composition, and
preparation method and application of traditional Chinese medicine fermentation product) este
descris un produs fermentat folosit in medicina traditionala chinezi si anume metoda de preparare,
cat si aplicatiile acestuia. Compozitia cuprinde flori de cais, mazare, orez negru si polen fermentat,
toate ingredientele sunt in sinergie, produsul avand efecte de albire si rezistenta la oxidare, are
iritabilitate scazuta si are o perspectiva largd de dezvoltare in domeniul cosmeticelor.

In brevetul CN 111773113 (Freeze-dried essence facial mask and making technology thereof),
inventia consta in fabricarea unei magsti faciale cu esenta liofilizata si se referd la domeniul tehnic
al produselor de ingrijire a pielii. Masca faciald cu esentd liofilizatd constd din urmatoarele materii
prime: drojdie, polen de albine fermentat, elastina, proteaza, extracte de membrana de coaja de ou,
extracte de albug de ou, extracte de propolis, guma xantan, proteind din lapte, astaxantind, méatase
naturala, ulei de portocale dulce, extracte de perle, extracte de ierburi si apad deionizatd. Aceasta
este potrivitd pentru orice tip de piele, are efecte de albire, luminare a pistruilor, indepartare a
melaninei, rezistentd la imbétranire.

Inventia va fi in continuare ilustratd prin exemple, care au un caracter ilustrativ si nicidecum
limitativ.
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FIGURI

Figura 1. Citotoxicitatea si viabilitatea celulard la nivelul liniei celulare CRL-2706, de celule
hepatice normale, dupéa 48 si 72 de ore de tratament cu polen poliflor fermentat

Figura 2. Citotoxicitatea si viabilitatea celulard la nivelul liniei celulare HB-8065, de celule
hepatocarcinom, dupa 48 si 72 de ore de tratament cu polen poliflor fermentat

Figura 3. Evaluarea viabilitatii celulare si a citotoxicitéfii, la nivelul liniei celulare de monocite,
dupi 48 de ore de tratament cu polen poliflor fermentat, D30.

Figura 4. Evaluarea viabilitdtii celulare si a citotoxicitafii, la nivelul liniei celulare de monocite,
dupi 48 de ore de tratament cu polen poliflor fermentat, D100.

Figura 5. Evaluarea viabilitdtii celulare si a citotoxicitatii, la nivelul liniei celulare de monocite,
dupi 72 de ore de tratament cu polen poliflor fermentat, D30.

Figura 6. Evaluarea viabilitatii celulare si a citotoxicititii, la nivelul liniei celulare de monocite,
dupa 72 de ore de tratament cu polen poliflor fermentat, D100.

Figura 7. Efectul antiproliferativ al polenului fermentat pe linia celulard de hepatocarcinom
monitorizat in timp real

Figura 8. Capacitatea antioxidantd celulard a probelor evaluatad pe celule de hepatocarcinom,
exprimatd in unititi relative de fluorescenta (URF)

Figura 9. Capacitatea antioxidantd celulard a polenului poliflor fermentat la concentratia de 5
mg/ml, exprimatd in unité{i de Activitatea Celulard Antioxidantd (ACA)

Figura 10. Modularea expresiei citokinelor secretate la 4 (a), respectiv 18 ore (b) de tratament a
celulelor cu bioprodusul PPF, furnizat de agentul economic, pe linia celulard de monocite.
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Se dau in continuare exemple de aplicare a inventiei
Exemplul 1. Metodologia de obtinere a preparatului de polen poliflor fermentat

Preparatul de polen poliflor fermentat s-a obtinut conform metodologiei prezentate in cererea de
brevet de inventie depusid la OSIM (Moraru lonut, Moraru Angela, Oancea Florin, Procedeu de
Siliciu, RO 132524 A2). Polenul poliflor fermentat este un preparat original al companiei
Laboratoarele Medica si se comercializeazd ca supliment alimentar sub denumirea Amrita
3xBiotics, fiind prezent si in compozitia produselor din gama 3xBiotics.

