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Introducere

Alegerea directiei de cercetare dezvoltate in cadrul acestei lucrari a avut drept punct de
plecare stransa legatura a procesului inflamator cu dezechilibrele redox, descrisa in afectiunile
cronice cu o prevalenta din ce in ce mai mare la nivel global, precum maladiile metabolice (diabet
zaharat, obezitate, dislipidemie, sindrom metabolic), cele cardiovasculare, renale, neurologice si

neurodegenerative.

Determinarile biochimice de rutind, ce stau la baza evaludrii cardiometabolice a pacientilor
cu afectiuni cronice metabolice sau la aprecierea riscului de dezvoltare a acestora, sunt masuratori
cantitative. Avand in vedere ca in cadrul proceselor inflamatorii cronice ce insotesc evolutia
acestor afectiuni, are loc modificarea structurii normale a numeroase componente serice sau
tisulare (oxidare, glicare, carbonilare, crosslinking), simplele determinari cantitative devin

insuficiente.

Tema de cercetare a acestei teze a fost dezvoltarea si optimizarea unor metode simple, rapide
si accesibile de evaluare a statusului redox atat la nivel seric, cercetand afectarea lipidelor,

proteinelor si lipoproteinelor serice, cat si la nivel tisular, celular si mitocondrial.
Obiectivele generale propuse au fost:

e Obtinerea unui grup de parametri relevanti in evaluarea statusului redox al pacientilor cu
afectiuni inflamatorii cronice si utilizarea acestora pentru evaluarea cardiometabolica a
unor grupuri de pacienti cu status inflamator diferit, alegdnd DZT2 drept modelul de
inflamatie cronica de intensitate scazuta si PAR pentru inflamatia cronica de intensitate
crescuta;

e Dezvoltarea si optimizarea (concentratie, conditii de incubare si citire) unei metode de
determinare a peroxidarii lipidice la nivel seric si lipoproteic, mai ales a HDL, cu ajutorul
sondei fluorimetrice Amplex Red, in absenta HRP;

e Adaptarea micrometodei cu AR, avand in vedere avantajele in ceea ce priveste consumul
de reactivi si timpul de analiza, cu posibilitatea automatizarii unor etape;

e Optimizarea unor micrometode spectrofotometrice bazate pe XO pentru evaluarea
peroxidarii si, respectiv, pe ABTS pentru masurarea capacitatii antioxidante, la nivel

seric, tisular si mitocondrial;



e Masurarea unor markeri clasici ai inflamatiei (IL-1p, IL-6, IL-10 si CRP) si calcularea
unor indici ai statusului inflamator, In vederea analizarii statusului metabolic si functiei
[-pancreatice la pacienti diabetici, cu istoric diferit de fumat;

e Compararea profilului cardiometabolic ilustrat prin markerii redox si inflamatori
determinati cu riscul cardiovascular evaluat pe baza profilului metabolic evidentiat de
catre parametrii biochimici de rutind si evaluarea utilitatii lor in context clinic;

e Determinarea, in context preclinic si clinic, a efectelor asupra statusului redox seric si
tisular ale unui fitopreparat antidiabetic, comparativ cu cele induse de doua molecule
antidiabetice utilizate pe scara larga: metformin si gliclazid.

e Cercetarea, Tn cadrul unu studiu pilot, a activitatii antioxidante a procainei si
Gerovitalului H3 (GH3) asupra afectarii oxidative si apararii antioxidante si riscului de

peroxidare lipidica, la nivel celular, subcelular si seric.

Lucrarea prezinta un caracter interdisciplinar important, intrucat am folosit atdt modele
experimentale in vitro, cat si in vivo, aplicind metode rapide si accesibile, avand la baza sonde
spectrofotometrice si spectrofluorimetrice pentru evaluarea nivelurilor afectarii oxidative si a
apararii antioxidante. Totodata, am evaluat efectele asupra statusului redox si inflamator cu
ajutorul parametrilor dezvoltati, concomitent cu cei clasici, ale unor molecule si fitopreparate
folosite in terapie fie ca prima optiune farmacoterapeutica, fie ca adjuvanti, utilizand tehnici de

culturi celulare, modele preclinice si evaluarea in context clinic.

Astfel, metodelele dezvoltate si optimizate in cadrul cercetarilor doctorale sunt unele rapide,
accesibile si reproductibile si pot fi utilizate pentru aprecierea statusului redox la nivel seric, tisular
si mitocondrial, prezentand posibilitatea de a fi adaptate procesarii semi-automate sau automate,
fiind pretabile utilizarii in studii extinse. Setul de parametri testati s-a dovedit util in discriminarea
statusului redox pentru pacientii cu afectiuni inflamatorii cronice fata de cei sanatosi sau in cadrul
unor subgrupuri formate pe baza tratamentului sau istoricului de fumat. De asemenea, cu ajutorul
parametrilor determinati, alaturi de cei biochimici de rutind, am analizat efectele unui fitopreparat
antidiabetic, atat intr-un model preclinic de diabet zaharat, cat si in context clinic, intr-o populatie

de pacienti cu DZT2, asupra afectdrii redox si apararii antioxidante.
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Partea generala

1. Implicatiile fiziopatologice ale stresului oxidativ

1.1. Introducere

Conceptul de stres oxidativ a fost introdus in urma cu peste 30 de ani (Sies, 2015). Stresul
oxidativ reprezintd dezechilibrul intre formarea radicalilor liberi si speciilor reactive de oxigen
(SRO) si neutralizarea acestora de catre sistemele antioxidante celulare. Avand Tn vedere
multitudinea de molecule ce pot actiona ca pro- sau antioxidanti, pentru SRO au fost descrise atat
roluri fiziologice, cat si implicatii patologice (Sies, 2015, Pizzino et al., 2017, Salim, 2017, Frijhoff
etal., 2015, Luo et al., 2017, Kattoor et al., 2017, Sack et al., 2017).

1.2. Specii reactive de oxigen

Radicalii liberi sunt specii chimice care prezinta electroni nepereche, avand o reactivitate
crescutd (Khansari et al., 2009). Cresterea formarii SRO poate fi atat de naturd endogena, cat si
exogena. Generarea crescutd endogena apare in procesele inflamatorii si infectioase, neoplasme,
activarea celulelor imune, imbtranire si exercitiul fizic intens. Tn urma expunerii la poluanti,
metale grele, pesticide, fum de tigara, radiatii ultraviolete sau ionizante, la unele molecule
medicamentoase (ciclosporina, tacrolimus) sau componente alimentare (carne afumata, grasimi),
are loc cresterea de natura exogena a formarii de SRO (Pizzino et al., 2017, Khansari et al., 2009,
Sapbamrer et al., 2019).

1.3. Implicatiile fiziologice ale stresului oxidativ

In concentratii reduse sau moderate, radicalii liberi indeplinesc roluri fiziologice (Pizzino et
al., 2017, Luo et al., 2017, Kattoor et al., 2017), fiind implicati in apararea antimicrobiana,
activarea raspunsului mitogenic si modularea cailor de semnalizare celulara (Pizzino et al., 2017,

Luo et al., 2017, Savini et al., 2013, Khansari et al., 2009).

1.4. TImplicatiile patologice ale stresului oxidativ

Depasirea capacitatii celulare de neutralizare a SRO, cu aparitia stresului oxidativ, conduce
la afectarea structurilor celulare: membrana celulara sau membranele organitelor celulare,
proteinele, lipidele si acizii nucleici, cu perturbarea semnalizarii redox fiziologice si afectarea
structurilor celulare, poate contribui la dezvoltarea unor maladii cronice: diabet zaharat, obezitate,
boli cardiovasculare, renale si neurodegenerative (Pizzino et al., 2017, Frijhoff et al., 2015, Luo et
al., 2017, Kattoor et al., 2017, Salim, 2017).
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1.5. Apararea antioxidanta

Apadrarea antioxidantd endogena este formatda din numeroase sisteme enzimatice, precum
superoxid dismutaza (SOD), catalaza (CAT), glutation peroxidaza (GP), paraoxonaza (PON) si
non-enzimatice, incluzand glutationul, acidul lipoic, acidul uric, coenzima Q (Pizzino et al., 2017,
Salim, 2017, Savini et al., 2013, Khansari et al., 2009). Antioxidantii exogeni vin in sprijinul celor
endogeni, fiind fie de origine alimentara, fie administrati ca suplimente alimentare (Pizzino et al.,
2017).

2. Procesele inflamatorii

2.1. Introducere

Inflamatia este un mecanism celular de adaptare, fiind declansat de catre stimuli nocivi sau
in conditii daunatoare, precum infectiile sau leziunile tisulare, avand drept scop refacerea
homeostaziei tisulare (Medzhitov, 2008, Nathan, 2002, Calder et al., 2017, Minihane et al., 2015,
Kotas and Medzhitov, 2015).

2.2. Mecanismele raspunsului inflamator

Raspunsul inflamator acut din infectii sau leziuni tisulare implica redistribuirea la locul
afectat a plasmei si leucocitelor (Medzhitov, 2008). Stadiul initial al procesului, recunoasterea
stimulului infectios/lezional, este mediat de catre macrofagele si mastocitele de la nivel tisular,
care produc o serie de mediatori ai inflamatiei (chemokine, citokine, amine vasoactive,
eicosanoizi). Dupa indepartarea patogenilor, in mod normal, are loc refacerea tisulara, n caz

contrar se instaleaza o stare cronica de inflamatie (Medzhitov, 2008).

2.3. Mediatorii inflamatiei

Raspunsul inflamator este reglat printr-0 serie de cai celulare complexe, cu numeroase
molecule ce functioneaza drept mediatori ai inflamatiei. Caile de semnalizare ale inflamatiei sunt
alcatuite din inductori, senzori, mediatori si efectori (Medzhitov, 2008). Mediatorii inflamatiei
sunt de 7 tipuri: amine vasoactive, peptide vasoactive, fragmente ale caii complementului,
mediatori lipidici, citokine, chemokine si enzime proteolitice, fiind sintetizati fie la nivel seric, fie

tisular (Medzhitov, 2008, Glass et al., 2010).

2.4. Implicatiile patologice ale inflamatiei
Inflamatia cronica este o stare patologicd prelungita, caracterizata prin infiltrarea tisulara a

celulelor sistemului imunitar (monocite, macrofage, limfocite), alaturi de distrugerea si fibrozarea
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acestuia. Efectele asociate inflamatiei cronice au la baza generarea excesiva de radicali liberi si

diminuarea rezervelor de antioxidanti (Khansari et al., 2009).

2.4.1 Inflamatia cronica de intensitate scazuta

Inflamatia cronica de intensitate scazutd este un proces daunator, ce poate sta la baza
perturbarii functiilor tisulare normale (Calder et al., 2017). Cauzele si mecanismele proceselor
inflamatorii cronice de intensitate scazuta nu sunt inca pe deplin elucidate (Bonaccio et al., 2017,
Minihane et al., 2015, Medzhitov, 2008). Tn etiologia acestora nu par a fi implicati factorii clasici
asociati procesului inflamator, infectiile sau leziunile tisulare, ci mai degraba o afectare a
functionarii normale tisulare, cu perturbarea homeostaziei unor sisteme fiziologice, fara implicare

directd in apararea antimicrobiand sau regenerarea tisulara (Medzhitov, 2008).

