& (i

RAPORT STIINTIFIC FINAL - 2022

Titlul proiectului: Conceperea si sinteza unor compusi noi ai vanadiului pentru terapia
diabetului; evaluarea preclinica intr-un model experimental de diabet (DIAVAN)
Contract PN-111-P1-1.1-PD-2019-0247
Nr. PD 18/2020 (01.09.2020 — 31.08.2022)

Scopul proiectului DIAVAN este de a proiecta si sintetiza noi compusi pe baza de vanadiu
ca medicamente insulino-mimetice si anti-diabetice potente.

Obiectivele proiectului DIAVAN sunt:

(OB 1) Proiectarea, sinteza si caracterizarea de noi compusi ai vanadiului cu baza Schiff
derivata de la aminoacizi;

(OB 2) Evaluarea potentialului noilor compusi ai vanadiului de a inversa rezistenta la
insulina indusa in hepatocite umane in cultura;

(OB 3) Studiul efectelor anti-diabetice ale noilor compusi ai vanadiului intr-un model
preclinic de soarece cu diabet de tip 2 si rezistentd la insulind.

Indicatori de realizare: In cadrul proiectului DIAVAN au fost indepliniti toti indicatorii
de realizare propusi, astfel:
* Pentru OB 1, care a fost implementat in etapa 1 (septembrie — decembrie 2020) a
proiectului, au fost sintetizate 3 noi combinatii complexe ale vanadiului prin coordinarea bazei
Schiff derivate de la aminoacidul valina si diferiti derivati de benzaldehida (0-vanilina,
salicilaldehidd) la centrii de vanadiu. Compusii au fost caracterizati fizico-chimic prin metode
cristalografice si spectroscopice si li s-a determinat capacitatea de a se lega de proteinele serice si
stabilitatea in medii biologice.
* Pentru OB 2, implementat in etapa 2 (ianuarie —decembrie 2021), s-a evaluat toxicitatea
noilor compusi ai vanadiului asupra liniei de hepatocite umane (HepG2) in cultura si efectul lor
terapeutic. Doi dintre noii compusi dezvoltati prezinta activitate insulino-mimetica si de reversare
a rezistentei la insulind. Aceste proprietati au fost evidentiate prin cuantificarea moleculelor
implicate in semnalizarea insulinei, glicoliza si metabolismul lipidic, folosind tehnici imunologice
si colorimetrice.
* Pentru OB 3, implementat in etapa 3 (ianuarie — august 2022), s-a determinat in vivo
activitatea anti-diabetica a celui mai potent insulino-mimetic, stabilit in OB 2, prin utilizarea
modelului de soarece cu diabet de tip 2 si rezistenta la insulina (IR-T2DM). Pentru aceasta s-au
masurat nivelurile de glucoza, insulind, lipide, markeri hepatici si renali din sdnge si/sau urina si
continutul de lipide din ficat, folosind tehnici imunologice, colorimetrice si de microscopie.
* Diseminarea  rezultatelor s-a  facut prin pagina web a  proiectului
(http://www.icbp.ro/static/en/en-networking_grants-grants-national _grants/diavan.html), prin
publicarea, in calitate de prim-autor, a trei lucrari in reviste indexate ISI (factor de impact mai
mare de 4.76) si prin prezentarea sub forma de postere la 4 conferinte internationale/nationale.
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Rezultatele obtinute in proiectul DIAVAN si impactul estimat:

* Tn cadrul proiectului DIAVAN au fost sintetizate si caracterizate structural si spectral 3 noi
combinatii complexe ale oxidovanadiului(V) cu baze Schiff provenite de la aminoacidul valina
(val) si derivati ai benzaldehidei (salicilaldehidd = sal si o-vanilini = van); [{VVO(R-
salval)(H20)} (u2-O){VVO(R-salval)}] (1a), [{VVO(R-vanval)(CH3OH)}2(u2-O)] (2a) si
[VVO(vanval)(CHz0)]4 (3a).

* Experimentele realizate in vitro au reliefat urmatoarele:

(1) cele 3 combinatii complexe nou sintetizate sunt stabile in mediile biologice si au 0
capacitate crescuta de legare la albumina sericd bovina;

(2) combinatiile complexe dinucleare ale oxidovanadiului(V) (1a, 2a) sunt citocompatibile
cu hepatocitele din linia HepG2 la concentratii de aproximativ 100 uM, pe cand compusul
tetranuclear (3a) este citotoxic avand un ICso =~ 6 uM;

(3) la concentratiile non-citotoxice, combinatiile complexe dinucleare la, 2a prezinta
efecte insulino-mimetice, evidentiate prin reducerea activitatii totale a PTP si cresterea fosforilarii
INS R, AKT si ERK in celulele HepG2;

(4) insulino-mimeticul 2a creste raspunsul celulelor HepG2 rezistente la insulina (IR) la
actiunea hormonului insulind fatda de compusul 1a sau medicamentul anti-diabetic metformina,
evidentiat prin: cresterea preludrii glucozei, amplificarea sintezei glicogenului si reducerea
nivelurilor de lipide (trigliceride si colesterol) acumulate in celule;

(5) mecanismul prin care compusul 2a reverseaza IR in celulele HepG2 implica: inhibarea
expresiei PTP-1B, fosforilarea/ activarea INS R si a mesagerilor secundari precum AKT, ERK,
diminuarea nivelurilor proteinelor implicate in homeostazia glucozei (G-6-Pase), metabolismul
glicogenului (GSK3) si sinteza lipidelor (FAS si HMGCR) si prin cresterea nivelurilor GLUT4.

* Studiile preclinice, care au utilizat soarecii C57BL/6j, au aratat urmatoarele:

(1) insulino-mimeticul 2a nu induce toxicitate soarecilor la dozele testate (3.75, 7.5 si 15
mg/Kg corp soarece);

(2) 2a este rapid preluat de catre tesuturi si organe, cu precadere de rinichi si ficat;

(3) 2a are efecte anti-diabetice si de reversare a rezistentei la insulind, evidentiate pe
modelul de soarece cu diabet de tip 2 si rezistenta la insulind, prin: reducerea nivelurilor de glucoza
circulantd si excretatd, normalizarea indicelui HOMA-IR, imbunatatirea nivelurilor markerilor
hepatici si renali, scaderea nivelurilor de lipide circulante si acumulate la nivel hepatic, depozitarea
glucozei sub forma de glicogen si reducerea fibrozei hepatice induse de diabet.

Acest proiect inovator combind sinteza de noi compusi ai vanadiului si investigarea
preclinica a potentialului lor anti-diabetic, pentru a dezvolta o noua strategie terapeutica pentru
tratamentul T2DM.
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