Metodologia de obtinere a polenului poliflor fermentat cuprinde urmatoarele etape:

- trecerea unei solutiei de api si granulelor de polen poliflor prin 3 cicluri de incalzire la
temperatura de 70-75°C, urmati de ricirea la temperatura camerei sub amestecare
constanta;

- etapa urmitoare este de fermentare a solutiei de apa si granule de polen in prezenta unei
infuzii de Ceai verde (Camellia sinensis), solufie de glucozd 25% si a unei culturi
simbiotice de drojdii si bacterii (Kombucha) pentru distrugerea invelisului de exind al
granulelor de polen si eliberarea substantelor bioactive;

- fermentarea are loc la temperatura camerei in conditii de microaerofilie, timp de 10 zile;

- dupd procesul de fermentare, produsul obtinut se omogenizeazid §i se amestecd cu
maltodextrind, iar suspensia fluidi, omogena rezultati este uscatd prin pulverizare
(atomizare) la o temteraturd de intrare a probei de 120-140°C si la o0 temperatura de iesire
de 70-75°C, folosind un atomizor de tip INTELPACK LGP 5;

- pulberea obtinutd in urma procesului de atomizare, se analizeazad pentru determinarea
proprietatilor fizico-chimice: pH, proprietifile organoleptice, determinarea umidititii &
procentul de cenusa

- 5 g de polen poliflor fermentat atomizat au fost dizolvate in 10 ml de tampon fosfat salin
PBS, pH=7.4, si apoi solutia a fost filtrata steril prin membrane de 0,2 microni.

Exemplul 2. Metoda de evaluare a biosigurantei polenului poliflor fermentat atomizat pe
modele in vitro

Pentru  stabilirea  biosigurantei  produsului s-au  evaluat urmdétorii  parametrii:
viabilitatea/proliferarea celulelor normale si tumorale in prezenta produsului §i potentialul
citotoxic al produsului pe modele in vitro.

S-au ales trei modele in vitro de linii celulare umane: monocite, celule hepatice normale si celule
hepatice tumorale. Evaluarea viabilititii/proliferarii celulelor in prezenta produsului de polen
poliflor fermentat (PPF) s-a realizat conform ISO 10993-12:2012 ,,Biological evaluation of
medical devices - Part 12: Sample preparation and reference materials”.

Model in vitro de celule hepatice normale, imortalizate, umane: linia de celule epiteliale de ficat,
CRL-2706, culturile de celule au fost crescute si propagate in mediul de culturd de tip LHC-8, la
care s-a adaugat 10% ser fetal bovin, 1% antibiotic-antimicotic, 5 ng/mL proteind umana factor de
crestere epidermal (EGF) si 70 ng/mL fosfoetanolamina.
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Model in vitro de celule hepatice umane, tumorale: linia de celule de carcinom hepatic uman, HB-
8065, crescute in mediu de tip Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM), suplimentat cu 2
mM glutamind, 1% aminoacizi non-esentiali (NEAA) si ImM piruvat de sodiu, la care se adaugi
cu 10% ser fetal bovin si 1% antibiotic-antimicotic.

Culturile celulare au fost incubate la 37°C si in atmosferd de 5% CO0., iar experimentele s-au
realizat pornind de la o densitate celulard de 10000 celule, timp de 48 ore si 72 ore de tratament
cu solutii de PPF la diferite dilufii de D10, D30, D100 si D300 din solutia stock de 0,5g/ml. Toate
probele/controalele au fost lucrate in triplicat. Propagarea si intretinerea culturilor celulare s-a
realizat in flask- uri de 25 cm?, experimentele s-au derulat in placi cu 96 godeuri.

Model in vitro de celule pe linia celulard de monocite/macrofage (ATCC CTR-9855TM) pentru
realizarea studiilor de viabilitate/proliferare §i toxicitate celulara au fost realizate.

Propagarea si intretinerea culturilor celulare de monocite/macrofage a fost realizati in flask-uri cu
suprafata de 25 cm2, in mediu complet de culturd Iscove's Modified Dulbecco's Media (IMDM)
suplimentat cu 10% ser fetal bovin, 1% antibiotic-antimicotic, 1% supliment
0,1 mM hipoxantina si 0,016 mM timidind (HT) si 0,1% B-mercaptoetanol.

Pentru realizarea testelor proliferare (MTS) si citotoxicitate (LDH) culturile celulare de monocite
au fost insdmaéntate la densitatea de 10000 celule/godeu, in plici de 96 de godeuri, incubate la
37°C si atmosfera cu 5% CO2, cu substantele de testat, la diferite dilutii (D10, D30, D100), timp
de 48 si 72 de ore. Toate probele/controalele au fost lucrate in triplicat. Proba testatd a fost
reprezentatd de polen poliflor fermentat (PPF).