2.4.2 Implicatiile radicalilor liberi

Interactiunea celulelor sistemului imunitar cu inductorii endogeni si exogeni ai inflamatiei
este insotita de generarea radicalilor liberi si SRO, cu stimularea sintezei de chemokine si citokine
proinflamatorii (Khansari et al., 2009). Acestea, prin activarea cailor celulare specifice de
semnalizare, sporesc stresul oxidativ, formandu-se un ciclu inflamatie — stres oxidativ, cu

amplificarea efectelor lezionale (Khansari et al., 2009).

Pentru contracararea efectelor distructive, este necesara activitatea sustinutd a mecanismelor
antioxidante si de refacere a ADN-ului. In cazul inflamatiei cronice, din cauza epuizarii
antioxidantilor, afectarea structurilor celulare poate fi marcata, cu cresterea riscului de dezvoltare

a unor maladii cronice (Khansari et al., 2009, Nathan, 2002).
3. Markeri de evaluare ai statusului redox

Avand in vedere implicatiile fiziologice, dar mai ales patologice ale balantei redox si,
implicit, a stresului oxidativ, evaluarea statusului redox in sistemele biologice ar trebui sa faca

parte dintre determinarile biochimice de rutina.

Markerii biochimici relevanti in clinica sunt aceia care au utilitate in diagnosticarea uneia
ori mai multor maladii sau in aprecierea riscului de dezvoltare a acestora si care sa se coreleze cu
evolutia patologiei (Frijhoff et al., 2015). Totodata, trebuie sa fie relativ stabili in proba biologica
prelevata si sa se gaseasca la un nivel usor accesibil (ser, urina, piele, saliva) (Frijhoff et al., 2015).
Dintre markerii utilizati in evaluarea statusului redox, de interes pentru lucrarea de fata au fost:
produsii de glicare sau oxidare avansata a proteinelor, produsii lipoxidarii, markerii de afectare

redox ale lipoproteinelor serice si evaluarea capacitatii antioxidante.
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Partea originala

4. Dezvoltarea si optimizarea unei metode fluorimetrice pentru evaluarea

statusului redox al lipoproteinelor de inalta densitate

4.1. Introducere. Ipoteza de lucru si obiective

Obiectivele studiului au fost:

e Dezvoltarea unei metode de determinare a peroxidarii lipidice a lipoproteinelor serice, mai
ales a HDL, bazata pe utilizarea sondei fluorimetrice Amplex Red,

¢ Optimizarea metodei cu Amplex Red pentru evaluarea peroxidarii lipidice fara HRP;

e Evaluarea influentei concentratiei de AR, conditiilor de incubare (timp, expunerea la
radiatii luminoase) si inregistrdrii rezultatelor (citire la punct fix, citiri multiple) asupra

autooxidarii sondei si a metodei.

4.2. Materiale si metode

Tn prima etapi a studiului, pentru testarea metodei si evaluarea utilitatii acesteia In aprecierea
statusului redox al lipoproteinelor serice, probe de ser au fost recoltate de la un grup de 20 de
pacienti internati la Institutului de Geriatrie si Gerontologie (INGG) “Ana Aslan” Bucuresti,
Roménia. In a doua etapi a studiului, pentru evaluarea influentei concentratiei, timpului de
incubare si citirilor multiple asupra metodei, am folosit un numar restrans de probe (n=4) dintre
cele utilizate anterior pentru mai multe masuratori in vederea stabilirii parametrilor optimi ai

metodei.

Pentru separarea LDL am folosit o solutie de precipitare cu 100 Ul/mL heparina in tampon
citrat 0,064 M, iar pentru HDL un reactiv de separare cu acid fosfotungstic 1,4 mM si clorura de

magneziu 8,6 mM.

Amplex Red (Life Technologies, SUA) a fost utilizat pentru obtinerea unei solutii stoc de
20 mM Tn DMSO, din care s-au preparat solutii de lucru de 600 UM (pentru prima etapa a studiului)
si 300 uM (pentru a doua etapa a studiului) Tn tampon fosfat pH=7,4 (Biochrom AG, Germania).

Probele (50 pL) au fost incubate cu solutia de AR 600 sau 300 uM (50 pL) timp de 5, 15
sau 30 de minute, la temperatura camerei si ferite de lumina. Ulterior, amestecul a fost diluat la
2000 pL cu tampon fosfat pH=7,4 si a fost masurata intensitatea fluorescentei 1a Aexcitatie=544nM/
Aemisie=585nm, la un spectrofluorimetru Perkin Elmer LS 50B (Perkin Elmer, SUA). Pentru fiecare

proba, am facut trei masuratori la 60 de secunde distanta.
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4.3. Rezultate
In figura 4.1, este prezentat spectrul martorului (ARm) comparativ cu trei spectre ale

probelor diferitelor fractii lipoproteice separate dintr-o proba de ser (ARhdl, ARIdI si, respectiv,
ARvldl/Idl).

| . ~ ARhd

URF
%

all =  ARM

ARvldl/IdI
ARmM

nm

Figura 4.1 Compararea spectrelor martorului (ARm) cu cele a lipoproteinelor izolate
(ARNdI, ARIdI, Arvidl/idl)

S-a observat o corelatie semnificativa, pentru intreg grupul de studiu, intre GLI si ARhdlI,
r=0,851 si p<0,001. Astfel, am analizat rezultatele raportat la valoarea glicemiei, constituind doua
subgrupuri: pacienti normoglicemici (GLI<110 mg/dL, n=13) si pacienti hiperglicemici (GLI>110
mg/dL, n=7). Afectarea redox a lipidomului celor doud fractii lipoproteice, LDL si HDL, a fost
mai accentuata in cazul subiectilor cu glicemia mai mare (Figura 4.2), insd nu semnificativ
(p=0,168 s1, respectiv, p=0,099).

140 = ARIdI ARhd
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Figura 4.2 Variatia peroxidarii lipidice a LDL si HDL in cele doua subgrupuri constituite

pe baza valorilor glicemiei

4.4. Discutii
Este bine cunoscut faptul ca HDL exercita un efect protector si antioxidant raportat la LDL

(McPherson et al., 2007). Cu toate acestea, multi dintre pacientii care au suferit evenimente
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cardiovasculare aveau niveluri normale sau crescute la HDL (Navab et al., 2006). Astfel, a aparut
ipoteza ca simpla dozare a nivelurilor serice ale acestei fractii lipoproteice nu este suficientd pentru
buna evaluare a riscului cardiovascular. Tn acest studiu, am incercat si dezvoltim o metoda rapida
si accesibila pentru evaluarea statusului lor redox, acesta fiind direct legat de efectele protectoare

exercitate.

Mai Tnti am evaluat autofluorescenta sondei in domeniul spectral de interes si nu am gasit
un semnal fluorescent semnificativ. Apoi, am aplicat metoda dezvoltatd pentru determinarea
peroxidarii lipidice a lipoproteinelor izolate din ser, analizand datele obtinute in functie de
nivelurile glucozei, trigliceridelor si HDL. Pentru subiectii din grupul de studiu, am gasit corelatii
pozitive a glicemiei si trigliceridemiei cu nivelurile peroxizilor lipidici din HDL, confirméandu-se
legdtura stransa a acestora cu accentuarea stresului oxidativ si diminuarea efectelor protectoare ale
HDL. Ulterior, am testat influenta variatiei concentratiei, timpului de incubare si citirilor multiple
asupra autooxidarii sondei, observand ca citirile multiple si cresterea concentratiei AR pot stimula

acest proces.

Astfel, cu toate ca tehnicile de analiza bazate pe AR implicau utilizarea HRP (Kelesidis et
al., 2014, Navab et al., 2006, Summers et al., 2013), am reusit sa dezvoltam o metoda care permite
determinarea peroxizilor lipidici de la nivelul lipoproteinelor serice in absenta acestei enzime. in
urma rezultatelor experimentale, am decis ca pentru utilizarea viitoare a metodei, concentratia
optimd de sonda este de 300 uM, cu citire la punct fix dupd o incubare de 30 de minute, la

temperatura camerei, la intuneric.

4.5. Concluzii partiale

Optimizarea metodei spectrofluorimetrice cu Amplex Red, prezentata in acest capitol, pentru
determinarea peroxidarii lipidice a lipoproteinelor serice izolate, reprezinta o modalitate rapida si
accesibila de evaluare a statusului lor redox. Aceasta este relevantd pentru aprecierea riscului
cardiometabolic, intrucat simplele determinari cantitative nu reflectd functionalitatea
lipoproteinelor serice. Astfel, tindnd cont de implicatiile patologice ale disfunctionalitdtii LDL si
HDL, acesta metoda optimizata ar putea constitui o modalitate simpla, rapidd si economica de

evaluare calitativa a acestora.

16



5. Evaluarea statusului redox al lipoproteinelor serice la pacientii cu

afectiuni inflamatorii cronice

5.1. Introducere. Ipoteza de lucru si obiective

Obiectivele studiului au fost:

e Evaluarea peroxidarii lipidice a lipoproteinelor izolate HDL si LDL, utilizand metoda
dezvoltata anterior cu Amplex Red,

¢ Determinarea produsilor de oxidare avansata ai proteomului HDL si LDL,;

e Masurarea glicdrii avansate a proteinelor din ser;

e Compararea statusului redox, evidentiat prin parametrii mai sus mentionati, a grupului de
studiu, si respectiv a celor doud subgrupuri cu status inflamator diferit: intensitate crescuta —
pacienti cu poliartrita reumatoida (PAR) si scazuta — pacienti cu DZT2, fata de grupul de control;

e Compararea profilului cardiometabolic ilustrat prin parametrii redox descrisi anterior cu
riscul cardiovascular evaluat pe baza profilului lipidic clasic pentru cele doua subgrupuri

caracterizate printr-un status inflamator cronic diferit.

5.2. Materiale si metode

Populatia studiului a inclus 57 de subiecti, selectati dintre pacientii internati la INGG ,,Ana
Aslan” side la Clinica ,,Humanitas CD”, Bucuresti, Roméania. Populatia studiului a fost constituita
dintr-un grup de control (GC, n=17) — subiecti sanatosi si un grup de studiu (GS, n=40) — pacienti
cu afectiuni inflamatorii, cu doua subgrupuri: pacienti cu DZT2 (n=20) si pacienti cu PAR (n=20),

aflati in stadiul de remisie.

Am utilizat metoda dezvoltata si descrisa anterior (capitolul 4), bazata pe sonda fluorimetrica
Amplex Red, atdt pentru probe de LDL izolat (ARIdl), cat si pentru HDL izolat (ARhdl).

