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I. Partea generala

1. Diabetul zaharat in contextul social actual

Conform definitiei Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) ,,Diabetul zaharat este
0 boala cronica cauzata de deficienta mostenita si/sau dobanditd in producerea de insulina
de catre pancreas, sau de ineficienta insulinei produse.”

DZ2 este 0 maladie complexa, determinata atat de mutatii la nivelul mai multor gene,
cat si de factorii de mediu. DZ2 este puternic corelat cu ereditatea, dar, in ultimii ani, au fost
descoperite si unele gene a caror expresie este strans corelatd cu cresterea riscului de
dezvoltare a acestei patologii. Tn Romania, diabetul este responsabil de 1% dintre decesele
de orice cauza, dar bolile cardiovasculare, frecvent declangsate sau accentuate de diabet,
conduc la 58% dintre decese. Incidenta diabetului in populatia tarii este de 8,4%, iar factorii
de risc majori pentru aceastd maladie, supraponderalitatea, obezitatea si sedentarismul,
corespund la respectiv 60,8%, 23,4 % si 26,5%.

In ceea ce priveste simptomatologia, se intdmpla frecvent ca in DZ2 si fie slab
reprezentatd sau chiar absenta in primii ani de boala. Simptomele apar cand complicatiile
sunt deja instalate. Diabetul nu afecteaza calitatea vietii atat direct, cat prin complicatiile
asociate. Decesele cauzate direct de diabet, la nivel mondial, au totalizat aproximativ 1,6
milioane, la nivelul anului 2015.

Medicamentele antidiabetice utilizate actualmente trateaza efectele dereglarilor
existente in DZ2. DZ2 este asociat stresului oxidativ, chiar daca simptomatologia apare
tarziu dupd dezechilibrarea balantei redox biochimice. Terapia farmacologicd existenta
vizeaza doar consecintele stresului oxidativ si cresterii nivelului de radicali liberi, ce au

repercursiuni asupra organelor si tesuturilor, din punct de vedere anatomic si fiziologic.

2. Stresul oxidativ ca factor determinant pentru diabetul zaharat de tip 2

Stresul oxidativ (SO) este rezultatul dezechilibrului dintre sistemele prooxidante si
antioxidante ce intervin Tn anumite etape ale proceselor metabolice, in favoarea celor din
urma. Exista numeroase afectiuni corelate cu SO, cele mai frecvente fiind ateroscleroza si

diabetul zaharat.



ROS pot declansa procese ce altereazd metabolismul celular, precum leziuni
oxidative ale ADN-ului sau pierderea integritatii membranei ca urmare a peroxidarii
lipidelor constitutive ale acesteia. ROS intervin inclusiv asupra structurii chimice a
proteinelor sau carbohidratilor (Ilie and Margina, 2012). Degradarile produse conduc in timp
la manifestari clinice, precum cresterea permeabilitatii capilare, disfunctia hematiilor, sau
chiar la boli cronice, cum este cazul diabetului zaharat de tip 1 si de tip 2 (Cai et al., 2004).

Diabetul si rezistenta la insulina pot fi cauzate si de producerea in exces a NO si a
aductilor sai. Glicemia mare, cu caracter acut sau cronic, conduce la generarea unei cantitati
mari de ROS ce activeazd apoptoza la nivelul celulelor beta pancreatice, responsabile de
secretia insulinei.

Mecanisme biochimice implicate provoaca o stare de inflamatie usoara, dar
permanenta, care std practic la baza complicatiilor diabetului. Controlul bolii 1n sine, dar si
a patologiilor ce apar drept consecinte, poate fi obtinut prin reducerea SO indus de
hiperglicemie prin intervenirea asupra PKC si NADPH-oxidazei. Existd ipoteze conform
carora inhibitorii utilizati pentru managementul SO si angiogenezei in complicatiile
diabetice pot fi intrebuintate si pentru controlul mortii celulare patologice din diabet sau din
alte patologii.

O supraproductie de ROS conduce la modificari de tip oxidativ si la nivelul
proteinelor. Carbonilarea proteinelor reprezinta introducerea gruparilor carbonil (aldehidica
sau cetonicd) in structura proteinelor, aceasta realizandu-se prin mai multe mecanisme.
Exista un pattern al carbonilarii, in sensul ca doar anumite proteine pot suferi acest proces,
lar structura proteica este cea care determina locurile preferentiale de carbonilare.

Tn cazul diabetului zaharat, stresul oxidativ apare consecutiv hiperglicemiei
persistente, ROS generate conducand la modificari structurale ale proteinelor (inclusiv
carbonilare), la inhibitie enzimatica si ulterior la afectarea statusului imun.

Literatura mentioneaza determinarea gruparilor carbonil proteice in plasma
pacientilor cu diabet zaharat (Dayanand et al., 2012; Telci et al., 2000), sau la nivelul umorii
vitroase la pacientii cu retionopatie diabetica (Loukovaara et al., 2013), una din principalele
complicatii ale acestei boli. Evaluarea gruparilor carbonil proteice prezinta un mare avantaj,
deoarece este un marker care apare in stadiile timpurii ale patologiei si ramane in circulatia
sanguina timp indelungat, comparativ cu alti biomarkeri ai stresului oxidativ (ca
malondialdehida, 4-hidroxi-2-nonenal, glutationul redus). Totodata, indeplineste cele 4

conditii ale biomarkerului ideal al stresului oxidativ: (1) indicad cu acuratete nivelul



degradarii oxidative proteice; (2) este un indicator timpuriu al patologiei generate; (3) este
un indicator al evolutiei patologiei si (4) evalueaza eficacitatea terapiei antioxidante.

Din evaluarea globala a stadiului actual al cercetarilor, putem concluziona ca sunt
dezvoltate un numar redus de metode CE pentru detectia gruparilor carbonil proteice, acestea
fiind aplicate exclusiv doar in testele preclinice si pe tesuturi inaccesibile 1n practica clinica
(hipocamp, musculatura striatd). Este deci necesara dezvoltarea unor metode mai accesibile,

de testare a proteinelor carbonilate in practica curenta.

3. Stresul oxidativ si rolul potential antioxidant al nanoparticulelor de seleniu

Una dintre directiile actuale prin care se vizeaza reducerea nivelului stresului
oxidativ este utilizarea nanoparticulelor drept purtatori de antioxidanti, ce tintesc celulele si
tesuturile afectate. Un caz special este seleniul (Se) sub forma de nanoparticule (SeNPs),
deoarece acestuia i s-a atribuit un efect antioxidant propriu.

SeNPs au fost studiate pentru efectele antiinflamatoare n patologii cu etiologii si
manifestari diferite (Malhotra et al., 2015). Referitor la rolul lor imunomodulator, s-a
observat ca SeNPs sintetizate pe cale biogenica dau rezultate net superioare celor rezultate
din chemosinteza (Yazdi et al., 2015).

Deoarece s-a evidentiat o deosebita selectivitate a SeNPs pentru celulele canceroase
fatd de cele normale in ceea ce priveste citotoxicitatea si apoptoza celulara, s-a investigat
rolul SeNPs, in chemopreventie si chemoterapie (Chen et al., 2008). SeNPs a indus o
crestere doza-dependenta a potentialului electric al membranei mitocondriale, generand
apoptoza celulara in adenocarcinomul mamar (Feng et al., 2014) sau celulele de melanom
uman, prin disfunctie mitocondriala (Chen et al., 2008, Liu et al., 2012). Cancerul de
prostata deja beneficiaza de un tratament adjuvant cu SeNPs (Gao, 2011).

Practic, majoritatea efectelor atribuite SeNPs deriva din proprietatile antioxidante.
Se comporta ca scavengeri de ROS, astfel reducand nivelul SO intracelular. Spre deosebire
de celulele normale, cele bacteriene sau canceroase sunt atacate tocmai prin hiperproductia
de ROS declansata, ce conduce la afectarea mitocondriei si moartea celulara. Capacitatea
antioxidanta a nanoparticulelor de Se a fost demonstrata si in cadrul unor studii in vivo (Dkhil
etal., 2016).

Toate cele de mai sus conduc spre ideea ca SeNPs ar putea constitui un aliat

important al terapiei unor maladii asociate cu stresul oxidativ.