Proliferarea a fost evaluatd cu kitul CellTiter 96 Aqueous One Solution cell proliferation assay
(MTS), Promega, prin addugarea a 20 pL reactiv/godeu, apoi, dupa o perioada de incubare de 3
ore a fost cititd densitatea opticad (DO) la 490 nm. Numarul de celule viabile a fost proportional cu
DO citita.

Citotoxicitatea indusi de preparatul de polen poliflor fermentat a fost masurata cu kitul CytoTox
96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (LDH), Promega, prin médsurarea LDH-ului eliberat in
mediul de cultura al celulelor tratate, si al controlului negativ, celule netrattae. Controlul pozitiv
este reprezentat de celule netratate care se lizeazd pentru a obline cantitatea maximd de LDH
eliberatd de celule. Se dauga peste 50 uL. de mediu de cultura din godeurile cu celule tratate, 50
uL substrat LDH, se lasa 30 de minute la intuneric pentru realizarea reactiei, apoi reactia este oprita
prin addugarea a 50 uL de solutie stop. Se citeste densitatea optica la lungimea de unda de 490 nm
a solutiilor de probe, controlul negativ si a controlui pozitiv Citotoxicitatea exprimata in procente
(citotoxicitate %) se calculeaza prin urmétoarea ecuatie:

Citotoxicitate % = 100 x Eliberarea LDH experimentalad/Eliberarea maximé a LDH

Valorile experimentale obtinute pentru eliberarea LDH la solutiile de proba reprezinta
citotoxicitate ireversibild indusa de tratamentul aplicat celuelor.

Prepararea probelor si controalelor s-a efectuat conform si ISO 10993-5:2009 ,,Biological
evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity”.

Mentiondm ca pentru toate tipurile de celule, polenul poliflor fermentat la D10 a prezentat
citotoxicitate mare, fiind afectata viabilitatea celulelor in proportie foarte mare.
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in urma realizarii testului MTS, pentru celulele normale de ficat, tratate cu polen poliflor
fermentat timp de 48, respectiv 72 de ore i la dilutiile D30, D100 si D300 s-au obtinut rezultatele
prezentate in figura 1. Pentru dilutia D30 la 48 de ore de tratament avem o scddere cu 50% a
celulelor viabile, iar pentru 72 de ore de tratament sciderea este de aproximativ 26 % a celulelor
viabile comparativ cu celulele netratate. Pentru celelalte doua dilugii D100 §i D300, viabilitatea
celulelor normale de ficat a fost mai pufin afectata fiind in parametrii de aproximativ 83-85%
pentru 72 de ore de tratament si 75-79% pentru 48 de ore de tratament.

Citotoxicitatea indusa de tratamentul cu polen poliflor fermentat pe celulele normale de ficat este
prezentatd in Figura 1. Se poate observa cé pentru dilutia de D30 avem o citotoxicitate mai mare
decat la celulele control netratate la ambii timpi de tratament aplicati (48 si 72 de ore). Pentru
celelalte dilutii valorile LDH-ului eliberat la tratament sunt asemandtoare cu cele prezentate de
celulele control, netratate.

in concluzie, pentru tratamentul cu polen poliflor fermentat la dilutiile de D100 si D300, celulele
normale de ficat nu sunt afectate, obtindndu-se valori 85-88% pentru viabilitate celulard la 72 de
ore de tratament §i valori pentru citotoxicitate apropiate de cele pentru controlul negativ, celule
netratate.

In urma realizarii testului MTS pe celulele de hepatocarcinom incubate 48 si 72 de ore cu solutie
de polen poliflor fermentat la D30 au fost obtinute valori mai mici decat cele obtinute la
tratamentul pe celule normale de ficat. La celelalte doua dilutii valorile obtinute la 48 de ore au
fost de asemenea mai mici decat cele obtinute la tratarea celulelor normale de ficat. Pentru
tratamentul de 72 de ore tratamentul la D100 si D300 nu a redus viabilitatea celulard comparativ
cu celulele control, netratate. Rezultatele de citotoxicitate §i viabilitate celulard obfinute la
tratamentul cu polen poliflor fermentat pe celule de hepatocarcinom uman sunt prezentate in
Figura 2. La dilutia D30 se observa o valoare de 2 ori mai mare a LDH eliberat la tratamentul
comparativ cu celulele netratate, controlul negativ. Pentru D100, valoarea LDH eliberat la 48 de
este de 1.75 ori mai mare decét la celulele netratate. Pentru 72 de ore de tratament, valorile de
citotoxicitate nu sunt semnificativ mai mari. Pentru celulele normale de ficat, cantitatea de LDH
eliberat comparati cu celulele control, netratate fiind aproape egala.