Rezultatele au fost exprimate in unitati relative de fluorescenta (URF).

Pentru determinarea produsilor de oxidare avansata ai proteinelor (AOPP) am utilizat un kit
de analiza OxySelect STA-318 (Cell Biolabs, SUA), iar produsii de glicare avansata ai proteinelor
(AGE) au fost determinati conform metodei descrise anterior (Kalousova et al., 2002, Bartling et
al., 2011).

Pentru prelucrarea datelor brute, am utilizat IBM SPSS (IBM Corporation, SUA). Datele
sunt prezentate ca medie + abatere standard, pentru cele cu distributie normala, sau ca mediana
[cuartila 25; cuartila 75], pentru cele distribuite non-normal. Testul Kolmogorov-Smirnov a fost

folosit pentru stabilirea tipului de distributie a fiecarui parametru. Pentru determinarea diferentelor
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dintre grupuri (2 sau mai multe), am folosit teste parametrice (testul t-Student sau ANOVA) pentru
datele distribuite normal si teste non-parametrice (Mann-Whitney sau Kruskal-Wallis) pentru
datele distribuit non-normal. Pentru determinarea corelatiilor dintre parametri, am aplicat metoda

Spearman. Valoarea limita p=0,05. Acestea au fost aplicate si pentru restul capitolelor tezei.

5.3. Rezultate

Nivelurile HDL ale pacientilor cu PAR nu au fost semnificativ diferite fatd de cele ale GC,
insd semnificativ mai mari fata de cele ale subgrupului cu DZT2 (p=0,005). Cu toate acestea,
peroxidarea HDL (ARhdI) a fost semnificativ mai mare in subgrupul de pacienti cu PAR fata de
GC (p=0,001) si similara subgrupului cu DZT2 (p=0,787). Totodatd, nu am gasit diferente
semnificative in ceea ce priveste nivelurile HDL, LDL, CT sau TG intre pacientii cu PAR si GC
(p>0,05).

Cu toate cd, din punct de vedere al glicemiei, am observat o diferentd semnificativa
(p<0,001) intre cele doud subgrupuri, aceasta nu s-a transpus in diferente semnificative in ceea ce
priveste AGEs (p=0,279), AOPPs (p=0,152) sau respectiv AOPP proteomului lipoproteinelor
serice (AOPPIdI, p=0,224; AOPPhdIl, p=0,946) si peroxidarii lipidice a acestora (ARIdI, p=0,552;
ARdI, p=0,787).

Corelatii pozitive ale TC si TG cu AOPPs, s-au evidentiat si in cele doud subgrupuri de
pacienti cu afectiuni inflamatorii diferite: cu DZT2 (p=0,017 si, respectiv, p=0,001) si cu PAR
(p<0,001, in ambele cazuri). Corelatiile au fost inalt semnificative pentru subgrupul cu PAR, cu
toate ca nivelurile serice ale acestor doi parametri erau in limite normale. Mai mult, am identificat
si alte corelatii semnificative in subgrupul de pacienti cu PAR. in timp ce corelatiile LDL cu TG
si AOPPs au fost pozitive, cele identificate pentru HDL au fost negative. Mai mult, pentru ambele
fractii lipoproteice, corelatii negative intre peroxidarea lipidica (ARIdl, ARhdl) si oxidarea

avansata a proteinelor (AOPPIdI, respectiv, AOPPhdl) au fost observate.

Corelatiile pozitive ale TG cu AGEs (r=0,554, p=0,014) si AOPPs (r=0,795, p<0,001),
alaturi de corelatia CT cu AOPPs (p<0,001), indicd o legatura puternica intre dezechilibrul
metabolismului lipidic, glicare avansata si stres oxidativ in cazul pacientilor cu PAR, cu toate ca

nivelurile serice ale TG, CT si GLI sunt in limite normale.

Peroxidarea lipidica a HDL pare a fi strans legatd de glicemie in cazul pacientilor cu afectiuni

inflamatorii, intrucat am observat o corelatie pozitivd a GLI cu ARhdI pentru intreg grupul de
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studiu (r=0,495, p=0,002), pentru subgrupul cu DZT2 (r=0,729, p<0,001) si pentru cel cu PAR

(r=0,422, p=0,081), insa la limita nivelului de semnificatie in cazul celui din urma.

5.4. Discutii

Perturbarile metabolice cronice, caracterizate prin stres oxidativ si inflamatie sistemica
determina importante modificari la nivelul proteomului si lipidomului lipoproteinelor serice. Timp
indelungat metabolismul fractiet LDL a fost in prim-plan in preventia si tratamentul bolilor
cardiovasculare. Insi rezultate recente au demonstrat ci modificarile patologice ale fractiei HDL
joacd un rol important in dezvoltarea maladiilor cardiovasculare, din cauza pierderii rolului lor

protector, antioxidant si antiinflamator (Gonzalez-Gay and Gonzalez-Juanatey, 2014).

In acest studiu, utilizdnd noi parametri pentru ilustrarea statusului redox, am aritat ca
peroxidarea lipidica a LDL si a HDL a fost semnificativ mai mare in grupul de pacienti cu PAR
comparativ cu subiectii sanatosi, insotitd de o crestere a oxidarii avansate a proteinelor din
structura acestora. Diferentele nesemnificative dintre profilul lipidic al pacientilor cu PAR si cel
al grupului de control sunt in concordanta cu raportari anterioare (Myasoedova et al., 2009). Mai
mult, am observat o afectare redox la nivelul lipoproteinelor serice similara pacientilor cu DZT?2.
Tinand cont de diferentele privind nivelurile LDL, aceste rezultate indica faptul cd reducerea
nivelurilor serice ale LDL nu se traduce neapdrat intr-o imbunatatire a profilului lipidic si sustin
necesitatea analizelor calitative ale acestor fractii lipoproteice pentru aprecierea functionalitatii

lor.

Corelatia pozitiva intre nivelurile serice la TG si cele ale AOPPs a fost una finalt
semnificativa in grupul nostru de studiu. Avand in vedere implicarea lipidelor, in special a acizilor
grasi, In raspunsul inflamator, nivelurile crescute ale colesterolului si a trigliceridelor pot accentua

stresul oxidativ in cazul pacientilor cu stare inflamatorie cronica.

5.5. Concluzii partiale

In concluzie, pacientii cu DZT2 si PAR prezinti alteriri oxidative similare ale
lipoproteinelor serice. In ceea ce priveste markerii de glicare si oxidare avansati ai proteinelor
serice, sunt numai usor crescute la diabetici, fard diferente semnificative intre grupuri. Acesti
parametri s-au dovedit a fi niste indicatori mai buni ai statusului metabolic pentru pacientii cu
afectiuni inflamatorii cronice, avand in vedere cd determindrile biochimice de rutind nu reflecta

functionalitatea acestor molecule esentiale.
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6. Evaluarea spectrofotometrica si spectrofluorimetrica a legaturii dintre

dezechilibre metabolice si peroxidarea lipidica

6.1. Introducere. Ipoteza de lucru si obiective

Obiectivele studiului au fost:

¢ Optimizarea metodei fluorimetrice cu AR, diminuand concentratia de sonda cu mentinerea
omogenate tisulare si organite izolate;

¢ Ajustarea acesteia Tn micrometoda, avand in vedere avantajele utilizarii unei micrometode
in ceea ce priveste consumul de reactivi si timpul de analiza, cu posibilitatea automatizarii unor
etape;

e Optimizarea unei micrometode spectrofotometrice bazate pe XO pentru tipurile de probe
mentionate mai sus;

e Compararea celor doud metode din punct de vedere al relevantei clinice si utilitatii lor
pentru definirea unor biomarkeri relevanti in evaluarea pacientilor cu afectiuni metabolice

caracterizate de dezechilibre redox.

6.2. Materiale si metode

Am utilizat probe de ser de la pacienti cu DZT2 de la INDNBM “N. Paulescu”, Bucuresti,
Romania. Grupul de studiu a fost divizat in: grup de control (GC, n=17) - DZT2 controlat prin
dieta si grup sub tratament cronic cu 1000 mg/zi clorhidrat de metformin (GM, n=12). Pentru
determindrile efectuate pe probe derivate din tesuturi animale, am utilizat sobolani Wistar de la
biobaza UMFCD Bucuresti. Pentru inducerea experimentala a diabetului, am folosit o metoda
bazata pe administrarea aloxanului (Negres S, 2013). Doua grupuri de sobolani diabetici au fost
constituite: un grup de control (sGC, n=7), care au primit 10 mL apa distilatd/zi (p.o.) si un grup
care a primit clorhidrat de metformin (sGM), 150 mg/kg/zi (p.0). Administrarea s-a facut o data/zi,

timp de 10 zile, monitorizand glicemia in zilele 1, 4, 7 si 10, la 2 ore dupa administrare.

Omogenatele tisulare si suspensiile mitocondriale s-au obtinut conform tehnicii descrise
anterior (Wieckowski et al., 2009). Aceastea au fost diluate 1:20 cu tampon fosfat pH=7,4 Tnainte

de desfasurarea procedurilor experimentale.

Am utilizat metoda Amplex Red dezvoltata si descrisa anterior (capitolul 5), cu o solutie de
lucru de 300 si, respectiv, 100 UM atat pentru probe de LDL (ARIdl 300 si, respectiv ARIdl 100),
cat si pentru HDL (ARhdI 300 si, respectiv ARhdl_100), cat si pentru probe de ser (ARs_300 si,
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respectiv ARs_100). Pentru probele de omogenat tisular si suspensii mitocondriale am folosit
solutia AR de 100 pM, cu o incubare suplimentara pentru fractia mitocondriala cu succinat de
sodiu (1:1, 10°). Rezultatele au fost exprimate in unitati relative de fluorescenta (URF) pentru
probele de ser, LDL si HDL si ca UFR raportate la cantitatea de proteine din proba (URF x
(mg/mL)™?), dozate prin metoda Lowry (Lowry et al., 1951), pentru probele de omogenat tisular
si suspensii mitocondriale. Totodata, am testat adaptarea unei micrometode utilizand probe de ser.
Am folosit atat o solutie AR de 100 (mARs_100), cat si una de 300 (mARs_300) pM, singura

modificare fiind diluarea finala de 1:20.

Metoda optimizati cu XO are la bazi o solutie stoc cu XO 2,5 mM, Fe?* 2,5 mM si acid
percloric 1,1 M, aceasta diludndu-se 1:5 cu apa distilata in momentul utilizarii. Solutia de lucru
obtinutd se incubeaza in raport 1:1 cu proba timp de 30 de minute, ulterior Tnregistrandu-se

densitatea optica la 545 nm, aldturi de o curba etalon de hidroperoxid de cumen.