Il. Cercetari personale

4. Evaluarea prin metoda spectrofotometrica proteinelor carbonilate ca

biomarker de stres oxidativ

4.1 Introducere

4.1.1  Ipoteze de lucru

Procesul de carbonilare a proteinelor consta in inserarea unor grupari carbonil la
structura primard a proteinei, cu generare de structuri de tip aldehidd sau cetona.
Mecanismele acestui proces chimic sunt multiple. Fatd de alte procese asociate stresului
oxidativ (de exemplu, comparativ cu formarea legaturii disulfurice la nivelul resturilor de
cisteind), carbonilarea este un proces ireversibil, cu formarea de compusi incapabili sa
indeplineasca functiile proteinei necarbonilate. Formarea precoce, remanenta indelungata,
accesibilitatea clinica si stabilitatea chimica (pana la 3 luni la -80°C, Tn mai multe materiale
biologice) creeaza premisele dozarii carbonililor proteici ca analizd de laborator curentd

(Griffiths, 2000).

4.1.2  Obiective specifice

Scopul testarilor personale a fost studierea procesului de carbonilare in vitro si ex
vivo in vederea evidentierii precoce a efectelor stresului oxidativ asupra proteinelor serice la
pacientii diabetici. Tn acest sens, etapele experimentului au fost: oxidarea BSA in vitro,
derivatizarea carbonililor obtinuti si analizarea probelor prin spectrofotometrie cu detectie
n vizibil; stabilirea capacitatii de carbonilare a sistemelor de degradare in vitro asupra BSA;
stabilirea capacitatii de carbonilare a sistemelor de degradare in vitro asupra HSA,;

Determinarea oxidarii proteice la nivelul grupelor tiol libere.
4.2 Materiale si metode
Pentru formarea gruparilor carbonil la nivelul puntilor metilenice din catena proteica,

am realizat experimente de oxidare in vitro. In acest sens, am testat capacitatea oxidanti a

trei sisteme chimice, si anume: clorurd ferica/ascorbat de sodiu (Bautista, 1998), acid



ascorbic/sulfat feros (Bansal and Bilaspuri, 2007), peroxid de hidrogen/sulfat de cupru
(Kocha, 1997). Masura capacitatii oxidante a fost datda de nivelul de derivati carbonili
formati, evaluati folosind metoda lui Levine (Levine et al., 1990). Astfel, prin reactia
carbonililor cu gruparea amino libera a DNPH se formeaza hidrazone, ce pot fi cuantificate
spectrofotometric. Am investigat si un alt proces ce are loc in timpul oxidarii proteice, anume
reducerea numarului de grupe tiol libere. In acest sens, am folosit o metoda spectrofometrica,

dozéand grupele tiol din HSA nedegradat, respectiv degradat, metoda Ellman.

4.3 Rezultate si discutii
43.1 Determinarea spectrofotometrici a carbonililor proteici generati in vitro

pe BSA

In urma experimentelor repetate, am stabilit ca interval de lungimi de unda atribuite
hidrazonelor intervalul 367-381 nm. Aceasta banda larga sugereaza prezenta unui amestec

de fractii carbonilate.

4.3.2  Stabilirea capacititii de carbonilare a sistemelor de degradare in vitro

asupra BSA

Am evaluat comparativ concentratiile de proteine carbonilate obtinute pentru fiecare
din cele trei sisteme oxidante testate. Rezultatele obtinute au evidentiat faptul cd ordinea
descrescdtoare a capacitatii de carbonilare proteicd a sistemelor oxidante folosite a este:
clorurd ferica/ascorbat de sodiu > acid ascorbic/sulfat feros > sulfat de cupru/peroxid de
hidrogen. Deci, cel mai eficient sistem de degradarea prin carbonilare a BSA s-a remarcat a
fi sistemul FeCls/ascorbat de sodiu (Purdel et al., 2015, Purdel, N. C., 2014, Dima, 2014).
Continutul de carbonili (> 30 nmol/ mg proteind) a fost semnificativ mai ridicat decat cel
fiziologic, care are valori sub 1 nmol/mg proteina (Dalle-Donne et al., 2003).

Am studiat, de asemenea, dinamica procesului de carbonilare pentru cele trei sisteme
oxidante alese. Am evidentiat prin experimente faptul cd, pentru sistemul oxidant cel mai
potent, FeCls/ascorbat de sodiu, in primele 9 ore de incubare la 37°C existi o dependenti
directd a nivelului proteinelor carbonilate de timp. Prelungirea duratei de incubare in aceleasi
conditii (pana la 18 h) imprima o tendintd de scadere a nivelului de carbonili, indiferent de

sistemul oxidant, datoritd instabilitdtii in timp a acestora.



4.3.3  Stabilirea capacititii de carbonilare a sistemelor de degradare in vitro

asupra HSA

Intrucat tinta cercetirii noastre a fost analiza cantitativa a carbonililor proteici din
serul uman, urmatoarea etapa fireasca dupa analiza BSA a fost testarea impactului celor trei
sisteme oxidante asupra albuminei serice umane (HSA), privind generarea de carbonili. Am
constatat ca spectrele probelor de HSA degradate si derivatizate la hidrazone cu DNPH sunt
foarte aseméanatoare celor provenite de la BSA. Probele de HSA au fost de asemenea cel mai

intens oxidate cu sistemul FeCls/ascorbat de sodiu.

4.3.4  Determinarea oxidarii proteice la nivelul grupelor tiol libere

Am obtinut dreapta de regresie pentru un etalon de cisteind prin masurarea
absorbantelor a sase concentratii din acest aminoacid cu grupare tiol (0,5, 1, 2, 3, 4, 5 mg
%). Rezultatul a confirmat oxidarea puternici ce are loc in vitro folosind sistemul

FeCls/ascorbat de sodiu asupra susbstratului proteic reprezentat de HSA.

4.4 Concluzii

Am investigat degradarea in vitro a albuminei serice bovine si a celei umane.
Carbonilii rezultati au fost derivatizati, iar compusii obtinuti au fost cuantificati printr-0
metoda spectrofotometrici cu detectie in vizibil. In urma experimentelor repetate, am
optimizat metoda Levine pentru a genera un randament mai mare in obtinerea
derivatilor finali colorimetrabili de tip hidrazone, reducdnd numarul spaldrilor
intermediare succesive cu amestecul acetat de etil/etanol (1:1) si respectiv scurtand timpul
de solubilizare cu guanidina clorhidrica.

A rezultat ca sistemul oxidant FeCls/ascorbat de sodiu a fost cel mai potent,
conducind la cea mai mare concentratie de carbonili intr-un timp relativ scurt.
Rezultatele obtinute pentru albumina sericd umana au fost aceleasi ca in cazul albuminei
serice bovine, cea mai intensa carbonilare fiind obtinuta cu FeCls/ascorbat de sodiu. Aceasta
observatie aduce avantajul utilizarii unor concentratii mici de substrat proteic pentru
generarea carbonililor si analiza acestora.

Am studiat si un alt fenomen ce are loc in timpul actiunii oxidante asupra proteinelor,

st anume formarea legdturilor disulfidice dintre gruparile tiolice ale resturilor de aminoacizi
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cu sulf, din compozitia proteinelor. Am constatat o scadere a grupelor tiol libere, tradusa

ca o alta consecinti a impactului oxidant, alaturi de carbonilare.

5. Investigarea comportamentului proteinelor in cursul procesului de

carbonilare prin tehnica electroforezei capilare

5.1 Introducere

5.1.1  Ipoteze de lucru

In privinta efectelor stresului oxidativ asupra proteinelor, numai unele pot fi
carbonilate, iar situsurile sunt determinate de structura proteica; aminoacizii la nivelul carora
carbonilarea este cel mai susceptibila sunt: arginina, lizina, prolina, treonina (Temple, 2006).
Este deci posibila existenta unui model (pattern) de carbonilare pentru o anumita patologie.
Electroforeza capilara oferd informatii despre fiecare fractie carbonilata, reprezentata printr-
un peak individual pe electroforegrama, spre deosebire de metodele spectrofotometrice, de

exemplu, care cuantifica totalul carbonililor.

