
Reducerea disfunc iei renale prin modularea farmacologică aț

mecanismelor epigenetice implicate în acetilarea histonelor în

diabetul experimental

Diabetul este o maladie care afectează ~9,3%  din popula ia adultă la nivel mondial.ț

Această  boală metabolică  complexă  reprezintă  un  factor  de  risc  major  pentru  dezvoltarea

anumitor  afecţiuni  micro-  si  macrovasculare  care  scad  calitatea  vieţii  şi  cresc  riscul

evenimentelor  cardiovasculare  majore.  Conform statisticilor,  aproximativ  48% din  totalul

pacientilor diabetici au vârsta mai mică  de 70 de ani. Diabetul este clasificat în diabet de tip

1  sau  insulino-dependent  caracterizat  prin  produc ia  insuficientă  de  insulina,  care  poateț

apărea  încă  din  copilărie  si  diabet  de  tip  2,  sau  non-insulino  dependent  datorat  modului

ineficient al celulor de a utiliza insulina, acesta reprezintă 95% din cazurile de diabet globale

i  apare,  în general,  la  adul i.  Diabetul  gestational,  poate  aparea  în timpul  sarcinii  i  esteș ț ș

caracterizat  prin  valori  hiperglicemice,  peste  normal  dar  sub  valorile  patologiei

diagnosticabile.  Una dintre  complica iile  cronice  ale  diabetului  este  ț nefropatia diabetica,

care se caracterizează prin alterarea func iei renale, conducând, în fazele avansate ale bolii laț

dializă sau transplant renal. Pacien ii cu nefropatie diabetică au un risc crescut de a dezvoltaț

boli cardiovasculare i un risc major de deces. [1]ș

Principalele  caracteristici  ale  nefropatiei  diabetice sunt  micro-/macro-albuminuria,

proteinuria, îngro area membranei bazale glomerulare, hipertrofia podocitelor, hiperplazia iș ș

hipertrofia  celulelor  mezangiale,  infiltrarea  celulelor  sistemului  imunitar  i  cre tereaș ș

nivelului de specii reactive de oxigen. Răspunsul inflamator este men inut la un nivel crescutț

prin activarea unor factori de transcriere pro-inflamatori,  cum ar fi factorul nuclear kappa β

(NF-kB), factorul de transcripţie AP-1, C/EBP, i STAT1 care determină cre terea stresuluiș ș

oxidativ [2]. 

Modificările epigenetice determină cre terea expresiei de molecule care au un rol importantș

în  patofiziologia  complica iilor  vasculare asociate  diabetului  zaharat,  cum ar fi  complexulț

NADPH oxidaza, mediatori pro-inflamatori (citokine, chemokine) i pro-fibrotici (elementeș



de  matrice  extracelulara,  factori  de  cre tere),  agen i  vasoactivi  (endotelina-1),ș ț

metaloproteinaza  matriceală  9,  moleculele  de  adeziune  celulară  vasculară  (VCAM-1),

molecule  intracelulare  de  adeziune-1  (ICAM-1),  E-selectina  (E-sel).  A adar,  este  foarteș

important  să  fie  investigate  noi  mecanisme  moleculare  pentru  a  avea  la  dispozi ie  alteț

abordari terapeutice în tratarea nefropatiei diabetice.

În această lucrare au fost investigate rolurile mecanismelor epigenetice implicate în

acetilarea histonelor nucleozomale în instalarea stresului oxidativ, a inflama iei i a fibrozeiț ș

renale în diabetul experimental în vederea dezvoltării de noi terapii pentru tratamentul bolii

renale diabetice.

Ipoteza   acestei  lucrări  constă  în  faptul  că  hiperglicemia  induce  dezechilibrul

mecanismelor  epigenetice  dependente  de  acetilarea  histonelor,  o  condi ie  patologică  careț

determină o cre tere a nivelurilor de exprimare specifice unor sisteme enzimatice implicateș

în produc ia de specii reactive de oxigen i a unor mediatori pro-inflamatori i pro-fibrotici laț ș ș

nivel renal.

Obiectivele acestei teze au fost:

Obiectivul  1  .  Investigarea  rolului  căilor  de  semnalizare  dependente  de  histon

acetiltransferaza p300/CBP în instalarea stresului oxidativ,  inflama iei i fibrozei  renale înț ș

diabetul experimental. 

