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I. INTRODUCERE

Disfunctia mitocondriala si stresul oxidativ asociat sunt unanim acceptate drept
actual drept mecanismele fiziopatologice centrale ale majoritatii afectiunilor
cronice, astfel ca modularea functiei mitocondriale a devenit o importana tinta
terapeuticd in ultimii ani. In principal, agentii farmacologici capabili s&
imbunatateasca functia mitocondriala respiratorie si/sau sa reduca generarea
speciilor reactive de oxigen (SRO) sunt actualmente sistematic investigati. Un
astfel de agent terapeutic este albastrul de metilen (AM), un compus
fenotiazinic triciclic aflat Tn uzul clinic de mai bine de un secol. Datorita
potentialului sdu redox, AM prezintd proprietatea de a modula functia
bioenergetica mitocondriald cu ameliorarea disfunctiei asociate i
imbunatatirea prognosticului maladiilor in care acesta a fost administrat.

SCOPUL $I OBIECTIVELE CERCETARII

Teza de doctorat si-a propus caracterizarea la nivel experimental a
efectelor AM in contextul unei patologii asociate n mod clasic cu stres oxidativ
la nivel cardiovascular, respectiv diabetul zaharat, in care disfunctia
mitocondriala si endoteliala constituie importante verigi patogenetice.

Obiectivele cercetarii au constat in:
1. Caracterizarea efectelor AM asupra profilului bioenergetic la nivelul
unei linii de celule cardiace de sobolan.
2. Evaluarea efectelor AM asupra disfuncfiei mitocondriale cardiace
asociate unui model de diabet zaharat indus experimental.
3. Evaluarea efectelor AM asupra disfuncfiei endoteliale asociate unui
model de diabet zaharat indus experimental.



Obiectivele au fost realizate n cadrul a 3 studii experimentale.

I. Primul studiu a constat in evaluarea efectelor AM asupra respiratiei
mitocondriale si a glicolizei la nivelul unei linii celulare de cardiomoblasti.

II. Al doilea studiu a analizat efectele AM asupra functiei respiratorii, a
productiei de SRO si respectiv, a capacitatii de retentie calcica la nivelul
mitocondriilor cardiace izolate de la sobolani diabetici (diabet zaharat tip |
indus prin administrarea de streptozotocin).

Ill. Al treilea studiu a constat in caracterizarea efectelor AM asupra functiei
endoteliale si a stresului oxidativ vascular la nivelul aortelor prelevate de la
sobolanii diabetici.

Metodologia cercetarii a constat in evaluarea in vitro a functiei
mitocondriale prin respirometrie de inalta rezolutie (oxigraful Oroboros-O2K) si
analizorul de flux extracelular (Seahorse XF24e) si respectiv, a functiei
endoteliale Tn baie de organ (miograful DMT).

Il. PARTEA SPECIALA

1. EVALUAREA EFECTELOR ALBASTRULUI DE METILEN ASUPRA
BIOENERGETICII CELULARE LA NIVELUL LINIEI CELULARE DE
CARDIOMIOBLASTI H9C2

Scopul studiului a constat in evaluarea efectelor acute ale AM asupra
parametrilor bioenergetici si metabolici cu masurarea ratei consumului de
oxigen (RCO) ca indicator al respiratiei mitocondriale si respectiv, a ratei de
acidifiere extracelulara (RAEC), ca indicator al glicolizei anaerobe la nivelul
liniei de cardiomioblasti de sobolan H9c2 cu ajutorul analizorului de flux
extracelular (Seahorse XF24e).
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Figura 1. Efectele acute ale AM asupra parametrilor RCO.
(n=6-8/lot, * p <0,05 faté de celulele netratate).



Dupa cum se observa in Fig. 1, tratarea acuta a celulelor cu AM 1n
concentratie de 0,1 yM a determinat o crestere semnificativd a respiratiei
bazale, a pasajului de protoni, a turnoverului ATP, a respiratiei maxime si a
capacitatii respiratorii de rezervd a cardiomioblastilor H9c2 comparativ cu
celulele netratate (Fig. 1).