Datele obtinute pand 1n prezent indicd existenta unor efecte citotoxice relativ scdzute la
concentratiile cele mai mici ale polenului poliflor fermentat pe celule normale de ficat, iar pentru
celulele de hepatocarcinom la aceleasi concentratii se observi o citotoxicitate mai ridicata.
Rezultatele conduc la concluzia ca polenul poliflor fermentat poate fi considerat un terapeutic
produs conform inventiei, §i are o toxicitate redusa pe celule normale putand fi utilizat fara riscuri
ca substan{i activa pentru suplimente alimentare.

Viabilitate celulard a monocitelor, cuantificatd dupa 48 de ore de incubare cu produsul diluat de
30 ori (D30) a fost mai scazutd, astfel, in acesta situatie experimentala fiind Inregistrate viabilitéfi
sub 85 % pentru produsul analizat. Eliberarea de LDH nu a depasit valoarea controlului, cel mai
probabil din cauza numaérului mic de celule, existente la aceasta concentratie (Figura 3). in urma
realizirii testelor de viabilitate celulara la 48 de ore, pentru dilutia 100 (D100) au fost inregistrate
valori de peste 90% pentru proba analizatd, iar in urma realizirii testelor de citotoxicitate valorile
obtinute au fost de pana in 6% (Figura 4), fiind sub valorile inregistrate in cazul controlului. in
concluzie, la 48 de ore, viabilitatea celulard de peste 85%, respectiv citoxicitatea sub 15% a
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polenului poliflor fermentat, in dilutie 10x a fost conforma pentru a considera acest produs ca fiind
lipsit de toxicitate.

Viabilitate celulard, cuantificatd dupa 72 de ore de incubare a monocitelor, cu produsul diluat de
30 ori (D30) a fost mult mai scazuti, in comparatie cu rezultatele obfinute la 48 de ore, in acest
caz fiind inregistrati o viabilitate sub 50% pentru produsul analizat. La fel ca la 48 de ore, si in
aceasti situatie, eliberarea de LDH nu a depasit valoarea controlului din cauza numéarului mic de
celule existente (Figura 5). Atunci cind a fost realizat testul de viabilitate celulari la 72 de ore,
pentru dilutia 100 (D100) au fost inregistrate valori de peste 85% pentru proba analizati, iar in
urma realizarii testelor de citotoxicitate valorile obtinute au fost de pana in 10% (Figura 6), LDH
fiind sub valorile inregistrate in cazul controlului. In concluzie, prin testul de viabilitate celulara
realizat dupa 72 de ore de incubare a monocitelor cu produsele diluate de 100 ori (D100) au fost
obtinute valori de peste 85% pentru proba analizata, iar in urma realizarii testelor de citotoxicitate
valorile obtinute au fost de pand in 15%, ceea ce indica lipsa de toxicitate a acestui produs, la
aceastd dilutie. Prin urmare, datele obtinute pand in prezent nu indicd existenta unor efecte
citotoxice la dilutie 100 pentru produsul analizat, astfel decizandu-se realizarea experimentelor de
evaluare a efectelor anti-inflamatoare incepand cu aceasta dilutie.

Exemplul 3. Metoda de evaluare a activitatii antiproliferative a polenului poliflor fermentat
pe culturi de celule de hepatocarcinom uman

Efectul antiproliferativ al produsului a fost testat pe platforma xCELLigence care monitorizeazi
in timp real impedanta celulard exprimata in indice celular. Acest indice celular se modifica atunci
cand celulele sunt afectate de tratament, valoarea indicelui celular fiind direct proportionala cu
numdrul de celule aderate pe godeu-ul placii de masurare. Un numir de 10000 de celule de
hepatocarcinom au fost insdméntate pe godeurile placilor de tip E-16 si 1asate s adere timp de 24
de ore. Apoi a fost aplicat tratamentul cu dilutii diferite de solutie de polen poliflor fermentat (D30,
D100 si D300), iar celulele au fost monitorizate timp de 6 zile, indicele celular fiind inregistrat la
fiecare 30 de minute. Celulele netratate au reprezentat controlul negativ.