5.1.2  Obiective specifice

In aceasta etapa a studiilor, am ncercat identificarea unor premise pentru stabilirea
unui pattern al carbonilarii in vitro a probelor de albumina serica umana respectiv a unor
probe (ser) provenite de la pacienti cu diabet zaharat de tip 2, printr-o metoda de
electroforezi capilara. Tn acest sens, etapele experimentului au fost: oxidarea HSA in vitro,
derivatizarea carbonililor obtinuti si analizarea probelor prin electroforeza capilara;
derivatizarea probelor de ser provenit de la pacienti cu diabet zaharat de tip 2, continand
proteine carbonilate in vivo, si analizarea acestora prin electroforeza capilara (CE); aplicarea
de calcule statistice pentru stabilirea claselor de proteine din serurile de pacienti cu diabet
zaharat de tip 2; interpretarea rezultatelor statistice si extragerea concluziilor privind metoda
de analiza prin electroforeza capilard studiata si premisele pentru stabilirea unui model de

carbonilare proteica.
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5.2 Materiale si metode

Se genercaza proteine carbonilate in vitro, pornind de la HSA 20 g/L, oxidat cu
sistemul FeCl3/ascorbat de sodiu. Pentru studierea carbonilarii generate in vivo, se folosesc
probe de ser provenite de la pacienti diabetici (17 pacienti). Probele de sange din care s-a
obtinut serul au fost de tip deseu de laborator, epuizate dupa realizarea testelor solicitate de
medicul ce a dispus recoltarea. Derivatizarea proteinelor carbonilate, indiferent de originea
lor, la hidrazone se face cu DNPH, dupa protocolul descris in capitolul anterior. Modificarile
aduse metodei stabilite de Levine (Levine et al., 1990) pentru a creste randamentul au constat
in reducerea numarului spalarilor succesive cu amestec acetat de etil/ alcool etilic (1:1) de la
trei la doua, si mentinerea probelor la 37°C timp de 60 min in loc de 12h.

Se realizeaza preconditionarea coloanei capilare, inainte de inceperea analizei, cu
NaOH 0.1 M timp de 60 min, apoi cu apa distilata HPLC 30 min. La inceputul fiecarei
analize a unei probe (derivate din HSA sau ser uman), are loc o reconditionare a coloanei
capilare, prin spalare cu NaOH 0.1 M timp de 5 minute, apoi cu apa distilatd grad HPLC 5
minute si cu solutia de dextran 70 15% in tampon borat 20 mM 10 min. Aceasta etapa asigura
incdrcarea electricd a mediului de migrare si distributia uniforma a dextranului 70 pe
suprafata interioara a capilarei. Dextranul 70 reduce interactiunile dintre proteina si peretele
capilarei si controleaza fluxul electroosmotic, asigurand Insd separarea derivatilor cu DNPH
pe criteriul masei lor moleculare, chiar si cand valorile sunt foarte apropiate.

Detectia se face spectrofotometric, la 370 si 365 nm, pentru confirmarea structurii de
hidrazona, si 214 nm pentru confirmarea structurii proteice. Separarea electroforetica se face
la pH=9, generat de tamponul borat 20 mM. Pe tot parcursul analizei, coloana este

termostatata la 25°C.

5.3 Rezultate si discutii

5.3.1 Investigarea modelului de carbonilare a HSA

Se constata faptul ca toti derivatii cu DNPH, indiferent de provenienta proteinelor
carbonilate, au migrat in analiza prin metoda de CE in mai putin de 32 de minute, ceea ce
dovedeste o buna velocitate. Aceasta furnizeaza informatii despre marimea moleculelor
proteice, corelandu-se cu mase moleculare mici sau medii. Pentru detectia derivatilor
proteici cu DNPH, metoda de CE-DAD a aratat specificitate si sensibilitate superioare

spectrofotometriei clasice.
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5.3.2 Investigarea modelului de carbonilare la pacientii diabetici

Am utilizat probe de ser provenit de la pacienti diabetici, pentru a analiza dinamica
procesului de carbonilare in vivo. De asemenea, un alt obiectiv a fost evaluarea comparativa
a carbonildrii generate in Vivo si in vitro, pentru a aprecia daca HSA este un surogat potrivit
pentru cercetarea carbonildrii in vivo.

Analiza CE-DAD cu detectie la 365 nm a confirmat prezenta a 11 derivati cu DNPH
care au migrat in 35 de minute, indicand faptul ca si in acest caz este vorba despre specii
proteice cu mase moleculare mici sau medii. 5 dintre acesti derivati se regasesc si in profilul
de carbonilare al HSA. Tn Fig.5.2, se remarca prezenta acelorasi derivati in 3 probe diferite

de ser provenite de la pacienti diabetici.

Fig.5.2. Electroforegrame suprapuse ale proteinelor carbonilate si derivatizate cu

DNPH, corespunzatoare la 3 pacienti cu diabet zaharat de tip 2 (detectie la 365 nm)

Comparénd electroforegramele corespunzitoare unei probe de ser de pacient
diabetic, una cu detectie la 365 nm, cealaltd la 370 nm, am observat un Tnalt grad de
similitudine, confirmandu-se pe aceasta cale natura de hidrazona a compusilor migrati.

Semnalul obtinut prin detectia la 370 nm a celor 17 probe de ser aferente celor 17
subiecti diabetici, a relevat, un numar diferit de peak-uri, cu diferite valori ale RT. Valorile
RT obtinute in cazul detectiei la 365 nm au fost similare celor de la 370, confirmandu-se
faptul ca semnalul este atribuit structurilor de hidrazone, pentru intreg lotul de probe.
Impactul diferit pe care carbonilarea il are asupra proteinelor serice este vizibil prin numarul

variabil de peak-uri detectate la 365 si 370 nm, numar cuprins intre 1 si 34.

12



5.3.3  Analiza statistica a rezultatelor obtinute

Valorile RT ale peak-urilor selectate au fost repartizate in 10 clase, astfel incat
dispersia valorilor dintr-o clasa sa fie minima. Consecutiv analizei prin algoritmul de analiza
de clusteri de tip k-means, se poate deduce ca procesul de carbonilare, in diabetul zaharat de
tip 2, decurge cel mai adesea la nivelul fractiilor mici.

Studierea proteinelor carbonilate in raport cu timpul de elutie, prin valorile RT, a
sugerat o dinamica specifica a fragmentarii. O ipoteza poate fi faptul ca, in momentul in care
actioneazd ROS asupra proteinelor, mai intai are loc carbonilare, si abia ulterior oxidarea
conduce la liza lantului proteic, cu scaderea masei moleculare, dar mentinerea relativ
constanta a numarului de specii carbonilate. Deviatia standard relativa furnizeaza informatii
despre gradul de ,,imprastiere” a valorilor RT, fata de valoarea lor medie, dintr-o clasa de
RT. 7 din 10 clase (clasele 4-10) au avut un RSD mai mic de 5%, ceea ce presupune o serie

de valori foarte compacta.

5.4 Concluzii

Tn cursul acestei etape a experimentelor, am dezvoltat o nouid metodd de
electroforeza capilara cu detectie DAD pentru evaluarea proteinelor carbonilate in
diferite probe biologice. Conditiile electroforetice stabilite sunt: coloand capilard cu
diametru intern de 75 pum, tampon borat 20 mM, injectarea n sistem hidrodinamic, la 0.5
psi timp de 10 secunde, fiind aplicatd o tensiune de 25 kV. Noua metoda de CE-DAD
dezvoltati a confirmat existenta unui amestec complex de 19 proteine carbonilate
derivatizate cu DNPH. Derivatii separati au migrat in mai putin de 35 de minute, dovedind
0 buna velocitate si implicit mase moleculare mici sau medii ale acestora.

Utilizand aceleasi conditii experimentale cu scopul identificdrii modelului de
carbonilare in vivo in trei probe de ser provenite de la pacient diabetic, analiza de CE-DAD
cu detectie la 365 nm a evidentiat si separat 11 derivati cu DNPH care au migrat in maxim
35 de minute, sugerand si 1n acest caz faptul cd masele lor moleculare sunt mici sau medii.
Trebuie subliniat aici faptul ca procesul de carbonilare in vitro este mult mai agresiv decéat
cel in vivo indus de stresul oxidativ, acesta din urma implicand si alte proteine serice in afara
albuminei.

Carbonilarea proteica este un proces complex ce reflecta nivelul de stres oxidativ.

Prin experimentele realizate pe probe de ser de diabetic, am evidentiat ca exista premise
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pentru stabilirea unui model de carbonilare proteici folosind o noui metoda de
electroforeza capilara. Asemanarea pattern-urilor obtinute prin electroforeza capilara
pentru HSA degradata in vitro si proteine serice oxidate in vivo sugereaza posibilitatea
utilizarii acestor modele pentru studierea efectului stresului oxidativ asupra proteinelor

provenite din serul pacientilor cu diabet zaharat de tip 2.