In ceea ce priveste efectul compusului asupra glicolizei anaerobe a
demonstrat, la fel ca si in cazul RCO, o crestere semnificativa a RAEC fata de
lotul martor, in cazul celulelor tratate cu 0,1 uM AM. (Fig. 2).
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Concluzie: Administrarea acuta a albastrului de metilen (0,1 pM) la nivelul
liniei de cardiomioblasti de sobolan H9c2, a indus o crestere a consumului de
O, si a ratei de acidifiere extracelulara, indicand un efect stimulator global
asupra bioenergeticii si respectiv, metabolismului celular.

2. EVALUAREA EFECTELOR ALBASTRULUI DE METILEN ASUPRA
RESPIRATIEI MITOCONDRIALE $I A PRODUCTIEI DE SRO LA
NIVELUL CORDULUI DE SOBOLAN DIABETIC

Obiectivul cercetarii a fost de a evalua efectele administrarii acute ale
AM asupra respiratiei mitocondriale, productiei de H,O, si a retentiei calcice la
nivelul mitocondriilor cardiace izolate de la sobolani sanatosi si cu diabet
zaharat indus experimental cu streptozotocin. In conditiile in care alterarea
respiratiei mitocondriale si cresterea productiei de SRO sunt principalele
mecanisme patogenetice ce stau la baza progresiunii cardiomiopatiei diabetice
spre insuficienta cardiaca, ipoteza de lucru a fost ca AM ar putea Tmbunatati
respiratia mitocondriald simultan cu atenuarea stresului oxidativ in conditiile
diabetului zaharat experimental.

Evaluarea funcfiei mitocondriale prin respirometrie de inaltd
rezolufie. AM a determinat o imbunatatire a functiei respiratorii independent
de substrat, asa cum s-a demonstrat prin cresterea tuturor parametrilor
respiratori (stadiul 2, FOS-OX, stadiul 4 si respiratia maxima decuplata) atét la
animalele nediabetice (Fig.3 A, B) céat si la cele diabetice (Fig.4 A, B). Intr-



adevar, stimularea respiratiei a fost observata atat pentru substratele
complexului | cat si pentru cele ale complexului Il, adica glutamat+malat (GM),
respectiv succinat (+rotenona, Suc-R).
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Figura 3. Datele de respirometrie de inaltd rezolutie in cazul respiratiei mitocondriale dependente de
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Figura 4. Datele de respiromefrie de inalta rezolutie in cazul respiratiei mitocondriale dependente de
Cll. (A) Lotul CTRL; (B) Lotul DZ. Valorile sunt prezentate ca medii + S.E.M. *p<0.05, **p<0.01.

AM a Tmbunatatit atat respiratia bazald (stadiul 2) céat si respiratia
stimulatd de ADP (FOS-OX) in cazul substratelor Cl si Cll, servind cel mai
probabil ca o sursd suplimentara de electroni pentru lantul respirator. Tn
conformitate cu comportamentul hormetic, este important de subliniat faptul ca
efectele benefice ale AM s-au obtinut la doze foarte mici (0,1 pM).

Evaluarea stresului oxidativ. Administrarea acuta a AM (0,1 yM) a
determinat o crestere importanta a productiei de H,O, in cazul ambelor loturi
(cu/fara diabet) atunci cand mitocondriile au fost energizate cu substratele Cl,
glutamat+malat (GM) cu 210% la lotul diabetic si respectiv, cu 78% la lotul
martor. Pe de alta parte, in conditiile utilizarii succinatului (+rotenona, S-Rot)



ca substrat respirator al Cll, s-a inregistrat o scadere semnificativa a productiei
de H,O-, cu 49% la lotul diabetic si respectiv, cu 53,8% la cel de control (Fig. 5
A, B).
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Figura 5. Evaluarea productiei mitocondriale de H202 in cazul lotului CTRL (A) si DZ (B). Aditiile sunt
urmatoarele: A stg, B stg: GM (5 mM glutamat + 5 mM malat) si A dr, B dr: SRot (5 mM succinat + 0.5
UM rotenond). Valorile sunt prezentate ca medii + SEM. * p<0.05, ** p<0.01.