Se pot observa in figura 7 curbele de proliferare ale celulelor de hepatocarcinom aflate sub
tratament. Efectul antiproliferativ cel mai pronuntat se observi la celulele tratate cu D30, unde
indicele celular normalizat are valori mult mai mici decét cele inregistrate la celulele control
netratate pe toatd perioda de timp de monitorizare. Pentru D100 si D300 curbele de proliferare
indici tot un efect antiproliferativ al solutilor de polen fermentat, comparativ cu celulele netratate.
Rezultatele evidentiaza activitatea antiproliferativd a polenului fermentat pe celulele tumorale de
carcinom hepatic la toate dilutiile testate.

Exemplul 4. Metoda de evaluare a activititii antioxidante pe culturi de celule de
hepatocarcinom uman

Pentrun testarea activitdfii celulare antioxidante a polenului poliflor fermentat s-a lucrat pe linia
celulara de carcinom hepatic HepG2, folosindu-se testarea OxiSelect ™ Celular Antioxidant Kit -
CAA(Green Fluorescence) de la CellBiolabs. Metoda de evaluare a fost descrisda de Wolfe KL,
Liu RH [9] si se bazeazi pe evaluarea activitatii antioxidante prin mésurarea fluorescenfei emise
de un colorant care poate penetra membrana celular: 2°, 7°-Dichlorodihidrofluorescin diacetat
(DCFH-DA). Acest colorant, pitrunde in citoplasma celulard si este deacetilat de esterazele
celulare la 2', 7'-diclorodihidrofluorescind neinfluentd (DCFH), care este apoi rapid oxidata de

7
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radicalii liberi din celuld la 2', 7'-diclorodihidrofluorescein (DCF), un produs cu un semnal de
fluorescenta foarte ridicat. Intensitatea fluorescentei acestui produs este proportionala cu nivelurile
de specii reactive de oxigen (SRO) din celule. Efectul diferitilor compusi antioxidanti asupra
formdrii DCF poate fi méasurat si comparat cu un compus standard cu acfiune antioxidanti
Quercetina. Celulele de hepatocarcinom, 600000 celule/godeu sunt lisate sa adere peste noapte,
dupé care se adauga 50 pl de solutie de DCFH-DA si 50 pl de solutie de polen poliflor fermentat,
D100. Placa cu 96 de godeuri de fluorescenta este ldsati la incubator timp de 1 ord, dupi care se
indeparteaza cei 100 pl de tratament i se adaugd 100 pl de solutie de initiator de radicali de oxigen.
Godeurile considerate blankuri sunt cu celule tratate cu DCFH-DA si probe, dar fard solutie de
inifiator de radicali liberi, se vor adauga 100 pl de tampon fosfat salin, pH=7.4. Solutia de initiator
de radicali de oxigen produce radicali liberi in celule, care transforma compusul DCFH-DA in
DCF, compus ce emite un semnal de fluorecentd foarte puternic. Quercetina, controlul pozitiv
inhiba formarea radicalilor liberi si deci formarea DCF, intr-o manieri dependenti de concentratie.
Activitatea antioxidantd a polenului poliflor fermentat se va compara cu activitatea solutiei de
Quercetina. Citirile s-au realizat pe un fluorimetrul prevazut cu filtre pentru citiri la lungime de
unda de 480 nm (excitare) si 530 nm (emisie), iar citirile s-au efectuat timp de 1 oré, la fiecare 5
minute conform metodei [9]. Probele s-au lucrat in triplicati. Valorile citirilor obtinute pentru
probe au fost normalizate cu valorile blank-urile, citirile realizate pe celulele tratate cu polen
poliflor fermentat dar fara initiatorul de radicali de oxigen, care vor fi scdzute din citirile realizate
pentru godeurile cu celulele tratate cu polen poliflor fermentat, in prezenta intiatorului de radicali
de oxigen.