6. Studiul procesului de carbonilare prin electroforeza pe gel

6.1 Introducere

6.1.1  Ipoteza de lucru

Electroforeza pe gel este o metoda utild pentru separarea si analiza macromoleculelor
de tipul proteinelor, ADN-ului sau ARN-ului, dar si a fragmentelor acestora. Separarea se
face pe criteriul greutdtii moleculare si al sarcinii electrice (Kryndushkin et al., 2003).
Intrucat tema studiat in cadrul acestei lucriri s-a centrat pe efectele stresului oxidativ asupra
proteinelor, am ales pentru analizd metoda de electroforeza unidimensionald pe gel de
poliacrilamidd. Aceastd metodda furnizeazd informatii calitative despre identitatea

proteinelor degradate prin carbonilare in functie de greutatea lor moleculara.

6.1.2  Obiective specifice

Tn prezentul studiu, am avut scopul de a verifica si adapta o metoda de electroforezi
pe gel pentru analiza unor probe de proteine de degradate sub impactul stresului oxidativ, cu
accent pe carbonilare. De asemenea, am incercat identificarea unor caracteristici ale modului
de degradare proteica in vivo la pacientul cu diabet zaharat de tip 2, pentru stabilirea
ulterioara a unor ipoteze privind modelul de carbonilare proteicd in aceastd patologie
cronica. In acest sens, etapele experimentului au fost: oxidarea BSA si HSA in vitro,
derivatizarea carbonililor obtinuti si analizarea probelor prin electroforeza pe gel; analizarea
probelor de HSA si BSA degradate in vitro, dar nederivatizate, prin electroforeza pe gel,
analizarea probelor de ser provenit de la pacienti cu diabet zaharat de tip 2, nederivatizate,
prin electroforeza pe gel; aplicarea de calcule statistice pentru stabilirea claselor de proteine
din serurile analizate si interpretarea rezultatelor statistice cu extragerea concluziilor privind

metoda de analiza studiata.
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6.2 Materiale si metode

Se carbonileaza in vitro probe de BSA si HSA, conform protocolului prezentat in
capitolul 4. Serul este separat din sénge. Sangele a fost recoltat & jeun, de la pacienti cu
diabet zaharat de tip 2, Tn vacutainere cu activator de tromb. Probele de sange din care s-a
obtinut serul au fost de tip deseu de laborator, epuizate dupa realizarea testelor solicitate de
medicul ce a dispus recoltarea. Probele au fost incarcate in gelul de poliacrilamida. Masa de
proteina injectatd pe godeu a fost de 2 ng. Probele nu au fost denaturate termic.

Gelul de migrare/separare contine 10% poliacrilamida, iar gelul de concentrare — 4%.
Ambele geluri contin acrilamida - bisacrilamida, tampon Tris/HCI/SDS de concentratii
diferite, adus la valori de pH distincte, persulfat de amoniu si TEMED. Dupa polimerizarea
gelului, s-au incarcat in fiecare godeu 2 pg proteina din fiecare proba. Markerul de masa
moleculard (MK) a fost See Blue Plus2 Prestained Standard 1x. Migrarea proteinelor s-a
realizat cu ajutorul unui sistem de electroforeza la tensiunea constantd de 90 V, timp de 2
ore, la 25°C, in tampon de migrare 1X. Dupa finalizarea migrarii, gelul se coloreaza 30-60

min, apoi se decoloreaza.

6.3 Rezultate si discutii

6.3.1  Analiza probelor degradate in vitro

O modalitate prin care, in urma oxidarii, se genereaza compusi cu GM mai mari decat
ale celor initiali, este realizarea de legaturi disulfurice, provenite de la gruparile tiol ale
resturilor de cisteina. Probele de HSA au format, prin oxidarea in vitro, predominant specii
chimice cu GM mai mica decit a HSA, pe cand oxidarea BSA a condus preponderent la
formarea unui numar important de entitati cu GM mai mari decat a BSA. Rezulta de aici ca
modul de oxidare al celor doua tipuri de albumina este diferit. Spre deosebire de HSA,
grupele functionale aparute prin degradarea BSA permit realizarea de legaturi
intermoleculare, rezultind compusi cu GM mai mare decat a BSA. Tn mediul biologic, in
organismul uman, fenomenul poate fi analog cu glicarea proteinelor expuse pe perioade
scurte de timp actiunii unor concentratii crescute de glucoza. Dacad expunerea este cronica,
dureaza un timp mai Indelungat, aductii initiali de glicare suferd scindari, rearanjari
moleculare, cu generarea de molecule de mai mici dimensiuni (Singh et al., 2014; Welsh,

Kirkman and Sacks, 2016). Probabil in experimentul nostru, perioada de denaturare a
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macromoleculelor proteice a permis doar formarea aductilor, nefiind urmata de fragmentarea
acestora. Am observat totodata si ca dilutia avansata a proteinei in amestecul oxidant
favorizeaza formarea unor niveluri mai mari de entitati cu GM inferioare celei a proteinei de

baza, si chiar a mai multor astfel de specii.

6.3.2  Analiza probelor de ser de la pacienti cu diabet zaharat de tip 2

In prima faza, am dozat proteinele din serul de pacient, pentru a stabili gradul de
dilutie necesar fiecarui ser, astfel incat incarcarea godeului sa se realizeze cu 2 pg proteine.
Pentru a verifica daca, la mase mai mari de proteina, sunt exprimate pe gel si alte fractii
proteice, am preparat o scara etalon din serul unuia dintre pacienti, cu mase de proteine
incarcate pe godeu intre 2 si 20 pg. Dupa examinarea rezultatului acestui experiment, am
stabilit ca masa de proteina cu care se obtine exprimarea tuturor fractiilor proteice, cu benzi
de dimensiune adecvati, este de 8 pg. In consecinti, am preparat dilutii din toate serurile de
pacient, astfel Incat continutul in proteine al volumului Incércat in godeu sa fie de 8 ug, si
le-am analizat prin metoda de electroforeza pe gel. De asemenea, prin aceeasi tehnica, am

studiat si serurile provenite de la indivizi sanatosi.

6.3.3  Analiza statistica a rezultatelor obtinute pentru probele de ser provenite

de la pacienti cu diabet zaharat de tip 2

Numarul maxim de fractii proteice obtinute prin analizarea unui ser de diabetic prin
metoda de gel electroforeza a fost de 22, in cazul pacientului 9. Valorile GM ale fractiilor
proteice de la toate serurile de diabetici au fost grupate in 22 de clase. Delimitarea si
constituirea claselor de valori ale GM proteice a fost facuta prin analiza de clusteri de tip k-
means. Acest algoritm asigura o dispersie minima a valorilor dintr-o anumita clasa. Tn urma
analizei, putem aprecia ca gradul cel mai mare de fragmentare are loc la nivelul proteinelor
cu GM redusa. In cazul clasei 2 (GM = 36 - 36,55), exista un grad foarte mic de dispersie a
valorilor fata de medie, ceea ce semnifica existenta celor mai multor proteine cu GM foarte
apropiate dintre toate clasele, in cadrul unui ser de diabetic. Referitor la dispersia valorilor
GM, majoritatea claselor sunt caracterizate de RSD de pana in 5%. Aceasta denota un mare
grad de apropiere a valorilor dintr-o clasa. Totodata, in clasele cu valori foarte apropiate ale

GM, probabilitatea existentei si a proteinelor carbonilate este majora.
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6.4 Concluzii

In cadrul acestei parti a studiilor, s-a explorat posibilitatea aplicirii si adaptirii unei
metode de electroforeza pe gel pentru analiza unor probe de proteine degradate
oxidativ in sensul carbonilarii. Gelurile obtinute astfel si identificarea GM ale proteinelor
separate au aratat ca prezenta fractiilor proteice cu GM considerabil scazute fatd de BSA si
HSA se inregistreaza numai la utilizarea SDS 1n compozitia gelului si tamponului de
migrare, deci prin electroforeza in conditii denaturante. Metoda astfel adaptati, a fost
aplicata pe probe de ser uman provenite de la pacienti cu diabet zaharat de tip 2. Dupa
identificarea GM ale fractiilor separate, cu ajutorul tehnicilor de statistica si data mining s-
a stabilit un profil de fragmentare al proteinelor serice ale pacientilor cu diabet zaharat de
tip 2. Asadar, metoda utilizata se poate aplica atit pentru analiza unor probe de
proteine carbonilate prin degradare in vitro, cét si pentru determinarea profilului de
fragmentare proteic din serul uman provenit de la pacientul cu diabet zaharat de tip
2. Din acest punct de vedere, s-a observat faptul ci proteinele cu GM micia se
fragmenteaza cel mai tare, intr-un mediu oxidant. Totodata, proteinele sunt mai

susceptibile la fragmentare atunci cind se afli in concentratie mai mica.