Masurarea capacitafii de retenfie a calciului (CRC). O scéadere
semnificativa a CRC, a fost inregistrata la nivelul mitocondriilor diabetice vs.
non-diabetice, indiferent de absenta sau prezenta ciclosporinei (CsA),
inhibitorul clasic al porului de permeabilitate mitocondriala tranzitorie, indicand
o sensibilitate crescuta a inimilor diabetice la supraincarcarea calcica, cu
declansarea precoce a fenomenului de permeabilitate mitocondriala tranzitorie
(dupd cum era de asteptat). Cu toate acestea, coincubarea cu AM a
mitocondriilor cardiace izolate de la ambele loturi (diabetic si nediabetic) nu a
interferat cu capacitatea mitocondriilor de tamponare a calciului (Fig. 6).
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Concluzie: Tn concluzie, administrarea acuta in vitro a albastrului de metilen
in doze submicromolare a Tmbunétatit respiratia mitocondriald si a indus un
efect dihotomic, dependent de substrat in ceea ce priveste productia de SRO
in cazul inimilor diabetice, observatie ce necesita investigatii ulterioare potrivit
conceptului larg utilizat actual de "drug repurposing”.



3. ALBASTRUL DE METILEN ATENUEAZA DISFUNCTIA
ENDOTELIALA $I REDUCE STRESUL OXIDATIV LA NIVELUL
AORTELOR DE SOBOLAN DIABETIC

Scopul acestui studiu a fost de a investiga daca AM contribuie la
imbunatatirea functiei vasculare si la ameliorarea stresului oxidativ la nivelul
inelelor aortice izolate de la sobolani cu DZ indus experimental cu
streptozotocin. Efectul acut al AM (0,1 uM, incubare ex vivo 30 min) asupra
reactivitatii vasculare in baie de organ (contractie indusd de fenilefrin,
relaxare indusa de acetilcolind) si productia de H,O, (evaluata prin testul FOX)
au fost evaluate la nivelul preparatelor vasculare cu endoteliul intact si
respectiv, dupa denudare.

Rezultatele experimentelor au evidentiat o reducere semnificativa a
contractilitatii la fenilefrind dupa incubare cu AM la nivelul aortelor izolate de la
sobolani diabetici comparativ cu lotul martor, in cazul inelelor vasculare cu
endoteliu indemn (Fig. 7A). In continuare a fost evaluata relaxarea dependenta
de endoteliu, la doze cumulative de acetilcoling, fiind obtinuta in prezenta AM,
o relaxare semnificativ crescuta Th cazul inelelor vasculare prelevate de la
sobolanii cu DZ (Fig. 7B). Dat fiind faptul ca relaxarea vasculara este mediata
via calea de semnalizare a oxidului nitric (NO), am ipotezat faptul ca AM ar
putea modula biodisponibilitatea NO. In acest scop, a fost cuantificatd
contractilitatea vasculara la adaugarea de L-NAME (10 pM). Deoarece in
prezenta AM contractilitatea la L-NAME la nivelul aortelor diabetice a fost
semnificativ redusa, putem specula o crestere a biodisponibilitatii NO (Fig.7C).
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Figura 7. Evaluarea efectului AM asupra functiei vasomotorii pe aortele de sobolan cu endoteliu
intact: (A) contractia indusa de fenilefrind; (B) relaxarea indusé de acetilcolina si (C) contractia la L-
NAME (10 pM) pe aorta izolata de la sobolani cu diabet zaharat (DZ) vs martor (CTL) in prezenta vs.
absenta AM (0,1 pM, incubare 30 min); n =10, p <0,05 DZ vs CTL.# p <0,05 cu si fara AM.