6.3. Rezultate

6.3.1 Evaluarea afectarii redox la nivel seric

Am determinat peroxidarea lipidica serica totald si de la nivelul lipoproteinelor izolate prin
metoda AR, utilizand solutia de sonda 100 M (ARs_100, ARhdl 100, ARIdl 100) si cea de 300
MM (ARs_300, ARhdl_300, ARIdI_300). De asemenea, am folosit metoda FOX pentru evaluarea
nivelurilor hidroperoxizilor (FOXs, FOXhdl FOXIdl). Cu metoda AR, am observat diferente
semnificative pentru ARs si ARIdI intre cele doua grupuri. Din punct de vedere al metodei FOX,

nu s-au evidentiat diferente semnificative intre grupuri si nu s-a corelat cu metoda AR.

Cele doua seturi de parametrii au fost corelate pozitiv. Astfel, markerii peroxidarii lipidice
serice si LDL determinati cu AR 300 UM (ARs 300 si ARIdl 300) au fost corelati semnificativ
cu cei determinati cu AR 100 pM: ARs_100 (r=0,863, p<0,001 si, respectiv, r=0,679, p<0,001),
ARhd] 100 (r=0,566, p=0,004 si, respectiv, r=0,396, p=0,037) si ARIdl 100 (r=0,677, p<0,001 si,
respectiv, r=0,634, p<0,001). Mai mult, peroxidarea lipidica serica, determinata cu oricare dintre
cele doua solutii de AR (100 sau 300 pM)), a fost corelata pozitiv cu nivelurile serice ale peptidului

C (r=0,517, p=0,011 si r=0,460, p=0,027).

6.3.2 Evaluarea statusului redox in omogenate tisulare si suspensii mitocondriale

Metoda AR s-a dovedit utila in determinarea statusului redox tisular si mitocondrial, chiar
si in absenta HRP si la o concentratie de sonda de 100 pM. Cu toate cd am observat diferente in

ceea ce priveste statusul redox cu ambele metode utilizate, acestea nu au fost semnificative nici
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pentru markerii tisulari globali: ARt (p=0,550) si FOXt (p=0,598), nici pentru cei mitocondriali:
ARmM (p=0,675) si FOXm (p=0,133). Am observat ca intre cele doua seturi de parametrii, ARt —
FOXt si ARm — FOXm, exista corelatii pozitive semnificative. Astfel, statusul redox global
determinat prin metoda AR s-a corelat cu cel determinat prin metoda FOX: r=0,887, p<0,001,

similar si pentru activitatea redox mitocondriala: r=0,768, p=0,006.

6.4. Discutii

La reducerea concentratiei de la 300 la 100 uM, aplicaind metoda pe probe de ser si de
lipoproteine izolate, am obtinut doua seturi de date corelate pozitiv, indicand ca reducerea
(Ungurianu et al., 2019). Mai mult, la adaptarea in micrometoda, testind-0 pe probe de ser, am
observat ca parametrii obtinuti pentru cele doua concentratii de sonda folosite s-au corelat cu cei
determinati anterior. Astfel, micrometoda poate fi folosita mentinand sensibilitatea metodei, cu un

.....

ai protocolului.

Pentru probele de ser si de lipoproteine izolate, cele doud metode nu au prezentat o legatura
semnificativa intre ele. Aceste rezultate indica faptul cd ele interactioneaza diferit cu speciile

oxidante din probe.

De asemenea, am optimizat o metoda cu AR pentru evaluarea statusului redox tisular total
si mitocondrial fara utilizarea unei enzime drept catalizator. Spre deosebire de rezultatele obtinute
pe probele de ser si pe cele de lipoproteine izolate, pentru evaluarea statusului redox tisular si
mitocondrial, am observat o corelatic pozitivd semnificativd intre cele doua metode. Aceste
rezultate contrastante pot fi puse pe seama diferentelor semnificative in ceea ce priveste matricea

probelor si nivelurilor mult mai mari de SRO din probele tisulare.

6.5. Concluzii partiale

Studiul nostru prezintd protocoalele optimizate a doud metode, una spectrofluorimetrica
bazatd pe sonda AR si cealalta spectrofotometrica bazata pe XO, pentru evaluarea statusului redox
al diferitelor probe biologice: ser, lipoproteine serice izolate, omogenate tisulare si suspensii
mitocondriale. Metodele dezvoltate sunt aplicabile pentru studii complexe, intrucat necesita
cantitdti reduse de reactivi, sunt rapide si sensibile, cu o bund reproductibilitate. Mai mult, prezinta
avantajul unei analize semiautomate si posibilitatea de a fi extinse pentru o mare varietate de

omogenate tisulare si organite celulare izolate.
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7. Efectul fumatului asupra peroxidarii lipidice HDL la pacienti cu diabet

zaharat de tip 2

7.1. Introducere. Ipoteza de lucru si obiective

Obiectivele studiului au fost:

e Determinarea peroxidarii lipidice a lipoproteinelor serice de inaltd densitate cu metoda
Amplex Red anterior optimizata prin reducerea concentratiei de sonda la 100 pM;

e Compararea statusului redox al HDL la pacienti fumatori, nefumatori si fosti fumatori cu
diabet zaharat de tip 2;

e Analiza statusului redox HDL al populatiei de studiu tinand cont de profilul lor

cardiometabolic si de functia secretorie B-pancreatica.

7.2. Materiale si metode

Un grup de pacienti cu DZT?2 selectati de la IDNBM “N. Paulescu”, Bucuresti, Romania, a
fost divizat in: grup de control (GC, n=29) de nefumatori si grup de studiu (GS, n=30) cu un
subgrup de fumatori (sGF, n=15, fumat >5 ani), si un subgrup de fosti fumatori (sGFF, n=15),
pacienti care au fumat mai mult de 5 ani si nu mai fumeaza de cel putin 5. Am utilizat metoda
dezvoltata si descrisa anterior (capitolul 6) pentru probe de HDL izolat (ARhdl), folosind o solutie

de lucru de 100 uM in tampon fosfat pH=7,4.

7.3. Rezultate

Prima diferenta semnificativa observata intre grupul de control si cel de studiu, a fost cea
privind varsta curenta si cea la diagnostic. Pacientii din grupul de studiu sunt mai tineri (p=0,003)
si au o varsta a diagnosticului semnificativ mai micd (p=0,001), desi durata bolii este similara
(p=0,203) intre cele doui grupuri. In privinta IMC si glicemiei la diagnostic, nu am gasit diferente

semnificative intre grupuri (p=0,254 si, respectiv, p=0,392).

Tn ceea ce priveste profilul lipidic, nu s-au observat diferente intre grupul de studiu si cel de
control pentru niciunul dintre parametrii determinati: CT (p=0,494), TG (p=0,802) si HDL
(p=0,407). Am calculat si raportul TG/HDL, un indicator al riscului aterogenic (Wakabayashi,
2014), insa nici pentru acesta nu am gasit o diferentd semnificativa intre grupul de control si cel

de studiu (p=0,283) sau fata de cele doud subgrupuri: sGF (p=0,169) ori SGFF (p=0,464).
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Figura 7.1 Variatia nivelurilor peptidului C in cazul pacientilor nefumatori (GC, n=29),
fumatori (sGF, n=15) si fosti fumatori (sGFF, n=15)

Cu toate ca nu am identificat diferente semnificative intre grupuri din punct de vedere al
parametrilor biochimici de rutind (GLI, CT, TG, HDL) sau al peptidului C (Figura 7.1), la
analizarea peroxidarii lipidice a HDL am observat niveluri semnificativ mai mari in grupul de
studiu, fata de cel de control (p=0,005). Mai mult, la analizarea subgrupurilor fata de control
(Figura 7.2), diferentele au ramas semnificative pentru grupul de fumatori (p=0,05), insa mai ales

pentru fostii fumatori (p=0,008).
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Figura 7.2 Variatia peroxidarii HDL 1n cazul pacientilor nefumatori (GC), fumatori (sGF)
si fosti fumatori (SGFF)
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Tn grupul de studiu, am observat o corelatie pozitivd semnificativa intre peroxidarea
lipidica a HDL si durata bolii, care sugereaza o legatura intre gradul de afectare redox al HDL si
evolutia diabetului. Mai mult, raportul TG/HDL, care indica riscul aterogenic seric, a fost corelat

cu nivelurile serice ale peptidului C.

7.4. Discutii

Fumatul determind o intensificare a stresului oxidativ seric si, totodatd, o crestere a
peroxidarii lipoproteinelor serice, rezultand structuri disfunctionale (He et al., 2013, Takata et al.,
2014). Amplificarea stresului oxidativ si inflamatiei poate conduce la diminuarea actiunilor
protectoare ale HDL, cu generarea unei fractii lipoproteice proaterogenice (He et al., 2013, Takata
et al., 2014). Corelatia pozitiva a afectdrii redox HDL cu durata bolii subliniaza efectul
semnificativ al stresului oxidativ asupra lipoproteinelor de inalta densitate la diabeticii cu istoric

de fumat, cu progresia bolii.

Rezultatele studiului au aratat ca pacientii grupului de studiu, constituit din fumatori si fosti
fumatori, desi mai tineri si cu o durata a bolii similara grupului de control, au prezentat o afectarea

redox semnificativ mai pronuntata, indicand o disfunctie mai avansata a HDL.

7.5. Concluzii partiale
Avand in vedere diferentele nesemnificative semnalizate de parametrii biochimici de rutina
utilizati in mod curent pentru evaluarea statusul metabolic al pacientilor cu DZT2, ARhdI poate

reprezenta un marker util in aprecierea statusului cardiometabolic al acestora.

Rezultatele studiului prezentat in acest capitol indica o peroxidare lipidica a lipoproteinelor
de 1nalta densitate mai accentuatd pentru diabeticii cu un istoric de fumat. Mai mult, renuntarea la

fumat nu a determinat imbunatatirea semnificativa statusul redox a HDL.

Cu toate acestea, implicatiile complexe ale renuntarii la fumat asupra statusului inflamator
nu au fost evaluare in acest studiu, ele putdnd evidentia o imbunatatire a statusului
cardiometabolic. De asemenea, ar putea sta la baza unei ameliorari ale functiei -pancreatice, ceea

ce ar explica variabilitatea mare observata in cazul subgrupului de fosti fumatori.
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8. Efectele fumatului asupra statusului inflamator seric intr-un grup de

pacienti cu diabet zaharat de tip 2

8.1. Introducere. Ipoteza de lucru si obiective

Obiectivele studiului au fost:

e Determinarea nivelurilor serice ale unor markeri ai inflamatiei: IL-1p, IL-6, IL-10 si CRP;

e Aprecierea statusului redox al proteinelor serice prin masurarea AGE si AOPP;

e Evaluarea peroxidarii lipidice serice si de la nivelul HDL prin metoda Amplex Red;

e Calcularea unor markeri si indici ai statusului metabolic, pe baza parametrilor redox si
inflamatori determinati, pentru analizarea diferentelor intre subgrupurile de pacienti diabetici:
nefumatori, fumatori si fosti fumatori;

¢ Evaluarea utilitatii markerilor determinati pentru utilizarea in context clinic.