7. Aderenta la tratamentul diabetului zaharat de tip 2 (DZ2) — etapa in

evaluarea evolutiei dezechilibrelor redox asociate acestei patologii

7.1 Introducere
7.1.1 Ipoteza de lucru

Majoritatea pacientilor diabetici nu se confrunta doar cu diabetul zaharat in sine, ci
si cu unele complicatii ale acestei boli, cu localizare diversa, de exemplu cardiovasculara,
metabolica sau renala.

Polimedicatia conduce la scaderea compliantei pacientului, cu efecte directe asupra
managementului hiperglicemiei. Non-aderenta la terapia antidiabetica reprezinta o problema
de sanatate publica atat in statele dezvoltate, cat si in cele in curs de dezvoltare, cum este

cazul Romaniei.
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7.1.2 Obiective specifice

Scopul studiului a fost evaluarea gradului de aderentd la terapia diabetului zaharat si
patologiilor asociate, si identificarea cauzelor scaderii compliantei pe fondul polipragmaziei.
Etapele experimentului au fost: realizarea unui chestionar cu intrebari; completarea
chestionarului pentru un numar de pacienti de ambele sexe si grupe de varsta diferite,
respectiv de indivizi sdndtosi; analiza statisticd a raspunsurilor primite de la cele doua tipuri
de subiecti, compararea extragerea concluziilor privind factorii, asumarea necesitatii si

gradul aderentei la terapie ale pacientului diabetic.

7.2 Materiale si metode

. Chestionar individual

. Microsoft Office Excel versiunea 2013

Chestionarul a fost format din doua parti. Prima parte a furnizat date antropometrice
(sex, varstd), data diagnosticarii cu DZ2, informatii despre principalele morbiditati sau
patologii asociate, dar si despre numarul de medicamente administrate pentru diabet si/sau
boli coexistente. A doua parte a chestionarului a vizat chiar aderenta pacientului la medicatia
antidiabetic. Chestionarul a fost completat in cadrul unui interviu in direct avut de catre un
farmacist clinician cu fiecare dintre cei 61 de pacienti (GS, grup de studiu). Chestionarul a

fost completat si pentru 12 subiecti non-diabetici (GC, grup de control).

7.3 Rezultate si discutii

GC a fost format din femei in proportie de 59%, raportul femei (F)/ barbati (M) fiind
usor schimbat In GS (42% femei). 61% din pacientii diabetici au avut varste de 60 ani sau
peste (Fig.7.3). Subiectii GC au avut varste cuprinse intre 22 si 35 de ani.

Cea mai mare parte a pacientilor au fost diagnosticati cu DZ2 vara (41%),
aproximativ un sfert toamna (26%), primavara si iarna scazand numarul celor diagnosticati
(18%, respectiv 15%). Literatura de specialitate mentioneaza faptul ca incindenta DZ2 si
prevalenta intolerantei la glucoza cresc odata cu temperatura exterioara (Blauw et al., 2017).
Totodata, bolile cardiovasculare se acutizeaza vara, la consultul medical putandu-se stabili

si diagnosticul de DZ2, frecvent asociat lor (Lavigne et al., 2014, Lim, Kim and Hong, 2012).
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S-a evaluat si prezenta factorilor de risc la diabetici. Supraponderalitatea/ obezitatea
de diverse grade a fost identificatd la 30% din GS, 50% dintre acestia avand varste sub 60
de ani. Procentul de femei supraponderale/ obeze a fost aproximativ dublu fata de cel de
barbati supraponderali/obezi (36% vs. 20%). 14% dintre membrii GC au fost supraponderali/
obezi. O alta comorbiditate a DZ2 este fumatul. 16% dintre diabetici au fost fumatori, fata
de 42% dintre indivizii sanatosi. Cercetarile prospective au relevat faptul ca 10.3% dintre
cazurile de DZ2 la barbati s1 2.2% dintre cele de DZ2 la femei pot fi atribuite fumatului (Pan
et al., 2015). 69% GS au suferit de minim o boala CV, iar 61% dintre ei - de dislipidemii.
Toti diabeticii dislipidemici au fost si hipertensivi. Aproximativ 1 din 4 diabetici a avut doud
diagnostice CV.

Aproximativ jumatate din pacientii (29 din 61) din GS au detinut in terapie minim 6
medicamente, indiferent de indicatia lor. 19% dintre diabeticii cu maxim 5 medicamente si
10% dintre cei cu mai mult de 5 au uitat sa isi administreze minim un antidiabetic o data pe
saptamana. Se extrage deci o observatie interesanta, si anume ca pacientii cu mai multe
medicamente au fost mai atenti la administrarea antidiabeticelor. De altfel, pacientii ce luau
mai mult de 5 medicamente s-au dovedit a fi mai prudenti cu posologia. 69% au declarat ca
intotdeauna tin cont de momentul zilei in care administreaza antidiabeticele, spre deosebire
de cei avand sub 5 medicamente, la care procentul cu acelasi raspuns a fost de numai 38%.
Cei care doar uneori nu respecta acest parametru au constituit 31% din subiectii cu peste 5
medicamente, fatd de 53% din cealalta categorie. Momentul administrarii nu a constituit o

regula pentru 9% din pacientii ce aveau de luat maxim 5 medicamente zilnic (Fig.7.11.).

69%
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30%

53%
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<5 medicamente M >5 medicamente

Fig.7.11. Respectarea momentului zilei indicat pentru administrarea terapiei

antidiabetice
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12% dintre pacientii cu maxim 5 medicamente 1n terapie si 3% din celalalt grup au
sistat minim un antidiabetic atunci cand s-a ameliorat simptomatologia specifica. Un singur
pacient a intrerupt minim un antidiabetic la inrdutatirea starii fizice, facand parte dintre cei

cu mai mult de 5 medicamente prescrise.

7.4 Concluzii

Controlul incoerent sau inconstant al DZ2 favorizeaza toate dezechilibrele de la nivel
celular, inclusiv redox, cu potentarea fenomenului de stres oxidativ. Polimedicatia poate
determina scaderea aderentei la terapia antidiabeticd, si deci controlul glicemiei si al
celorlalti parametri asociati acestei maladii. Studiul de fatd a aratat cd pacientii cu un numar
mai mic de medicamente au avut o aderentd diminuata fatd de cei cu terapie
medicamentoasa foarte complexa. Aderenta joasa s-a tradus prin omiterea administrarii
sau nerespectarea momentului din zi cand se administreazd antidiabeticul, dar si prin
renuntarea la terapia specifica atunci cand simptomatologia s-a ameliorat.

Astfel, in contextul prezentei lucrari, putem concluziona ca pacientii cu diabet
zaharat sunt susceptibili la dezechilibre biochimice si metabolice care pot genera
fenomene toxice asociate cu stresul oxidativ. Aceastd observatie confirma necesitatea
investigarii parametrilor care ilustreaza stresul oxidativ la pacientii cu diabet zaharat.
De asemenea, se evidentiazd in acest context necesitatea introducerii in terapia

pacientilor a unor preparate care sa combata stresul oxidativ.

8. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor de seleniu — noi directii de

combatere a dezechilibrelor redox la pacientii cu diabet zaharat de tip 2

8.1 Introducere

8.1.1 Ipoteza de lucru

Reducerea stresului oxidativ constituie o provocare majora in terapia actuald. Una
dintre directiile actuale pentru reducerea nivelului stresului oxidativ este utilizarea
nanoparticulelor drept purtatori de antioxidanti. Un caz special este seleniul de nanoparticule

(SeNPs), deoarece acestuia i s-a atribuit un efect antioxidant propriu.
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SeNPs au fost studiate pentru proprietatile antiinflamatoare (Malhotra, 2015),
inclusiv la nivel visceral (Zhu, 2017) sau pentru capacitatea cicatrizanta (Ramya, 2015).
SeNPs au demonstrat eficienta pentru actiunea imunomodulatoare (Yazdi, 2015), antivirala
(Ramya, 2015), antibacteriana (Stolzoff, 2016) si antifungica (Eswarapriya, 2015). Privind
impactul asupra celulelor canceroase, rezultatele cercetdrilor in acest sens au recomandat
utilizarea SeNPs in chemopreventie si chemoterapie (Chen, 2008; Liu, 2012; Feng, 2014).
Interesante pentru tema prezentului studiu, stresul oxidativ asociat bolilor metabolice, sunt

proprietatile antioxidante, confirmate de anumite surse din literatura (Dkhil, 2016).