in figurile 8 si 9 sunt reprezentate valorile obtinute la citirile realizate pe celule HepG2 tratate cu
probele care au prezentat activitate antioxidantd celulard. Se poate observa ci in cazul celulelor
controlul, fira adaos de compus antioxidant, valorile la citirile de fluorescentd (URF) sunt cele mai
mari, speciile reactive de oxigen neputand fi reduse, compusul de tip DCF se formeaza si emite
fluorescenta. Pentru celulele tratate cu compusi cu diferite grade de activitate anti-oxidant3 valorile
incep sa scada, iar pentru Quercetina 250 uM s-au obtinut cele mai mici valori la citirile de
fluorescentd, fiind un antioxidant puternic. Odati cu cresterea concentratiei de antioxidant, scade
si semnalul de fluorescentd a solufiei. Pentru solutia de polen poliflor fermentat, D100 se poate
observa ca are capacitate antioxidanta celulara valorile relative de fluorescenta fiind mai mici decat
cele inregistrate la celulele netratate. Dacd se compard valorile obtinute la polenul poliflor
fermentat cu valorile obfinute la proba control de Quercetind 250 uM (figura 9), se observa ca
aceasta prezintd o capacitate antioxidanti celulara cu aproximativ 60% mai redusé decét solutia de
Quercetina.

Se poate afirma cd polenul poliflor fermentat are activitate antioxidanta celulard, si deci se poate
folosi ca supliment alimentar antioxidant.

Exemplul §. Evaluarea efectelor anti-inflamatoare

Modelul experimental de inflamatie a fost derulat pe linia celularda ATCC CRL-9855, linie de
monocite/macrofage umane. Realizarea culturile celulare a avut loc in mediu complet de cultura
Iscove's Modified Dulbecco's Media (IMDM) ajustat cu 10% ser fetal bovin, 1% antibiotic-
antimicotic, 1% supliment 0,1 mM hipoxantina si 0,016 mM timidina (HT), precum si 0,1% [-
mercaptoetanol. Culturile celulare au fost incubate la 37°C si in atmosferd de 5% CO?2. Propagarea
si Intretinerea culturilor celulare s-a realizat in flask-uri de 25 cm2, experimentele s-au derulat in
placi cu 24 godeuri, cu o densitate de 100.000 celule (la initiere). In urma realizarii testelor de
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viabilitate si citotoxicitate celulara s-a decis ca dilutiile 100 (D100) si 300 (D300) si fie analizate
pentru polenul poliflor fermentat (PPF), in vederea evaludrii rdspunsului anti-inflamator.
Modelul anti-inflamator a fost realizat prin addugarea peste celule a substantei de testat, respectiv
a substantelor control. Supernatantul a fost recoltat la 4 si respectiv 18 ore de la adiugarea
substantelor. Controale testului de evaluare a raspunsului anti-inflamator au fost reprezentate de:
-celule netratate,

-celule tratate cu LPS — 50 ng/mL (control pozitiv al procesului inflamator),

-celule tratate cu dexametazond — 40 ng/mlL (control negativ al procesului inflamator). Toate
probele/controalele au fost lucrate in duplicat. Probele au fost recoltate, pastrate la -80°C pani la
analiza xMAP.

Din probele prelevate au fost analizate sub-probe (alicote) prin metoda xXMAP — platforma
Luminex200 (Luminex Corp, Austin, TX 78727, USA). fn vederea analizei, s-a utilizat kitul
multiplex Milliplex MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel, HCYTOMAG-60K
(Merck-Millipore, Billerica, MA 01821, USA) cu urmatorii analifi: GMCSF, GRO, IL1a, IL4, IL6,
IL8, P10, MCPI1, TNF a, VEGF A, conform instructiunilor producitorului. Cuantificarea
analitilor a fost realizati pe platforma de multiplexare Luminex200, cu softul XPONENT 4.2. Au
fost analizate intensitdfile fluorescente medii (MFI) utilizdnd curba S-Parameter Logistics pe
platforma multiplex Luminex200. Nivelul de expresie a moleculelor analizate simultan a fost
obtinut prin interpolarea valorilor MFI rezultate in urma achizitiei probelor pe curbe generate de
software-ul xPONENT 4.2. Pentru toate curbele 5-PL, coeficientul de regresie (R2) a prezentat
valori apropiate de 1.

Supernatantul a fost recoltat dupa tratarea monocitelor timp de 4 ore, respectiv 18 ore cu PPF,
produs de agentul economic, in dilutie 100, respectiv 300, precum si controale.