Tn conditiile unei interactiuni probabile intre AM si calea de semnalizare
dependenta de NO la nivel endotelial, am repetat experimentele utilizand inele
aortice fara endoteliu (denudate cu solutie CHAPS). Dupa cum se observa in



Fig. 8, prezenta unui endoteliu intact este obligatorie pentru efectele favorabile
ale AM asupra aortelor izolate de la sobolani diabetici.
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o CTRL-AN asupra functiei vasomotorii la
= DZ+AM 20 nivelul aortelor de sobolan cu
endoteliu denudat: (A) contractia

40 indusa de fenilefrind, (B)
relaxarea indusd de acetilcolina
60 la nivelul vaselor izolate de la
sobolani diabetici (DZ) vs. martor

o] @ CTRL (CTL), dupa denudarea
= CTRL+AM endoteliului  cu  CHAPS, 1n

oDz

(&) = DZ+AM ) prezenta vs. absenta AM (0,1
%o 75 70 5 R KM, incubare 30 min), n=10.

Fenilefrina (-logmol/L]) Acetilcoling (Hog[M])

DZ reprezinta o conditie patologica care a fost sistematic asociata cu
cresterea productiei de SRO. Deoarece incubarea ex vivo cu AM a determinat
imbunatatirea semnificativa a functiei vasomotorii in cazul studilor de
reactivitate vasculara, am investigat in continuare daca ameliorarea disfunctiei
endoteliale de catre AM este asociatd cu atenuarea stresului oxidativ.
Productia de peroxid de hidrogen (H.O,) a fost masurata cu ajutorul testului
FOX. Incubarea timp de 30 de minute cu AM a redus semnificativ cantitatea de
H,O, Tn cazul inelelor diabetice, demostrand reducerea de catre AM a stresului
oxidativ la nivel vascular (Fig. 9A). Important, in cazul inelelor aortice denudate
efectul favorabil al AM asupra generarii de H,O, a fost abolit (Fig. 9B).
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Concluzie: Diabetul experimental este asociat cu o crestere a
productiei de HO: la nivelul aortelor de sobolani via alterarea semnalizarii
mediate de NO cu disfunctie endoteliala consecutiva. Administrarea acuta ex
vivo cu AM a fost urmata de imbunatatirea reactivitatii vasculare si respectiv,
atenuarea stresului oxidativ intr-o maniera dependenta de endoteliu.

Evaluarea in viitor a efecte benefice potentiale ale AM Tn ameliorarea
complicatiilor vasculare la pacientii diabetici constituie, in contextul acestor
rezultate, o directie de cercetare viabila.



CONCLUZII GENERALE

In aceastd tezd s-a urmarit investigarea contributiei albastrului de

metilen la protectia celulara la nivelul cardiomiocitelor si a endoteliului vascular
si elucidarea, in parte, a mecanismelor sale de actiune la nivel mitocondrial.

1.

Concluziile generale ale tezei sunt dupa cum urmeaza:
AM exercita efect protector la nivel cardiomiocitar prin imbunatatirea
profilului bioenergetic si metabolic celular.
AM protejeaza functia mitocondriilor cardiace prin stimularea parametrilor
respiratiei mitocondriale si modularea productiei de H,O, atat in cazul
sobolanilor sanatosi cat si a celor cu diabet zaharat indus experimental.
AM Tmbunétateste functia vasculara vasomotorie printr-un mecanism
dependent de endoteliu.
AM amelioreazad disfunctia endoteliald si reduce stresul oxidativ vascular
asociate diabetului zaharat experimental.

Cuvinte cheie: albastru de metilen, diabet zaharat, disfunctie mitocondriala,
profil bioenergetic celular, stres oxidativ, disfunctie endoteliald

CONTRIBUTII ORIGINALE
Contributiile originale ale prezentei teze de doctorat pot fi rezumate astfel:

1.

Caracterizarea in premiera internationala a dublului efect modulator al AM
asupra bioenergeticii si glicolizei anaerobe la nivel cardiomiocitar si
respectiv, a stimularii functiei mitocondriale respiratorii la nivelul
mitocondriilor cardiace izolate de la sobolani cu diabet zaharat
experimental.

Descrierea 1n premiera internationald a efectului benefic al AM 1n
ameliorarea disfunctiei endoteliale si a stresului oxidativ asociate diabetului
zaharat experimental.
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