8.1.2 Obiective specifice

Date fiind potentialele efecte terapeutice prezentate anterior, in cadrul acestei parti a
experimentelor am dorit sa sintetizam si sa caracterizam nanoparticule de seleniu, etapele de

lucru urmarind aceste scopuri.

8.2 Materiale si metode

Pentru sinteza SeNPs, am ales o cale chemogenica, accesibila ca materiale,
echipament si costuri experimentale. Metoda are la baza un proces redox, in care Na>SeOs
este redus la Se° de citre glutation (GSH). pH-ul solutiei trebuie si fie slab bazic, asigurat
de NaOH. Stabilizarea particulelor pentru prevenirea agregarii se face cu albumina serica
bovina (Fig.8.2.) (Johnson, 2008).

Am analizat SeNPs sintetizate folosind microscopia de fortd atomica (Atomic Force
Microscopy). Tehnica are drept principiu de functionare masurarea unei proprietati locale
(absorbtie atomica, grad de indltime), prin plasarea in imediata proximitate a stratului de
proba a unei sonde sau a unui varf. Distanta foarte redusa dintre sonda/varf si probd permite
efectuarea de determinari pe o suprafatd mica. AFM-ul este o tehnica nedistructiva capabild
sd investigheze suprafata unui corp indiferent daca este conductor sau izolator.

Am analizat SeNPs folosind microscopia electronica (Scanning Electron
Microscopy). Metoda permite determinarea formei si dimensiunilor particulelor, printr-0
tehnica directd. Se pot obtine si date despre compozitia sau structura interna a particulelor,
cum ar fi detectarea razelor X caracteristice produse de interactiunea dintre electroni si

materialul de analizat, ori monitorizarea modului in care electronii sunt difractati.
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8.3 Rezultate si discutii

8.3.1  Sinteza SeNPs prin metoda chemogenica

In urma sintezei, a rezultat o dispersie coloidald de culoare rosu-cardmiziu. Este

notabild uniformitatea dispersiei, fara separarea fazelor.

8.3.2  Caracterizarea SeNPs prin AFM

Toate nanoparticulele de Se au avut diametre de 45-55 nm. Aceasta dovedeste o
variabilitate redusa a dimensiunilor nanoparticulelor de Se din proba, deci omogenitatea
materialului sintetizat. Stratul organic are o grosime de aproximativ 20 nm, factor util in
mentinerea nanoparticulelor dispersate, neaglomerate. Se remarcd o buna dispersare a in
matricea organica cu care s-a facut stabilizarea. Forma nanoparticulelor de Se, observata
vizual, este sferica. Conform histogramei din Fig.8.18., aproximativ o treime dintre SeNPs
au un diametru de 70-80 nm, fiind dimensiunea cel mai frecvent intalnitd in proba. In
proportii foarte similare, de aproximativ 15%, sunt prezente particulele de 60-70, 80-90 si

90-100 nm. Diametre de peste 100 nm intdlnim la mai putin de 10% dintre SeNPs.
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Fig.8.18. Histograma reprezentand frecventa aparitiei nanoparticulelor de Se de

diferite diametre

8.3.3  Caracterizarea SeNPs prin SEM

Notabilad este prezenta a numeroase particule individualizate. S-a putut stabili si pe

aceasta cale ca particulele au diametre sub 100 nm.
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Din analiza imaginilor obtinute la SEM, se confirma faptul ca diametrele particulelor
masurate au valori foarte apropiate, de dimensiuni nanometrice, sunt bine dispersate, cu
tendinta scazutd de aglomerare. Am putut concluziona ca particulele sunt aproape sferice.
Avantajul acestei forme este proportia constanta, nevariabila, de nanoparticule de Se ajunse
la interiorul celulei. Totodata, valoarea diametrelor, de 50-70 nm, se incadreaza in
dimensiunile de sub 100 nm interpretate anterior si care compun peste 80% din totalul de

nanoparticule de Se din proba, conform histogramei.

8.4 Concluzii

Desi majoritatea antioxidantilor ce se pot administra sunt de natura organica, exista
si substante anorganice pentru care au fost descrise in literatura proprietati reducatoare in
vivo. Un exemplu in acest sens sunt nanoparticulele de Se, care se deosebesc de alte
nanoparticule printr-un efect antioxidant propriu, si nu doar de transportor al unor
antioxidanti. Am sintetizat SeNPs folosind o metodd de sintezi chemogenica,
avantajoasa din punct de vedere economic si relativ simpla din perspectiva materiilor
prime si aparaturii de laborator folosite.

Consecutiv sintetizarii, stabilizarii si conditiondrii, proba a fost caracterizata prin
intermediul unor tehnici de microscopie avansati de tip AFM si SEM. Am putut observa
astfel forma sferica a nanoparticulelor, dispersarea relativ omogena a acestora in matricea
organica, dar si gradul mic de variabilitate a dimensiunilor (mai mult de 80% in intervalul
50-100 nm). Diametrele mici, cum este deci cazul celor sintetizate de noi, favorizeaza

pitrunderea in celuld, in perspectiva unor studii in vitro.

9. Testarea in vitro a nanoparticulelor de seleniu sintetizate prin metoda

chemogenica

9.1 Introducere

9.1.1 Ipoteze de lucru

Multiplele beneficii terapeutice sugerate prin studii in silico sau in vitro, unele
demonstrate chiar in vivo, califica nanoparticulele de seleniu (SeNPs) drept un candidat la

statutul de remediu terapeutic pentru afectiuni metabolice, canceroase, infectioase, etc.
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9.1.2 Obiective specifice

In prezentul studiu, ne-am propus evaluarea si cuantificarea efectului asupra
celulelor manifestat de nanoparticulele de seleniu sintetizate de noi. Parametrii urmariti au
fost indeosebi citotoxicitatea si viabilitatea celulard. Pentru aceasta, am testat mai multe
concentratii de nanoparticule de seleniu Intre ele, dar am efectuat cercetéri si comparativ cu
selenitul de sodiu, un compus cu seleniu intens studiat pentru efectele biologice, benefice
sau toxice. Am desfasurat experimente pe doua linii celulare, una canceroasd (PANC-1), si
una normald (MRC-5), pentru observarea diferentelor in comportamentul SeNPs fata de cele

doua tipuri de celule.

9.2 Materiale si metode

Pentru testarea in vitro a SeNPs, am folosit celule PANC-1 (ATCC CRL-1469) -

canceroase, respectiv celule MRC-5 (ATCC CCL-171) — normale, necanceroase.
Pentru efectuarea testului de citotoxicitate prin dozarea lactat dehidrogenazei, s-a utilizat un
kit. LDH este o enzima citoplasmatica stabila prezentd in toate celulele, eliberata in
supernatantul culturii celulare dupa ruperea membranei, ca urmare a expunerii celulelor la
SeNP si selenit de sodiu. Astfel, intensitatea coloratiei imprimate de formazan, colorant
hidrosolubil, este proportionald cu numarul de celule lizate. Detectia se face
spectrofotometric, la 490/492 nm.

Pentru realizarea testului de viabilitate, metoda intrebuinteazd bromura de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenilltetrazol (MTT). Celulele vii ce au un metabolism fiziologic
pot transforma MTT intr-un formazan colorat in violet. Absorbanta acestui compus este
maxima In intervalul 570-630 nm, cel mai frecvent fiind folosite lungimile de unda de 590-
600 nm. Odata cu moartea celulara, activitatea mitocondriala dispare, si nu mai este posibila
convertirea MTT in formazan.