8.2. Materiale si metode

Un grup de pacienti (n=68) selectati de la IDNBM ,,N. Paulescu” Bucuresti, Romania, a fost
impartit n: grup de control (GC, n=16) fara DZT?2 si un grup de studiu (GS, n=52) cu DZT2, cu 3
subgrupuri: nefumatori (sGNF, n=27), fumatori (sGF, n=13) si fosti fumatori (sGFF, n=12).

Pentru determinarea peroxidarii lipidice serice (ARs) si de la nivelul HDL (ARhdI), am

aplicat metoda Amplex Red descrisa anterior utilizand o solutie de lucru de 300 pM.

Pentru determinarea nivelurilor serice ale CRP, IL-6, IL-10 si IL-1B, am folosit kit-uri
ELISA (Enzo Life Sciences, Elvetia si Sigma Aldrich, SUA), conform instructiunilor

producatorilor, rezultatele fiind exprimate Th ng/dL si, respectiv, in pg/mL.

8.3. Rezultate

Pe langa parametrii masurati, am vrut sa determinam utilitatea unor rapoarte intre nivelurile
serice ale IL-1, IL-6, IL-10 sau CRP in evaluarea statusului inflamator seric, avand in vedere ca
unele dintre aceste rapoarte au fost utilizate Tnh scop de diagnostic sau Tn aprecierea riscului de
dezvoltare a unor maladii (Pochat-Cotilloux et al., 2018, Sun et al., 2016, Suyasa et al., 2017). Mai
mult, am calculat si unii markeri de evaluare a statusului metabolic luand in considerare nivelurile
serice ale CRP si ARhdI, raportate fie la nivelul seric al HDL, fie al IL-1p, si anume: indexul HDL
1 (IH1), indexul HDL 2 (IH2) si indexul inflamator seric (11S), formulele de calcul fiind prezentate

in ecuatiile (8.1), (8.2) si, respectiv (8.3). Am considerat ca acesti markeri ar putea fi utili Tn
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aprecierea statusului cardiometabolic al pacientilor cu maladii metabolice cronice caracterizate

prin stres oxidativ si inflamatie cronica de joasa intensitate.

_ CRP (ng/dL) x ARhdl (URF)

[H1
100 x HDL (mg/dL)

(8.1)

CRP dL) x ARhdl (URF
112 = CRP (ng/dL) x (URF) 8.2)
100 x IL — 6 (pg/mL)

_ CRP (ng/dL) x IL — 1B (pg/mL)
fIs = IL — 10 (pg/mL) (83)

Tn cazul GC, afectarea redox a proteinelor serice este legati de cea a lipidelor, ambele fiind
dependente de nivelul seric al TG, notabila fiind si legatura inversa a nivelului IL-10 cu GLI.
Pentru GS, LPO serica este direct proportionald cu glicemia si AGES, in timp ce raportul
CRP/HDL este dependent de TG. Mai mult, nivelurile IL-6 sunt direct proportionale cu cele ale
CRP si cu valoarea IMC.

Oxidarea si glicarea avansata a proteinelor serice a fost semnificativ mai mare pentru toate
subgrupurile de studiu fata de control. In ceea ce priveste LPO, am remarcat o singura diferenta
semnificativa: Tntre GC si SGNF. Nivelurile CRP si raportul CRP/HDL au fost semnificativ mai
mari in subgrupurile de studiu fata de control si, mai mult decat atat, semnificativ mai mari in sGF
fatd de sGNF si sGFF. Markerii IH1 si IH2 au avut valori mai mari in sGF si sGFF fata de sGNF
si, numai pentru IH1, fatd de GC. Raportul CRP/IL-6 a fost semnificativ mai mare pentru sGF si
sGFF fata de GC, iar IL-10/IL-6 a fost semnificativ mai mare numai pentru SGFF comparativ cu
GC.

Analizand corelatiile in cele trei subgrupuri de studiu, am gasit unele semnificative ale
markerilor statusului inflamator cu glicemia, insa numai pentru subgrupul de diabetici fumatori.
Astfel, IL-1p/IL-6, CRP/IL-10 si IIS au prezentat corelatii pozitive, in timp ce IL-6, 1L-10, IL-
10/IL-1B si IL-10/1L-6 au fost invers legate de GLI. Mai mult, tot numai in sGF, raportul

CRP/HDL a fost direct legat de nivelurile serice ale trigliceridelor, ureei si creatininei.

8.4. Discutii

Tn cadrul acestui studiu, GS a fost alcatuit din pacienti cu DZT2, supraponderali si obezi, cu
IMC, glicemie si trigliceridemie semnificativ mai mari fata de control. Analiz&nd parametrii redox
determinati, glicoxidarea proteinelor serice a fost semnificativ mai mare pentru pacientii diabetici,

insa nu si lipooxidarea, cu toate ca am observat corelatii pozitive semnificative atat ale markerilor
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de glicare avansata, cat si ai peroxidarii lipidice serice cu glicemia. Aceste diferente S-au regasit si
la compararea subgrupurilor de studiu cu grupul de control. Pacientii din cele trei subgrupuri au
prezentat valori semnificativ mai mari pentru IMC, glicemie, trigliceridemie si glicoxidarea
avansata a proteinelor serice. Totodatd, am observat cd glicemia si AGEs in sGFF au fost

semnificativ mai mare fata de sGF.

In GC, glicoxidarea avansati a proteinelor serice a fost strans legata de lipooxidarea serica,
fiind corelate pozitiv cu trigliceridemia. De asemenea, am observat o legatura inversa intre
nivelurile IL-10 si glicemie, indicand un efect benefic al IL-10 in reglarea metabolismului glucidic,
in conditii fiziologice normale. Aceste rezultate sunt in concordanta cu mentiunile anterioare din
literatura privind efectul favorabil IL-10 de origine splenicd, acesta determinand o imbunététire a

metabolismului glucozei prin inhibarea sintezei de IL-1pB (Gotoh et al., 2017).

In populatia studiului, nu am detectat diferente semnificative intre grupul/subgrupurile de
studiu fata de control, din punct de vedere al nivelurilor serice ale IL-6. Am observat, in GS, o
corelatie semnificativa a IL-6 cu CRP si, de asemenea, cu IMC, raportate si anterior (Smidowicz

and Regula, 2015, Vozarova et al., 2003).

In cazul subgrupurilor de studiu, valorile CRP si CRP/HDL au fost semnificativ mai mari
fatd de GC si semnificativ mai mici pentru sGNF si sGFF fata de sGF. Dupa renuntarea la fumat,
nivelurile CRP scad treptat, initial diferentele fiind nesemnificative fata de fumatori, rezultate ce
confirma date deja raportate in literatura (Asthana et al., 2010, Joseph et al., 2008, Tibuakuu et al.,
2017).

Analizand corelatiile semnificative in sGF, am observat ca glicemia s-a corelat pozitiv cu
markeri de apreciere a gradului de inflamatie sistemica: IL-1B/IL-6, CRP/IL-10 si IIS si negativ
cu cei pentru aprecierea raspunsului antiinflamator: IL-10, IL-10/IL-1B, IL-10/IL-6 si, de
asemenea, cu IL-6. Aceasta ultima corelatie indica un posibil efect benefic al IL-6, acesta fiind
posibil luand in considerare efectele complexe, atat pro-, cat si antiinflamatoare raportate anterior
(Feigerlova and Battaglia-Hsu, 2017).

8.5. Concluzii partiale

In cadrul acestui studiu, am observat diferente semnificative din punct de vedere al statusului
inflamator seric intre pacientii cu DZT?2 si, mai mult, intre subgrupurile formate pe baza istoricului
de fumat, si grupul de control. Fenomenele inflamatorii regasite in etiopatogenia DZT?2, sunt
accentuate de fumat, care poate contribui la cresterea riscului de instalare a comorbiditatilor.

Renuntarea la fumat contribuie, in timp, la restabilirea echilibrelor homeostatice.
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9. Efectele asupra statusului redox seric si tisular ale unui fitopreparat

antidiabetic intr-un model preclinic de diabet

9.1. Introducere. Ipoteza de lucru si obiective

Obiectivele studiului au fost:

e Caracterizarea componentelor FA prin dozarea cantitatii totale de fenoli si flavone;

e Evaluarea in vitro a CAO extractelor metanolice obtinute din componentele FA;

e Evaluarea efectelor FA versus doua antidiabetice clasice: metformin si gliclazid, intr-0
populatie de sobolani cu diabet aloxanic, fata de un grup de control nediabetic;

e Determinarea AGE si AOPP la nivel seric si la nivelul lipoproteinelor serice separate;

e Evaluarea statusului redox tisular si mitocondrial prin metodele Amplex Red si FOX;

o Examinarea efectelor acestor tratamente diferite asupra histologiei hepatice si cerebrale.

9.2. Materiale si metode

Un comprimat (600 mg) de FA (Retinofort, Plantavorel, Romania; aprobat de Institutul
National de Cercetare si Dezvoltare pentru Bioresurse, Bucuresti, Romania prin ordinul
244/401/2005) contine: 10 mg extract purificat de Vaccinium myrtillus, Ericaceae (EP_Vm),
standardizat Tn antociani (0,97%, exprimat Tn cianidin-3-0-glucozida), 30 mg pulbere de fructe de
Vaccinium myrtillus, Ericaceae (P_.Vm), 40 mg pulbere de fructe de Ribes nigrum,
Grossulariaceae (P_Rn), 30 mg pulbere de fructe de Capsicum annuum, Solanaceae (P_Ca) si 40
mg pulbere de fructe de Rosa canina, Rosaceae (P_Rc).

Extractele metanolice din componentele vegetale s-au obtinut prin refluxarea timp de 1h a
unei suspensii din 5 g ad 100 mL metanol, urmata de filtrare si concentrare la un volum de 5 mL
(P_Rn, P_Rc, P_Ca) sau 10 mL (P_Vm), in functie de vascozitatea solutiei. In cazul extractului
purificat de afin (EP_Vm), am suspendat 5g in 100 mL metanol, solutia obtinuta in urma filtrarii
fiind folosita in continuare. Continutul total de fenoli (CTrnL) s-a determinat prin metoda Folin-
Ciocalteu (Margina et al., 2015), iar cel de flavone (CTrLv) prin metoda cu AICI3 (Zhishen et al.,
1999). Capacitatea de neutralizare a radicalilor liberi prin metoda cu 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), descrisa anterior (Margina et al., 2015).