Obiectiv 2.   Dezvoltarea unei strategii farmacologice inovatoare bazată pe triterpene

pentru reducerea disfunc iei renale în diabetul experimental.ț

Obiectivul 3.   Dezvoltarea unei metode de detec ie a speciilor reactive de oxigen înț

ateroscleroza  experimentală  prin  imagistică  moleculară  de  înaltă  rezolu ie  în  domeniulț

spectral infraro u apropiat utilizând lipozomi func ionaliza iș ț ț

Prima parte a tezei, intitulată stadiul actual al cunoa terii bolilor rinichiului diabetic,ș

oferă informa ii cu privire la mecanismele patologice care stau la baza instalării bolii renaleț

diabetice sau nefropatiei diabetice.

În  capitolul  II,  sunt  prezentate  contribu iile  tiin ifice  originale  care  vizeazăț ș ț

implicarea histon-acetiltransferazei p300/CBP în patologia  nefropatiei diabetice punându-se un



accent deosebit pe sistemul enzimatic ce produce NADPH oxidaze (surse vasculare generatoare

de specii reactive de oxigen i stres oxidativ) i pe moleculele pro-inflamatoarii i  pro-fibrotice.ș ș ș

De asemenea au fost  investigate  poten ialele  efecte  terapeutice  ale  acidului  ursolic  i  a  unuiț ș

complex  bioactiv  standardizat  format  din  Acid  ursolic  (90.7%)  i  Acid  oleanolic  (5.8%)  înș

modularea  unor  procese  patofiziologice  asociate  disfunc iei  renale  în  diabetul  experimental.ț

Produc ia  crescută  de  specii  reactive  de  oxigen  i  cre terea  stresului  oxidativ  reprezintă  oț ș ș

caracteristică a bolilor cardiovasculare. În acest context, au fost realizate studii care stau la baza

dezvoltării unei metode inovatoare pentru derminarea produc iei de specii reactive de oxigen ț in

vivo pe modele animale cu ateroscleroză utilizând lipozomi functionaliza i pentru încapsulareaț

unui compus redox sensibil, ROS BriteTM 700, care prin oxidarea sa emite un semnal fluorescent

specific în domeniul spectral infraro u apropiat. ș

Concluzii 

• I.Analiza  rolului  căilor  de  semnalizare  dependente  de  histon  acetiltransferaza

p300/CBP  în instalarea stresului oxidativ,  a  inflama iei  i  a  fibrozei  renale  aț ș

oarecilor diabetici în diabetul experimental.ș

În concluzie, în rinichii diabetici, activarea histon acetiltransferazei p300 /

CBP duce  la  cre terea  produc iei  de  ROS (cel  mai  probabil  generate  deș ț

proteinele  Nox),  a  inflama iei  i  a  produc iei  de  proteine  ale  matriceiț ș ț

extracelulare. Pe baza faptului că p300 / CBP este un important activator co-

transcrip ional care reglează expresia unei game largi de gene pro-oxidante,ț

pro-inflamatorii i pro-fibrotice, putem afirma că modularea farmacologică aș

p300 /  CBP ar  putea  deveni  o  tentantă  op iune  terapeutică  în  ț nefropatia

diabetică. 

• II.Conceperea unei strategii farmacologice inovatoare bazată pe triterpene pentru

reducerea disfunctiei renale in diabetul experimental.

Probele de extract de  Salvia officinalis obţinute au un con inut  ridicat deț

acizi triterpenici, majoritar acid ursolic. 

La concentra ii  de 1-10  ț μM, acizii  triterpenici,  anume ursolic,  oleanolic,

betulinic i complexul bioactiv standardizat format din acizii triterpenici AUș



(90.7%) i AO (5.8%) determină reducerea nivelelor de exprimare ARNmș

specifice unor molecule pro-oxidante i pro-inflamatorii cu rol important înș

patofiziologia complica iilor cardiovasculare asociate diabetului zaharat. ț

Tratamentul  oarecilor  diabetici  cu  acid  ursolic  sau  complexul  bioactivș

standardizat  format  din  AU (90.7%)  i  AO (5.8%)  a  determinat  scăderiș

semnificative ale hipertrofiei glomerulare i a nivelelor de exprimare genicăș

sau proteică specifice unor molecule (de stres oxidativ, inflama ie i fibroză)ț ș

cu rol important în patofiziologia nefropatiei diabetice. 

Acidul  ursolic  (UA)  determină  reducerea  nivelelor  de  exprimare  genică

specifice  unor  molecule  asociate  fenotipului  pro-inflamator  (M1)  al

macrofagelor în cultură.  