Pentru inducerea formarii de ROS la nivelul celulelor MRC-5, am folosit mediu de
cultura hiperglicemic, cu 4,5 g glucoza/L (25 mM). Pentru dozarea ROS generate, am utilizat
o sonda fluorescenta, 2',7" dicloro-dihidro-fluorescein diacetat (H:DCFDA). Ajuns in celula,
compusul este partial dezacetilat sub actiunea esterazelor, compusul rezultat fiind
nefluorescent. In celuld insi, forma nefluorescentd este oxidatd de citre ROS la forma

oxidata, DCF, fluorescenta.
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9.3 Rezultate si discutii

9.3.1 Evaluarea citotoxicititii consecutive tratamentului cu SeNPs aplicat
celulelor PANC-1

Celulele PANC-1 au fost tratate cu suspensii de SeNPs de urmatoarele concentratii:
2,5 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 75 pg/ml. Am observat
cd, pentru concentratia minima testata de SeNPs de 2,5 ug/mL, s-a inregistrat toxicitatea cea
mai mare dintre godeurile cu celule tratate (88%). Concentratia maxima testata de SeNPs a
indus un grad mai mic de toxicitate celulara (77%). Acest impact redus asupra biochimiei
celulei este determinat chiar si de SeNPs de concentratii mai mici, incepand cu 25 pg/mL

valorile citotoxicitatii ramanand relativ constante in intervalul de concentratii 25-75 pg/mL

(77-79%) (Fig.9.4.).

tratia pensies de SeN phicate pe celule

Cltotoxicitatea

Fig.9.4. Citotoxicitatea indusa asupra celulelor PANC-1 de SeNPs de concentratii

cuprinse intre 2,5 si 75 pg/mL

9.3.2  Evaluarea viabilititii celulare consecutive tratamentului cu SeNPs

aplicat celulelor PANC-1

Moartea celulara s-a produs cel mai intens in cazul aplicarii SeNPs 75 pg/mL,
viabilitatea fiind redusa in acest caz la 42%. Pe masura ce concentratia suspensiei de SeNPs
a crescut, viabilitatea celulara a scazut printr-o dependentd constantd. Practic, la o
concentratie scazutd de SeNPs, de doar 2,5 pg/mL, mai mult de un sfert dintre celulele
canceroase au fost distruse, ceea ce constituie un rezultat promitator pentru posibila

intrebuintare medicamentoasd a SeNPs.
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9.3.3  Evaluarea comparativa a viabilititii celulare consecutive tratamentului

cu SeNPs sau selenit de sodiu aplicat celulelor PANC-1

Celulelor PANC-1 li s-au aplicat SeNPs in concentratii de 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 25
ug/mL. Tn paralel, celule au fost tratate cu Na,SeOs (creste nivelul de stres oxidativ
intracelular) de concentratii de 5 sau 10 ori mai mici in Se fatda de SeNPs. Am observat ca si
la concentratii de 25 de ori de mai mici decat cel mai mic nivel testat anterior (0,1 pg/mL
vs. 2,5 ug/mL), SeNPs au redus viabilitatea PANC-1 cu peste 12% in testul cu MTT. Efectul
toxic celular creste odata cu cresterea concentratiei de SeNPs din mediu; la 1 pg/mL SeNPs,
diminuarea viabilitatii celulare este de 2,5 ori mai mare decat cea obtinutd la concentratia de
0,1 pg/mL SeNPs. Pentru analiza comparativa a SeNPs si Na»SeOs privind reducerea
viabilitatii celulare, ne-am oprit asupra SeNPs 25 pg/mL. Concentratiile Na2SeOs au fost

stabilite astfel incat continutul in Se sa fie la 1/10, respectiv 1/5 din cel al SeNPs (Fig.9.8.).

Tratamentul aplicat celulelor

Fig.9.8. Impactul asupra viabilitatii celulelor PANC-1 al SeNPs 25 pg/mL sau
NazSeOs la 1/10 sau 1/5 in Se decat SeNPs

9.3.4  Analizarea modificirilor morfologiei celulelor MRC-5 consecutive

tratamentului cu SeNPs si selenit de sodiu

La 24 h dupa aplicarea fie a SeNPs, fie a Na,SeO3 de concentratii de 5 ori mai mici
in Se decat SeNPs, am examinat microscopic celulele, la obiectiv 20 x, pentru a observa
eventuale diferente morfologice. Na2SeO3 imprimd modificdri morfologice dupa 24 h de

contact cu celulele MRC-5, vizibile fata de efectele SeNPs.
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9.3.5 Evaluarea citotoxicititii consecutive tratamentului cu SeNPs sau selenit

de sodiu aplicat celulelor MRC-5

Celulele normale MRC-5 au fost tratate cu suspensii de SeNPs de urmatoarele
concentratii: 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5; 25 pg/mL. Am remarcat faptul ca valorile citotoxicitatii
determinate de primele 5 concentratii testate de SeNPs (0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 pg/mL) sunt foarte
apropiate de valoarea controlului negativ (C) (67,18 % — 70,20 % fata de 68,06 %). O
citotoxicitate accentuatd este Insa indusd de SeNPs 25 pg/mL (75,54%), dar chiar si la
aceastd concentratie, valoarea reprezintd % din actiunea Tritonului. Pentru SeNPs, in
domeniul de concentratii 0,1 - 5 pg/mL, este notabild deci lipsa citotoxicitatii in cazul liniei
celulare MRC-5.

Am evaluat comparativ citotoxicitatea indusa asupra celulelor MRC-5 prin actiunea
SeNPs, Na2SeOs de concentratii de 10, respectiv de 5 ori mai mici In seleniu decat SeNPs
(Fig.9.14.). Tn urma studiului comparativ cu Na,SeOs, a reiesit cd SeNPs la concentratii de
2,5; 5 51 25 pg/mL manifesta un grad de citotoxicitate aproape egal cu cel al unei solutii de
Na2SeOz cu un continut in Se de 1:5 fata de SeNPs corespunzatoare (SeNPs vs. NaSeO3 1:5
- 67,18 % vs. 66,28 % pentru 2,5 pg/mL; 70,19 % vs. 69,50 % pentru 5 pg/mL; 75,53 % vs.
75,72 % pentru 25 pg/mL). Se evidentiaza astfel profilul redus de citotoxicitate asupra
celulelor normale al SeNPs raportat la NaSeOs, la concentratii egale. Rezultatele obtinute
pentru SeNPs sunt insa apropiate de cele ale controlului negativ, ceea ce semnificd un efect

toxic celular nesemnificativ in domeniul de concentratii 0,1 pg/mL - 5 pg/mL.
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SeNPs de concentratii cuprinse intre 0,1 si 25 pg/mL si de Na2SeOs de concentratii de 10,

respectiv de 5 ori mai mici in seleniu decat SeNPs corespunzatoare
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9.3.6  Evaluarea comparativa a viabilititii celulare consecutive tratamentului

cu SeNPs sau selenit de sodiu aplicat celulelor MRC-5

Conform rezultatelor din testul cu MTT, viabilitatea celulelor a fost afectata doar
intr-o mica masurd de aplicarea SeNPs (Fig.9.16.). In domeniul de concentratii 0,1 — 5
pug/mL, viabilitatea a fost de minimum 86,2%. Concentratia maxim, 25 pg/mL, a determinat
viabilitatea majoritatii celulelor (57% viabilitate). Pentru SeNPs 0,1-5 pg/mL, am obtinut
valori ale viabilitatii celulare sensibil egale cu cele ale martorului. Pentru SeNPs 0,1 pg/mL
st 0,5 pg/mL, viabilitatea celulelor a fost considerabil mai mare decat a celor tratate cu
Na.SeOs de concentratii de 10 ori mai mici in seleniu decat SeNPs (0,1 pg/mL - 91,49% vs.
62,76%). Pentru toate concentratiile de SeNPs testate, viabilitatea celulard a fost mai ridicata
decat in cazul utilizarii Na;SeOs de concentratii de 5 ori mai mici in seleniu decdt SeNPs
(viabilitate de la 91,49 % la 57 % pentru SeNPs, vs. 62,76 % — 39,03 % pentru Na>SeO3
1:5). Studiile au aratat ca, la concentratii in Se de 0,0045-0,45 pg/mL (Zhu, Gray and
Nettesheim, 1992), selenitul stimuleaza proliferarea celulara. Tn acest interval se incadreazi
Na2SeOs cu un continut in seleniu de 10 ori mai mic decat SeNPs 0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1
pug/mL, 2,5 pg/mL, 5 pg/mL, precum si Na2SeOs cu un continut in seleniu de 5 ori mai mic
decat SeNPs 0,1; 0,5; 1; 2,5 pg/mL. O tendinta negativa in proliferarea celulara a fost
remarcatd la NaxSeOs avand concentratii In Se de peste 1,5 pg/mL (Zhu, Gray and
Nettesheim, 1992). Ne-am asteptat asadar sa diminueze proliferarea celularda Na,SeOs cu un
continut in seleniu de 10 ori mai mic decat SeNPs 25 pg/mL, dar si Na2SeOs cu un continut

in seleniu de 5 ori mai mic decat SeNPs 5 pg/mL si respectiv 25 pg/mL (Fig.9.17.).