Pentru desfasurarea studiului preclinic, am selectat o colectivitate de sobolani adulti masculi
Wistar, de la biobaza UMFCD Bucuresti. Aloxanul (130 mg/kg, i.p.) a fost utilizat pentru
inducerea experimentald a diabetului zaharat (Negres S, 2013). La 48 de ore dupa administrarea

aloxanului, s-a masurat glicemia (GLI) prin punctionarea venelor cozii, animalele cu valori mai
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mari de 200 mg/dL fiind incluse in grupul de studiu (GS) si divizate in 4 loturi de studiu, cu
tratamente diferite: lot diabetic netratat (LDN, n=6) - apa distilata, 10 mL/kg/zi (p.0.); lot
metformin (LM, n=6) - metformin 150 mg/kg/zi (p.o., solutie 1,5%); lot gliclazid (LG, n=6) -
gliclazid 10 mg/kg/zi (p.o., suspensie 0,1%); lot FA (LF, n=7) - 100 mg/kg/zi din FA (p.o.,
suspensie 1% Retinofort). Aceste grupuri de studiu au fost comparate cu un grup de control (GC,
n=8) de animale non-diabetice. Durata tratamentului a fost de 10 zile, la final animalele fiind
sacrificate, cu recoltarea sangelui, creierului si ficatului. Dozele administrate au fost alese conform
datelor din literatura (Alhaider et al., 2011, Wu et al., 2012, Attia et al., 2012, Yao et al., 2016,
Yazgan et al., 2015), iar in cazul FA doza a fost calculatd, fiind mai mare fata de cea folosita la

om, tinand cont de diferentele de metabolism intre specii (Nair and Jacob, 2016).

Pentru determinarea capacitatii antioxidante (CAO) a probelor de ser (CAOs) si de
lipoproteine serice separate (CAOhdI si CAOIldl) am utilizat o metoda bazata pe acidul 2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic) (ABTS).

Pentru realizarea analizei histopatologice, probele de ficat si creier prelevate au fost fixate
in formaldehida 10% pentru 24 de ore, fiind supuse ulterior mai multor pasi de deshidratare in: 1)
alcool etilic 70% timp de 60 de minute, 2) alcool etilic 96% timp de 45 de minute si 3) alcool
absolut timp de 2 ore. Ulterior, specimenele recoltate au fost prelucrate folosind tehnica la parafina.
Clarificarea probelor a fost realizatd prin imersii repetate in xilen, utilizdnd un procesator STP
120-3 (Thermo Fischer Scientific, SUA), urmata de infiltrari cu parafina la Microm EC 350-1
(Thermo Fischer Scientific, SUA), acestea fiind procesate automat. Ulterior, blocurile au fost
sectionate la 3 pm la un microtom RM 125RTS (Leica, Germania) si etalate pe lame histologice.
Acestea au fost colorate cu hematoxilina-eozind cu ajutorul aparatului automat de colorare a
lamelor Microm HMS 70 (Thermo Fischer Scientific, SUA). Examinarea preparatelor s-a realizat
folosind un microscop Olympus BX 43 (Olympus, Japonia) dotat cu sistem video de achizitie
Olympus DP73 (Olympus, Japonia), iar pentru analiza imaginilor obtinute s-a folosit programul
semiautomat de analizd a imaginii Olympus Cell*B (Olympus, Japan). Tn fiecare caz s-a urmarit
identificarea leziunilor prezente la nivel ficatului (sectiuni longitudinale axiale si transversale ale
lobului hepatic sting) si sistemului nervos central (sectiuni sagitale ale emisferei drepte cerebrale
si sectiuni sagitale ale partii drepte a cerebelului). Pentru interpretarea cat mai exacta a
hepatopatiilor s-a recurs la acordarea unui scor lezional histopatologic, care sa permita gruparea

acestora in hepatopatie minora, medie sau grava (Militaru M, 2008).
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9.3. Rezultate
Rezultatele obtinute in urma determindrii cantitatii totale de fenoli si flavone din
componentele FA studiat au fost in concordanta cu raportarile anterioare din literatura (Mileti¢ N.,
2014, Huang et al., 2012). In ceea ce priveste capacitatea de neutralizare a radicalilor liberi,
rezultatele obtinute pentru urmarirea efectului in cinetica sunt prezentate in figura 9.1.
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Figura 9.1 Determinarea in cinetica a capacitatii extractelor metanolice diluate de

neutralizare a radicalilor liberi;

Din punct de vedere a CAO, comparand LM, LG si LF cu GC, am observat 0 CAOs
semnificativ mai mica numai in cazul primelor doud. In ceea ce priveste lipoproteinelor serice,
CAOhdl si CAOIldI au fost similari Tn cele 4 loturi. La analizarea diferentelor dintre LF si LM, LG
si LDN, am observat o CAOs a LF semnificativ mai mare fata de toate cele trei loturi si la nivelul

LDL fata de lotul diabetic netratat.

AGEs a fost semnificativ mai mare pentru LG si LF fatd de GC, iar AGEhdI a fost
semnificativ mai mic pentru LM si mai mare pentru LF. Pentru AGEIdI nu s-au decelat diferente
semnificative intre grupuri. AGEs a fost semnificativ mai mare pentru LG atat fata de LM, cat si
fatd de LDN. Pentru HDL, diferenta a rimas semnificativi numai fata de LM. In ceea ce priveste
peroxidarea lipidica, valorile ARs ale GC au fost similare cu cele ale loturilor sunt tratament.
ARhdI a fost semnificativ mai mare pentru LG si LF comparativ cu GC, iar din punct de vedere al

ARIdI, loturile au fost similare.

Din punct de vedere al parametrilor utilizati la evaluarea statusului redox la nivelul fractiei
mitocondriale si omogenatului total de creier, nu am gasit diferente notabile fatda de GC, prin
metoda AR. Tn cazul probelor de ficat, nu am gisit diferente semnificative ale loturilor diabetice
fata de GC. Insd, cu metoda FOX, am observat valori semnificativ mai mari pentru loturile

diabetice sub tratament fata de cel netratat, in ceea ce priveste statusul redox mitocondrial hepatic.
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Figura 9.2 Evaluarea histologica a probelor de ficat pentru grupul de control la 10x (a) si 20x (b), LDN la 10x (c) si 20x (d), LM la 10x (e)
si 20x (f), LG la 10x (g) si 20x (h) si LF la 10x (i) si 20x (j)

Figura 9.3 Evaluarea histologica a probelor de creier pentru grupul de control la 10x (a) si 20x (b), LDN la 10x (c) si 20x (d), LM la 10x (e) si
20x (f), LG la 10x (g) si 20x (h) si LF la 10x (i) si 20x (j)



Histologia tesutului cerebral a lotului diabetic netratat, comparativ cu a grupului de control,
a prezentat semne de inflamatie, vase sangvine trombotice si unele elemente de necroza neuronala.
Tn cazul grupurilor aflate sub tratament nu am gisit diferente histologice fata de cel netratat, cu
toate ci un aspect usor mai bun a fost remarcat pentru LF (Figura 9.2). In cazul tesutului hepatic,
fata de control, lotul diabetic netratat a prezentat o hepatopatie moderata. Pentru LG, s-au observat
semne de inflamatie, alaturi de o marire a volumului celular, in timp ce pentru LM si LF, numai

semne de hepatopatie minora au fost observate (Figura 9.3).

9.4. Discutii

In cazul grupului de control, statusul redox hepatic si seric, inclusiv a HDL, a fost strans
legat de parametrii ce evidentiazad controlul glicemic. Totodata, corelatiile greutatii pe parcursul
tratamentului cu markerii de evaluare a peroxidarii lipidice si capacitatii de apararea antioxidanta
a LDL, indica o stransa legatura intre controlul greutatii si functionalitatea lipoproteinelor de joasa
densitate. In cazul grupului diabetic, glicarea avansata a lipoproteinelor serice a fost strans legati
de peroxidarea lipidica a acestora si, in cazul HDL, de statusul oxidativ si glicemic seric. Mai mult,
acesti parametri s-au corelat cu pozitiv cu statusul oxidativ tisular, insa negativ cu cel mitocondrial,

la nivel hepatic.

Similaritatea capacitdtii antioxidante a HDL observata intre cele trei loturi, alaturi de
scaderea semnificativa a acesteia in cazul LDL si la nivel seric pentru a lotul diabetic netratat, arata
imbunatatirea apararii antioxidante dupa instituirea tratamentului antidiabetic. Din punct de vedere

al peroxidarii lipidice, nu s-au evidentiat diferente nici la nivel seric, nici lipoproteic.

9.5. Concluzii partiale

Tratamentul cu metformin a condus la rezultatele cele mai bune in ceea ce priveste glicarea
sau/si oxidarea proteinelor si lipooxidarea la nivel seric si al lipoproteinelor serice. Totodata, a
ameliorat statusul redox seric si al HDL. Utilizarea fitopreparatului a condus la o Tmbunétatire a
capacitatii antioxidante serice, inclusiv a lipoproteinelor de la nivel seric. Instituirea tratamentului
antidiabetic a condus la o crestere a activitatii redox mitocondriale la nivel hepatic, Tnsa fara
afectarea statusului redox global tisular. Din punct de vedere al analizei histopatologice, intre
grupurile de animale aflate sub tratament nu s-au evidentiat diferente notabile, acestea prezentand

un aspect mai bun fatd de animalele diabetice netratate.
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10. Efectele unui fitopreparat antidiabetic asupra statusului redox seric intr-o

populatie de pacienti cu diabet zaharat de tip 2

10.1. Introducere. Ipoteza de lucru si obiective

Obiectivele acestui studiu au fost:

e Evaluarea utilitatii markerilor redox testati anterior in aprecierea statusului metabolic al
pacientilor cu DZT2 cu abordari terapeutice diferite;

e Analizarea diferentelor privind profilul metabolic, conform parametrilor biochimici de
rutind, si privind statusul redox, conform markerilor redox;

e Evaluarea efectului utilizarii FA drept adjuvant al farmacoterapiei DZT?2.

10.2. Materiale si metode

Un grup de pacienti (n=125) selectati de la IDNBM ,,N. Paulescu” Bucuresti, Romania. Tn
urma aplicarii criteriilor de excludere, GS (n=80) cu DZT?2 a fost impartit in: grup metformin (GM,
n=15), - metformin 1000 mg/zi; grup metformin si gliclazid (GMG, n=18) - metformin 1000 mg/zi
si gliclazid 60 mg/zi; grup metformin si FA (GMF, n=12) - metformin 1000 mg/zi si 1
comprimat/zi FA; grup metformin, gliclazid si FA (GMGF, n=10) - metformin 1000 mg/zi,
gliclazid 60 mg/zi si 1 comprimat/zi FA; grup FA (GF, n=10) - 2 comprimate/zi de FA; grup cu
diabet controlat prin dieta (GD, n=15), respectand recomandarile dietetice Th DZT2, comparat cu
un grup de control fara DZT2 (GC, n=25).