Atunci cand a fost realizat raportul intre expresia citokinelor din probele analizate si expresia
citokinelor din controlul netratat, s-au constatat urmitoarele:

- la 4 ore de tratament, raportul obtinut in cazul moleculelor GRO, IL6, IL-8, MCP1 a fost
sub nivelul raportului obfinut intre proba tratatd cu LPS+Dexa/control, acesta fiind de 3,8
(GRO), 1,1 (IL-6), 5,8 (IL-8) si 1,3 (MCP1). Astfel, la D100 a PPF raportul pentru GRO,
IL-6, MCP1 a fost de 1, in timp ce pentru IL-8 acest raport a fost de 1,7. La D300 a PPF
raportul pentru GRO a fost de 0,9, pentru IL-6 a fost de 1, pentru MCP1 a fost de 1,2, iar
pentru IL8 acest raport a fost de 1,5. Toate aceste date indica un moderat efect anti-
inflamator pentru bioprodusul analizat (Figura 10a)

- la 18 ore de tratament, pentru majoritatea moleculelor enumerate mai sus s-a mentinut un
raport sub nivelul celui obtinut intre proba tratatd cu LPS+Dexa/control, acesta fiind de 4,5
pentru GRO, 4,4 pentru IL-6, 8 pentru IL-8 si 3,4 pentru MCPI1. in aceasti situatie
experimentald, la D100 a bioprodusului raportul obtinut a fost de 3,6 pentru GRO, respectiv
4,1 pentru IL-6. La D300 a PPF raportul pentru GRO a fost de 1,2, pentru IL-6 a fost de
3,1, pentru MCP1 a fost de 2,2, iar pentru IL-8 acest raport a fost de 3,9. Aceste rezultate
indicd de asemenea un moderat efect anti-inflamator pentru bioprodusul analizat (Figura
10b).

in concluzie, in urma analizei XMAP s-a identificat o semniturd moleculara caracterizati prin

modularea eliberdrii de citokine, respectiv scidderea moderatd a eliberdrii unor citokine pro-
inflamatoare de cétre substanta de testat.
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Revendiciri

1. Procedeu/metoda de evaluare a biosigurantei produsului de polen poliflor fermentat, care
stabileste gradul de citotoxicitate si efectul acestuia asupra viabilitafii celulelor umane normale, in
vitro, caracterizat prin aceea ci:

- bioprodusul nu prezinta citotoxicitate semnificativa si nu afecteaza viabilitatea celulelor normale

de ficat la concentratiile de 5mg/mL....0,5 mg/mL,;

- bioprodusul nu prezinta citotoxicitate si nu afecteaza viabilitatea celulor de monocite umane

normale la concentratii sub 1,66 mg/mL;

2. Procedeu/metodi de stabilire a activitatii antiproliferative a bioprodusului, caracterizat prin
aceea ci stabileste efectul antiproliferativ al bioprodusului prin monitorizarea in timp real, pe
celulele de hepatocarcinom uman, in intervalul 50 mg/mL ... 0,5 mg/mL.

3. Procedeu/metoda de stabilire a capacititii antioxidante celulare a produsului de polen poliflor
fermentat, caracterizat prin aceea ca stabileste capacitatea antioxidantd celulard a
bioprodusului pe celule de hepatocarcinom uman sub 5 mg/mL.

4. Procedeu/metoda de stabilire a capacitétii de modulare a expresiei citokinelor a produsului de
polen poliflor fermentat, caracterizat prin aceea ca moleculele GRO, IL6, IL-8 si MCP1, la
4, respectiv 18 ore au prezentat o expresie comparabild cu cea a controlului negativ, aceste
rezultate indicAnd un moderat efect anti-inflamator pentru bioprodusul analizat.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 9
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Figura 10

a)

b)

Raport

14.0
12.0
10.0
8.0
6.0
4.0
2.0
0.0

6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0.0

RO 137260 A0

24

Modularea citokinelor la 4 ore

PPF D100/ctri 4h PPF D300/ctrl 4h LPS+DEXA/ctrl 4h

WGRO mIL6 ®mIL8 wMCP1

Modularea citokinelor la 18 ore

PPF D100/ctrl 18h PPF D300/ctrl 18h LPS+DEXA/ctrl 18h

®GRO mIL6 =IL8 mMCP1
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