01 ugfml 05 ug/ml 1 ug/ml 25ugfmL 5 ug/mil 25 ugfm

Viabilitate

m 5eMPs MNa2%e03 110 wmMNa2sSe031:5 w=mControl

Fig.9.17. Analiza viabilitatii celulelor MRC-5 consecutive tratarii cu SeNPs 0,1 -
25 pg/mL sau cu Na2SeOs cu Se la 1/10, respectiv 1/5 fata de SeNPs corespunzatoare
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9.3.7 Dozarea speciilor reactive de oxigen generate intracelular, dupa

expunerea celulelor la mediu hiperglicemic si tratarea cu SeNPs si Na2SeOs

Celulele tratate cu SeNPs manifestd o crestere a nivelului de ROS fata de control,
insa in intervalul de concentratii 1 —25 pg/mL, valorile absorbantelor variaza in limite foarte
stranse (42,2; 43,01; 43,49 respectiv pentru 1 pg/mL, 5 pg/mL si 25 pg/mL) (Fig.9.18.). Se
constata practic o faza de platou, ceea ce semnifica faptul ca generarea de ROS indusa

celulelor este limitatd in cazul SeNPs, cel putin in intervalul de concentratii testat.
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Fig.9.18. Testul ROS cu DCFDA - celule expuse mediului hiperglicemic si
tratate cu SeNPs, respectiv cu NaSeOsz cu Se la 1/10, respectiv 1/5 fata de SeNPs

9.4 Concluzii

Citoxicitatea este similara pentru toate concentratiile de SeNPs testate, cu o
usoard tendintd de variatie invers proportionala cu doza utilizata, fara insa a se
inregistra diferente semnificative intre efectul toxic indus de diferitele concentratii
testate. Indiferent de doza la care au fost supuse celulele canceroase, SeNPs au indus o
citotoxicitate de circa 80% in intervalul de concentratii 2,5-75 pg/mL. Metabolismul
mitocondrial al celulelor canceroase este profund perturbat sub actiunea SeNPs.
Comparativ, viabilitatea celulelor canceroase PANC-1 si metabolismul lor mitocondrial
au fost profund afectate si de selenitul de sodiu continand seleniu in concentratii de

0,25-0,5 pg/mL.
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Metabolismul celulelor normale (fibroblaste MRC-5) este putin influentat de
SeNPs. Efectele induse sunt similare pentru SeNPs 2,5-25 pg/mL si selenitul de sodiu testat
in concentratii in seleniu de 10 ori mai mici (0,25-2,5 pg/mL). De asemenea, metabolismul
mitocondrial normal al fibroblastelor pulmonare nu este modificat de SeNPs in intervalul

0,1-5 pg/mL. La concentratii de 25 pg/mL, se Inregistreaza o reducere a viabilitatii celulare.

Concluzii generale

Am investigat degradarea in vitro a BSA si HSA printr-o metoda spectrofotometrica.
Etapele asupra carora am intervenit au fost: reducerea numarul spalarilor intermediare
succesive cu amestecul acetat de etil/etanol (1:1) de la trei la doud, respectiv scurtarea
timpului de solubilizare cu solutie de guanidina clorhidrica, de la 12 ore la 1 ora. Rezultatele
pe HSA au fost aceleasi ca in cazul BSA, cea mai intensd carbonilare fiind obtinutd prin
oxidarea in vitro cu sistemul clorura ferica/ascorbat de sodiu.

Am dezvoltat o noud metoda de electroforeza capilara cu detectic DAD de evaluare
a proteinelor carbonilate in diferite probe. Conditiile electroforetice stabilite sunt: coloana
capilard cu diametru intern de 75 pum, tampon borat 20 mM, injectarea in sistem
hidrodinamic, la 0.5 psi timp de 10 secunde, fiind aplicata o tensiune de 25 kV. Noua metoda
de CE-DAD dezvoltata a confirmat existenta unui amestec complex de 19 proteine
carbonilate derivate cu DNPH, consecutiv oxidarii HSA. Derivatii separati au migrat in mai
putin de 35 de minute, dovedind mase moleculare mici sau medii ale acestora. Compararea
electroforegramelor corespunzdtoare serurilor de pacienti cu DZ2 cu cele ale HSA degradat
in vitro a condus la observatia conform careia cinci derivati cu DNPH au timpi de migrare
similari. Am testat ulterior prin metoda de electroforeza capilara probe de la 17 pacienti
diagnosticati cu DZ2 conform criteriilor ADA. Am dedus ca procesul de carbonilare, in DZ2,
decurge cel mai adesea la nivelul fractiilor proteice cu mase mici. Acest lucru poate sugera
o dinamica specifica a fragmentarii. O ipoteza poate fi faptul ca, in momentul in care speciile
reactive de oxigen actioneaza asupra proteinelor, mai intdi are loc carbonilarea, si abia
ulterior oxidarea conduce la liza lantului proteic, cu scdderea masei moleculare, dar
mentinerea relativ constantd a numarului de specii carbonilate.

Analiza repetata prin electroforeza pe gel a proteinelor carbonilate si derivatizate
analog metodelor descrise anterior a condus la adaptarea metodei, folosind ulterior aceleasi

concentratii de BSA si HSA, carbonilate in aceleasi conditii, dar netransformate in
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hidrazone. Metoda astfel adaptatd a fost aplicata pe probe de ser uman provenite de la
pacienti cu DZ2. Dupa identificarea GM ale fractiilor separate, cu ajutorul tehnicilor de
statistica si data mining, s-a stabilit un profil de fragmentare al proteinelor din serul
pacientilor cu DZ 2. S-a observat ca proteinele cu GM mica se fragmenteaza cel mai tare,
intr-un mediu oxidant. Totodata, proteinele sunt mai susceptibile la fragmentare atunci cand
se afld in concentratie mai mica in mediul din care sunt dozate.

Polimedicatia constituie un factor ce poate determina scaderea aderentei la terapia
antidiabetica, si deci controlul glicemiei si ai celorlalti parametri asociati acestei maladii.
Aderenta redusa s-a tradus prin omiterea administrarii sau nerespectarea momentului din zi
cand se administreaza antidiabeticul oral sau insulina, dar si prin renuntarea la terapia
specifica antidiabetica atunci cand simptomatologia s-a ameliorat, fenomene ce cresc nivelul
stresului oxidativ din organism.

Pornind de la proprietatea antioxidanta, dar si de la alte caracteristici benefice
terapeutic ale SeNPs, am procedat la sintetizarea lor. Proba de SeNPs obtinuta a fost
caracterizatd prin intermediul unor tehnici de microscopie avansata de tip AFM si SEM.
Conform histogramei, acestea se afld majoritar (mai mult de 80%) in intervalul 50-100 nm.

Am realizat cateva cercetari in vitro, pe doua tipuri de celule, tratate cu SeNPs.
Citotoxicitatea este similard pentru toate concentratiile de SeNPs testate, cu o usoara tendinta
de variatie invers proportionald cu doza utilizatd, fard 1nsd a se inregistra diferente
semnificative intre efectul toxic indus de diferitele concentratii testate. Indiferent de doza la
care au fost supuse celulele canceroase, SeNPs au indus o citotoxicitate de circa 80% in
intervalul de concentratii 2,5-75 pg/mL. Metabolismul mitocondrial al celulelor canceroase
este profund perturbat sub actiunea SeNPs. Astfel, tratarea celulelor canceroase PANC-1 cu
SeNPs determina reducerea viabilitatii celulare, producand afectarea respiratiei celulare,
intr-o manierda dependenta de doza, in intervalul 2,5-75 pg/mL. Acelasi tip de efect
dependent de doza se observa si prin extinderea domeniului de concentratii pana la 0,1
pg/mL. Metabolismul celulelor normale (fibroblaste MRC-5) este putin influentat de SeNPs.
Astfel, SeNPs 1n intervalul de concentratii 0,1-25 pg/mL induce citotoxicitate comparabild
cu controlul negativ reprezentat de celule netratate, deci nu modifica viabilitatea celulara.
Efectele induse sunt similare pentru SeNPs 2,5-25 pug/mL si selenitul de sodiu testat in
concentratii in seleniu de 10 ori mai mici (0,25-2,5 pg/mL). De asemenea, metabolismul
mitocondrial normal al fibroblastelor pulmonare nu este modificat de SeNPs in intervalul

0,1-5 pg/mL. La concentratii de 25 pg/mL, se inregistreaza o reducere a viabilitatii celulare.
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