10.3. Rezultate

Valorile CRP, IAP, raportului CRP/HDL si peptidului C au fost semnificativ mai mari in
GS, indicand un risc cardiovascular crescut. Totodata, acesta din urma a fost corelat pozitiv cu
IAP si IMC si negativ cu HbAIC. Corelatiile pozitive dintre markerii peroxidarii lipidice: ARs —
ARhdI, ARs — ARIdI si ARhdl — ARIdI, alaturi de cele dintre CAOhdI si CAOIdI, reafirma ,,ciclul
peroxizilor” la nivelul lipoproteinelor serice (Ungurianu A., 2016, Kelesidis et al., 2014) si
contributia afectarii redox ale acestora la statusul redox seric. CAOIldI a fost corelata negativ cu
AOPPs, AGEs si ARs, iar AOPPIdI pozitiv cu nivelul seric al CRP. AGEs si AGEIldI s-au corelat
pozitiv cu ARs si ARIdI si cu AOPPs si AOPPIdl. AOPPs si AGEs, alaturi de ARhdI au fost direct
proportionale cu valorile IMC. Glicemia a fost invers corelata cu CAOs. De asemenea, controlul
glicemic pare a fi avut un efect important si asupra statusului redox al HDL, intrucét atat glicemia
curenta, cat si cea de la diagnosticare, s-au corelat pozitiv cu ARhdl. Mai mult, nivelurile
peptidului C au fost corelate pozitiv cu IAP, ARs si AOPPIdI.
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10.4. Discutii

Tn intregul GS, GLI a fost invers proportionala cu CAOs. De asemenea, controlul glicemic
pare a avea un efect important si asupra statusul redox al HDL, intrucét atat glicemia curenta, cat
si cea de la diagnosticare, s-au corelat pozitiv cu ARhdI, iar CAOs si HDL fiind semnificativ mai

mari Tn GC.

Atat glicarea, cat si oxidarea avansata a proteinelor contribuie la dezvoltarea complicatiilor
cronice ale DZT2 (Grzebyk and Piwowar, 2014), prin mecanisme ce implica crosslinking si
acumularea moleculelor disfunctionale. Toate grupurile diabetice au avut o glicemie semnificativ
mai mare fatd de control, insa GF a prezentat niveluri similare GD. Niveluri semnificative mai
mari ale AGEs si AGEIdI au fost observate fata de GC, insa semnificativ mai mici pentru HDL.
Aceste rezultate sugereaza ca, in cazul non-diabeticilor, HDL este mult mai afectat fata de LDL si
ca dupa instalarea DZT2 are loc o alterare a interactiunilor normale intre lipoproteinele serice.
Astfel, glicarea diferitd a proteomului lipoproteinelor serice indica diferentele dintre functiile lor
homeostatice. Totodata, nivelurile AGEIdI au fost similare intre GD si GF, si semnificativ mai
mici fata de celelalte grupuri diabetice. Avand in vedere ca aportul AGE exogen este un factor
promotor al stresului oxidativ si al inflamatiei (Chilelli et al., 2013), dieta si suplimentarea acesteia
cu fitopreparate antioxidante si antiinflamatoare poate conduce la diminuarea riscului pacientilor

cu DZT2 de a dezvolta complicatii cronice.

Cu toate ca nivelurile serice ale HDL au fost semnificativ diferite intre GC si GF, ARhd| a
fost similara, mai micd fatd de celelalte grupuri diabetice, cu exceptia GM. Tratamentul cu
metformin si FA au avut efectele cele mai bune in ceea ce priveste mentinerea functionalitatii
HDL. Corelatiile peroxidarii lipidice serice cu cea a HDL si LDL, alaturi de corelatiile parametrilor
de evaluare a capacitatii antioxidante, indicd legatura stransa dintre functionalitatea fractiilor

lipoproteice si impactul asupra celet serice.

10.5. Concluzii partiale

Dintre rezultatele studiului nostru, cele mai importante sunt cele privind lipoproteinele
serice. Utilizarea cronica a FA a avut efecte pozitive la nivelul HDL si LDL, ameliorand totodata
si markerii redox serici. Astfel, acest fitopreparat poate constitui un adjuvant al terapiei
farmacologice a diabetului zaharat, cu efecte notabile de ameliorare a statusului metabolic si de
reducere a riscului cardiovascular. Cu toate acestea, sunt necesare si studii de evaluare a
mecanismului acestuia de actiune la nivel celular si studii clinice controlate, pentru a-i Stabili

eficacitatea pe termen lung.
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11. Efectele protectoare ale procainei si Gerovitalului H3 asupra peroxidarii

lipidice la nivel celular si seric

11.1. Introducere. Ipoteza de lucru si obiective

Obiectivele studiului au fost:

e Investigarea efectului protector al procainei si GH3 impotriva peroxidarii lipidice la nivel
mitocondrial si la nivelul lipoproteinelor serice, prin metoda cu Amplex Red, optimizatd anterior;
¢ Evaluarea actiunii procainei si GH3 asupra apararii impotriva peroxidarii lipidice induse

la nivel membranar pe un model de limfoblaste T (Jurkat), prin metoda cu DPPP.

11.2. Materiale si metode

Gerovital H3 (Zentiva, Roméania) contine 2% clorhidrat de procaina, 0.12% acid benzoic,
0.10% metabisulfit de potasiu si 0.01% fosfat disodic, avand un pH=3.3. Acesta, alaturi de
procaina (Sigma-Aldrich, SUA, utilizata drept solutie 2%), a fost testat, in diferite concentratii,

pentru determinarea efectului antioxidant.

Celule Jurkat (limfoblaste T; Centrul European de Culturi Celulare, Marea Britanie) au fost
crescute n mediu RPMI-1640 cu 10% ser fetal bovin, la 37°C in atmosfera de 5% COy, fiind pasate
la fiecare 2 zile. Tn cadrul experimentului s-au utilizat celule obtinute dupi 4 etape de pasare, dupa

un ciclu de congelare-decongelare.

Pentru determinarea peroxidarii lipidice la nivel mitocondrial cu Amplex Red, s-au separat
mitocondrii conform procedeului descris anterior (capitolul 9) din omogenat de ficat prelevat de
la un sobolan Wistar, de la biobaza UMFCD Bucuresti, Romania. Procedeul presupus utilizarea
unei solutii AR 75 UM si a inclus o incubare GH3 si procaina 2% 0,5/1,0/2,0/5,0/10,0 mM.
Rezultatele sunt exprimate ca inhibare procentuala a peroxidarii lipidice: %IPL=100 X (URFcontrol-

UR FProbé)/ URFcontrol.

Pentru evaluarea la nivel seric am folosit concentrate lipoproteice serice (8000 rpm/1h - filtre
Amicon Ultra-10k 10,000 NMWL, Millipore, SUA). Peroxidarii lipidice a fost determinata prin
metoda AR descrisa anterior (capitolul 5), utilizand o solutie de sonda de 300 UM si a inclus o
incubare GH3 si procaina 2% 0,5/1,0/2,0/5,0/10,0 mM. Rezultatele au fost exprimate ca %IPL.

Susceptibilitatea la peroxidarea lipidica, indusa cu hidroperoxid de cumen, a fost testata pe

limfocitele Jurkat incubate cu GH3, procaina si curcumina (4h, 2,5/5,0/10 mM). Generarea SRO
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la nivel membranar a fost monitorizata cu DPPP (Margina et al., 2013) timp de 20 de minute, in
cineticd, dupa tratarea cu HPC 10 pM, la Aexcitatie=351 NM/ Aemisie=380 nm.
11.3. Rezultate

La toate aceste concentratii, inhibitia peroxidarii lipidice inregistrata a fost mai mare pentru

procaind, valorile fiind insa apropiate de cele inregistrate pentru GH3 (Figura 11.1).
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Figura 11.1 Variatia efectului de inhibitie in vitro a peroxidarii lipidice sub actiunea GH3

si procainei in suspensiile de mitocondrii hepatice (a) si concentrate lipoproteice serice (b).

Efectul protector a variat cu timpul de incubare, GH3 fiind mai eficient decat procaina in
protejarea impotriva generdrii peroxizilor lipidici, in special la concentratia cea mai redusa, cand

a avut efecte similare curcuminei (Figura 11.2).
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Figura 11.2 Evaluarea in cinetica a efectelor GH3, procainei si curcuminei la (a) 2,5 mM,

(b) 5 mM sau (c) 10 mM, asupra peroxidarii lipidice membranare in celule Jurkat (limfoblaste T)
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11.4. Discutii

Prin utilizarea mai multor modele experimentale, precum mitocondrii izolate, concentrate
de lipoproteine serice si limfocite Jurkat, am adus noi dovezi privind efectele antioxidante ale GH3
si procainei.

Actiunea antioxidanta a GH3 si procainei a devenit mai intensa cu cresterea concentratiilor
utilizate, atat in suspensiile mitocondriale, cat si pentru lipoproteinele serice. Cu toate acestea,
procaina a fost mai eficienta la nivel mitocondrial, n timp ce GH3 a avut un efect mai intens la
nivelul concentratelor lipoproteice, aceste observatii putdnd fi puse pe seama diferitelor
interactiuni cu matricea si cu sistemele antioxidante ale celor doua tipuri de probe biologice (Lee
et al., 2010, Rusu, 1989, Rusu, 1992). Diferentele intre actiunea celor doua au fost notabile la
concentratii mai scazute, efectul devenind similar la concentratii mari.

Testarea actiunii protectoare a GH3 si procainei in conditii pro-inflamatorii a fost realizata
ntr-un model experimental cu limfocite Jurkat. Am ales drept referinta curcumina, intrucat este o
moleculd cu bine cunoscute efecte antioxidante (Margina et al., 2013, Margina et al., 2015).
Rezultatele obtinute au indicat ca GH3 are, la concentratii scazute, efecte comparabile cu cele ale

curcuminei in diminuarea generarii peroxizilor lipidici la nivelul membranei celulare.

11.5. Concluzii partiale
Tn concluzie, studiul acesta aduce noi dovezi ale implicatiilor directe ale GH3 in diminuarea
generarii radicalilor liberi si peroxidarii lipidice membranare, la nivel celular, subcelular si seric,

efecte ce pot fi atribuite in principal procainei.
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12. Concluzii si contributii personale

Tn cadrul studiilor derulate Tn perioada doctoratului, au fost indeplinite obiectivele propuse
initial. Astfel, metodele dezvoltate si optimizate sunt unele rapide, accesibile si reproductibile,
prezentand posibilitatea de a fi adaptate procesarii semiautomate sau automate, in timp ce
parametrii serici determinati sunt utili in aprecierea statusului redox pentru pacientii cu afectiuni
inflamatorii cronice, atat de intensitate crescuta, cat si scazuta. Totodata, acestea pot fi utilizate si
pentru evaluarea statusului redox la nivel tisular si mitocondrial. De asemenea, cu ajutorul
parametrilor testati, alaturi de cei biochimici de rutina, am analizat efectele asupra perturbarilor
redox si apararii antioxidante ale unui fitopreparat antidiabetic, atat intr-un model preclinic de

diabet zaharat, cat si in context clinic, ntr-o populatie de pacienti cu DZT2.

In continuare sunt prezentate, pe scurt, contributiile personale, rezultatele originale si

concluziile studiilor ce constituie partea experimentala.