• III.Detectarea speciilor reactive de oxigen vasculare produse in vivo în ateroscleroza

experimentală prin imagistică cu spectrul de emisie în domeniul infraro u apropiat ș

de înaltă rezolu ie utilizând lipozomi func ionaliza i.ț ț ț

Datele ob inuteț  indică faptul că încapsularea RB700 în Lp stabiliza i stericț

ce intesc endoteliul ar putea deveni o metodă fiabilă pentru a cuantifica iț ș

vizualiza direct locurile de formare a ROS în sistemul vascular i organe laș

modelele  animale  .  Această  metodă  ar  putea  fi  aplicată  nu  numai   în

ateroscleroza experimentală, ci i pentru cancer, diabet, obezitate i boliș ș

neurodegenerative,  deoarece  toate  aceste  boli  sunt  caracterizate  de

formarea  crescută  a  ROS.  Mai  mult,  această  nouă  configura ie  pentruț

detectarea moleculară a ROS bazată pe RB700-Lp  ce vizează endoteliul

activat  este  de  o  importan ă  deosebită  pentru  a  sublinia  intensitatea  iț ș

mecanismul  (mecanismele)  de  producere  a  stresului  oxidativ  indus  de

factorii  de risc asociat  cu diferite  patologii,  precum i ceea ce priveşteș

dezvoltarea  şi  testarea  preclinică  a  noi  medicamente  şi  strategii

terapeutice.

Rezultatele originale ob inute în cadrul acestei teze demonstrează că:ț



1. Activarea  căilor  de  semnalizare  legate  de  histon  acetiltransferaza  p300/CBP

mediază hipertrofia glomerulară i acumularea proteinelor matricei extracelulareș

în rinichii oarecilor diabetici.ș

2. Inhibarea farmacologică a histonei acetiltransferazei p300/CBP reduce nivelul de

acetilare  al  histonei  3  la  restul  de  lizină  27  (H3K27ac)  în  rinichii  oarecilorș

diabetici comparativ cu animalele diabetice.

3. Histon  acetiltransferaza  p300/CBP  mediază  cre terea  nivelurilor  de  exprimareș

genică  i  proteică   specifice  subunită ilor  Nox1,  Nox2  i  Nox4  în  rinichiiș ț ș

oarecilor diabetici. ș

4. Inhibarea farmacologică a histon acetiltransferazei p300/CBP reduce formarea de

specii reactive de oxigen în rinichii oarecilor diabetici.ș

5. Tratamentul  oarecilor  diabetici  cu  C646,  un  inhibitor  specific  al  p300/CBP,ș

reduce  semnificativ  nivelurile  proteice  specifice  subtipurilor  Nox1 i  Nox4 laș

nivel glomerular. 

6. Inhibarea  farmacologică  a  coactivatorului  p300/CBP  reduce  semnificativ

activitatea factorilor de transcriere NF-kB i STAT. ș

7. Activarea  histon  acetiltransferazei  p300/CBP   mediază  cre terea  nivelurilorș

genice  ale  unor  mediatori  pro-inflamatori  (MCP-1,  TNFα,  NOS2,  ICAM-1,

VCAM-1, E-selectină) i pro-fibrotici (colagen IV, fibronectina, laminina).ș

8. Tratamentul  oarecilor  diabetici  cu  acid  ursolic  sau  cu  complexul  bioactivș

standardizat format din acid ursolic (90.7%) i acid oleanolic (5.8%) determinăș

scăderi  semnificative ale  hipertrofiei  glomerulare i  a  nivelurilor  de exprimareș

genică/proteică specifice unor molecule asociate stresului oxidativ, inflama iei iț ș

fibrozei cu rol important în patofiziologia nefropatiei diabetice. 

9. Acidul  ursolic  reduce  nivelurile  genice  specifice  subunită ilor  catalitice  Nox1,ț

Nox2, Nox4 i Nox5 i a mediatorilor pro-inflamatori MCP-1, TNFș ș α i NOS2 înș

Mac cu fenotip pro-inflamator (M1-Mac) i a moleculelor de adeziune ICAM-1,ș

VCAM-1 i E-selectina.ș

10. Tratamentul  oarecilor  diabetici  cu  acid  ursolic  sau  cu  complexul  bioactivș

standardizat  ob inut  din  frunze  de  ț Salvia  officinalis  ce  con ine  acid  ursolicț

(90.7%) i acid oleanolic (5.8%) determină o scădere semnificativă a expresieiș



proteice a Nox1, Nox2 si Nox4, i a produc iei de specii reactive de oxigen laș ț

nivel glomerular, precum i formării produ ilor precum 4-HNE i a expresiei deș ș ș

VCAM-1 la nivel glomerular în rinichii oarecilor diabetici.ș

11. Lipozomii  stabiliza i  steric  i  direc iona i  către  molecula  de  adeziune  pro-ț ș ț ț

inflamatoare VCAM-1 reprezintă un sistem de transport eficient de concentrare a

indicatorului redox RB700 la nivelul leziunilor aterosclerotice la oareci ApoE-/-.ș
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