Scopul studiului prezentat in cadrul in capitolul 1 a fost testarea initiala a metodei de
Am dezvoltat o metodi originald, rapida si accesibilda de evaluare a statusului redox al
lipoproteinelor serice, in absenta HRP. Aceasta este relevantda pentru aprecierea riscului
cardiometabolic, intrucat simplele determiniri cantitative nu reflecti functionalitatea

lipoproteinelor serice.

Tn cadrul studiului prezentat n capitolului 2 am urmarit aplicarea metodei AR optimizate
pentru evaluarea statusului redox lipoproteic la doud grupuri de pacienti cu status inflamator cronic
diferit: de intensitate crescuta — pacienti cu poliartritd reumatoida si de intensitate scazuta — diabet
zaharat de tip 2. In urma evaluirii glicarii si oxidarii avansate a proteinelor serice si a proteomului
lipoproteinelor serice, aldturi de evaluarea peroxidarii lipidice, nu am observat diferente
semnificative ale afectarii redox a lipoproteinelor intre cele doua grupuri de studiu, cu toate ca
profilul lipidic al pacientilor cu PAR a fost similar grupului de control. Avand in vedere ca
determinarile biochimice de rutind nu reflecta functionalitatea acestora, parametrii redox
propusi sunt indicatori mai buni ai statusului cardiometabolic pentru pacientii cu afectiuni

inflamatorii cronice.

Tn continuare, n studiul prezentat in capitolul 3, am urmarit cresterea setului de parametri
prin optimizarea unei micrometode de determinare a peroxizilor lipidici cu Xylenol Orange si

adaptarea unei micrometode AR, in vederea diminuarii consumului de reactivi si scaderii
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timpului de analiza. De asemenea, am extins utilizarea celor doui metode pentru probe de

.....

omogenate tisulare si organite celulare izolate, Cu mentinerea sensibilitatii acestora si adaptarea
parametrilor de lucru. Pentru probele de ser si de lipoproteine izolate, nu am gasit corelatii
semnificative Tntre cele doud metode, cel mai probabil, datorita interactiunilor diferite cu speciile
oxidante de la acest nivel. Metoda AR s-a dovedit mai utila in evaluarea statusului redox seric,
cel mai probabil datoriti mecanismului direct de generare al rezorufinei. Tn cazul metodei
FOX, generarea complexului Fe3*-XO si stabilizarea acestuia are loc in urma interactiunii Fe?* din
reactiv cu SRO. Spre deosebire de rezultatele obtinute pe ser si lipoproteine izolate, la evaluarea
statusului redox tisular si mitocondrial, cele doua metode s-au corelat pozitiv semnificativ.

Contrastul dintre aceste rezultate se datoreaza diferentelor semnificative in ceea ce priveste

matricea probelor si nivelurilor mult mai mari de SRO din probele tisulare.

Ulterior, utilizdnd parametrii testati anterior in evaluarea statusului redox si, implicit,
cardiometabolic, am ales drept model al starii inflamatorii cronice de joasa intensitate diabetul
zaharat. De asemenea, avand in vedere ca fumatul este un factor de risc important al dezvoltarii si
progresiei maladiilor metabolice si cardiovasculare, fiind implicat in accentuarea stresului oxidativ
si inflamatiei sistemice, am evaluat utilitatea markerilor redox determinati in evidentierea

diferentelor afectarii redox a HDL la pacienti diabetici, cu istoric diferit de fumat.

Rezultatele studiului prezentat capitolul 4 indica o peroxidare lipidica a lipoproteinelor
de inalta densitate mai accentuata pentru diabeticii cu un istoric de fumat, pe cand din punct
de vedere al parametrilor biochimici de rutind nu am observat diferente semnificative. Mai mult,
renuntarea la fumat nu a determinat imbunititirea semnificativi statusul redox a

lipoproteinelor de inalta densitate.

Cu toate acestea, implicatiile complexe ale renuntarii la fumat asupra statusului inflamator
nu au fost evaluate in acest studiu, ele putand evidentia o imbunatatire a statusului cardiometabolic.
Astfel, in studiul prezentat in capitolul 5, pe langa determinare peroxidarii lipidice a HDL,
determinatd de acesta datd cu o concentratie de sonda mai mare, pentru reevaluarea concentratiei

optime, am masurat si o serie de markeri clasici ai procesului inflamator.

Am observat diferente semnificative din punct de vedere al statusului inflamator seric
intre pacientii cu DZT2 si, mai mult, intre subgrupurile formate pe baza istoricului de fumat,
si grupul de control. Cu toate acestea, nu am gésit diferente semnificative in ceea ce priveste
peroxidarea lipidicd de la nivelul HDL. Astfel, utilizarea concentratiei mai scazute de sonda a

condus la rezultate mai bune in discriminarea afectarii redox a HDL.
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Totodata, dintre parametrii determinati si calculati, unii, precum AOPPs, AGEs, CRP,
CRP/HDL, CRP/IL-6, IL-10/IL-6 si IH1 au fost utili in evidentierea diferentelor dintre
diabetici si populatia normala, cu posibila valoare de diagnostic sau prognostic. Altii, ca
CRP, CRP/HDL si IH2, ar putea fi utilizati pentru evaluarea dinamicii statusului
cardiometabolic in cazul diferitelor populatii de pacienti cu DZT2, prezentand in cazul
acestui studiu valoare discriminatorie la compararea pacientilor cu istoric diferit de fumat.
De asemenea, am identificat o stransa legatura intre controlul glicemic si markerii de evaluare ai
statusului inflamator, glicemia fiind corelata pozitiv cu parametrii inflamatori si invers cu cei

antiinflamatori pentru pacientii fumatori.

Tn cadrul studiul preclinic din capitolul 6 am urmirit, ntr-un model de diabet aloxanic,
evaluarea efectelor asupra statusului redox seric si tisular ale unui fitopreparat antidiabetic folosit
drept adjuvant n terapia DZT2, care contine fructe de afin (Vaccinium myrtillus), coacaz negru
(Ribes nigrum), maces (Rosa canina) si ardei (Capsicum annuum), comparativ cu cel a doua

molecule antidiabetice: metformin si gliclazid.

Astfel, tratamentul cu metformin a condus la rezultatele cele mai bune in ceea ce
priveste glicarea sau/si oxidarea proteinelor si lipooxidarea la nivel seric si al lipoproteinelor
serice, cu ameliorarea statusului redox seric si al HDL. Utilizarea fitopreparatului
imbunitatit capacitatea antioxidanta serica, inclusiv a lipoproteinelor. La nivel tisular,
instituirea tratamentului antidiabetic a condus la o crestere a activitatii redox mitocondriale la nivel
hepatic, insa fara afectarea statusului redox global tisular. Din punct de vedere al analizei
histopatologice, intre grupurile de animale aflate sub tratament nu s-au evidentiat diferente

notabile, acestea prezentand un aspect mai bun fata de animalele diabetice netratate.

Studiul prezentat in capitolul 7 a avut drept scop evaluarea, in context clinic, a efectelor
asupra statusului redox seric a utilizdrii pe termen lung a fitopreparatului antidiabetic testat
anterior, intr-o populatie de pacienti cu DZT2 cu abordari terapeutice diferite, incluzand si
fitopreparatul antidiabetic drept adjuvant al terapiei farmacologice (metformin si gliclazid, mono-

sau biterapie) sau al masurilor igieno-dietetice.

Pentru intregul grup de studiu, glicemia a fost invers proportionali cu apirarea
antioxidanta serica, acesta fiind, alaturi de cea a HDL si LDL, semnificativ mai mica fata de
grupul de control. Cu toate ca nivelurile serice ale HDL au fost mai mari in grupul de control fata
cel tratat cu FA, peroxidarea lipidica a acestei fractii lipoproteice a fost asemanatoare, si similara

grupului tratat cu metformin, cu valori mai mici comparativ cu celelalte grupuri diabetice. Tn ceea
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ce priveste afectarea redox a HDL, controlul glicemic pare a fi un bun predictor al acesteia,

atit glicemia curenta, cit si cea de la diagnosticare fiind corelate cu aceasta.

Astfel, utilizarea cronici a fitopreparatului a avut efecte pozitive asupra HDL si LDL,
ameliorand totodata si markerii redox serici. Folosirea acestuia drept adjuvant al terapiei
farmacologice a diabetului zaharat, poate conduce la ameliorarea notabila a statusului redox si
diminuarea riscului cardiovascular. Cu toate acestea, pentru stabilirea mecanismelor de actiune si

eficacitatii pe termen lung, sunt necesare si studii clinice controlate.

Tn ultimul capitol, am prezentat un studiu pilot care a avut drept scop evaluarea activitatii
antioxidante a procainei si GH3 asupra formarii SRO si peroxidarii lipidice, la nivel celular,
subcelular si seric, prin utilizarea mai multor modele experimentale, precum mitocondrii izolate,
concentrate de lipoproteine serice si limfocite Jurkat. In acest context, am putut aplica in conditii
experimentale, pentru evaluarea efectelor celulare ale unui preparat clasic, metodele dezvoltate si
optimizate Tn cursul prezentei teze de doctorat. Testarea actiunii protectoare a GH3 si procainei in
conditii proinflamatorii a fost realizata intr-un model experimental cu limfocite Jurkat, rezultatele
obtinute indicand un efect similar curcuminei in diminuarea generarii peroxizilor lipidici la nivelul
membranei celulare. Atat la nivel mitocondrial, cat si la nivel seric, actiunea antioxidanta
observata pentru GH3 si procaina a devenit mai intensd cu cresterea concentratiilor
utilizate. Acest studiu restrans aduce noi dovezi privind implicatiile directe ale procainei si,
implicit, GH3 1n diminuarea generarii radicalilor liberi si peroxidarii lipidice membranare, la nivel
celular, subcelular si seric. Acestea pot fi atribuite cu precadere procainei, insa este necesara
extinderea acestor studii pentru determinarea mecanismului molecular de actiune al

acesteia.

Principala limitarea a studiilor prezentate in aceasta lucrare este de numarul relativ mic de
pacienti inclusi in studiile prezentate, Intrucat pentru validarea unui parametru si stabilirea
intervalelor normale si patologice este necesara o populatie de studiu Insemnatd, constituitd atat
din indivizi sanatosi, cat si bolnavi. Cercetarile vor fi continuate in perioada post-doctorald cu
cresterea numarului de pacienti pentru validarea markerilor propusi pentru utilizarea clinica. De
asemenea, se va incerca extinderea setului de parametrii redox prin utilizarea de noi sonde
fluorimetrice (precum rodamina 123). Consideram de o importanta cruciala evaluarea statusului
redox si inflamator la pacientii cu diferite patologii, dar in egald masura si utilizarea acelorasi
markeri pentru evaluarea efectelor induse de diferite molecule farmacologic active in modele

celulare, in studii preclinice si respectiv pentru monitorizarea clinica a eficacitatii acestora.
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