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INTRODUCERE

Diabetul zaharat tip 2 (DZ2) determina leziuni renale si cerebrale prin disfunctie
endoteliala. Boala renald diabetica (BCRD) si microangiopatia cerebralda (MPC) sunt
complicatii concomitente si severe ale DZ2 care pot determina dementa si rate ridicate de
mortalitate prin aparitia bolii renale in stadiu final (BCRF). Metodele actuale de diagnosticare
se bazeaza pe determinarea creatininei serice si a raportului albumina-creatinina urinara,
dar prevalenta tot mai mare a BCREF, atribuita DZ2, evidentiaza insuficienta acestor markeri
pentru detectarea precoce a bolii.

in acest mediu sofisticat, creat de DZ2, identificarea unor noi biomarkeri de
diagnostic pentru BCRD incipienta si pentru MPC, devine imperativa. Astfel, studiul
microbiotei intestinale este din ce inh ce mai apreciat, deoarece din aceasta deriva o vasta
colectie de metaboliti. Tehnicile metabolomice au aparut ca metode extrem de versatile
utilizate pentru profilarea fluxului metabolic al unui anume individ, oferind informatii cruciale
despre caile metabolice si homeostazia peturbata, care apar in diverse scenarii legate de
boala. Evaluarea metabolitilor proveniti din microbiota intestinald cu ajutorul acestor tehnici
ar putea fi fundamentald pentru identificarea in timp util si dezvoltarea de tratamente
individualizate pentru pacientii care sufera de DZ2 si de complicatiile asociate — BCRD si
MPC.

INTROSPECTIE ASUPRA DATELOR RECENTE DIN
LITERATURA DE SPECIALITATE

1. CONCEPTUL DE DIABET ZAHARAT DE TIP 2 SI COMPLICATIILE ASOCIATE:

BOALA RENALA DIABETICA SI BOALA VASCULARA CEREBRALA

Diabetul zaharat (DZ) este o boalda complexd si adesea diagnosticata tardiv,
reprezentand intre 90% si 95% dintre toate cazurile de la nivel mondial. DZ2 este prima
cauza a bolii cronice de rinichi (BCR), provocand 10% din decese prin evolutia catre BCRF.
Diagnosticul acestei afectiuni poate fi determinat prin identificarea de: valori ale glicemiei de
peste 200 mg/dl in orice moment al zilei si/sau valori care depasesc 126 mg/dl preprandial,
sau valoarea hemoglobinei glicozilate A1c (HbA1c) de peste 6,5%.

Asa cum este propus de catre ghidurile practice clinice pentru evaluarea si
managementul BCR - The Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) , BCR
este diagnosticata fie prin prezenta unei leziuni renale structurale (RAC care depaseste 30
mg/g, modificari ale sedimentului urinar cu prezenta hematuriei, tulburari tubulare renale si
modificari histopatologice), fie prin prezenta unui declin renal functional (eGFR de 60
ml/min/1,73 m?sau mai putin).

BCRD este o complicatie dominanta, microvasculara, care apare la 20% péana la
40% dintre pacientii care suferd de DZ2. Dupa cum a propus grupul de lucru KDIGO, la un
pacient cu DZ2, albuminuria moderat crescuta si/sau declinul RFG sub 60 ml/min/1,73 m?,
pe o perioada persistenta de 90 de zile, la determinari repetate, reprezintd indicatorii
principali ai aparitiei BCRD.

CSVD nu este pe deplin considerata ca fiind o complicatie microvasculara a DZ, insa
studiul fiziopatologiei sale poate oferi raspunsuri, deoarece vasele mici din creier au
caracteristici similare cu arterele juxtamedulare renale. Vasele mici cerebrale mentin
structura barierei hemato-encefalice (BHE), autoreglarea tensiunii arteriale si cuplarea



neurovasculara. Prin autoreglarea redusa si decuplarea neurovasculara, mediul
hiperglicemic perturba integritatea BHE si determina aparitia MPC. Diagnosticul MPC este
posibil in prezent doar cu ajutorul imagisticii prin rezonantd magnetica (RMN) sau al
ultrasonografiei Doppler cerebrovasculare, dar aceste tehnici nu detecteaza boala incipienta.

2. AXUL CEREBRAL-INTESTINAL-RENAL iN CONTEXTUL COMPLEX AL BOLII

RENALE DIABETICE

Tractul gastrointestinal uman gazduieste trilioane de bacterii care actioneaza in mod
simbiotic cu gazda, deoarece acestea mentin integritatea intestinala si furnizeaza nutrienti
locali. Hiperglicemia prelungita perturba homeostazia microbiotei, determina o permeabilitate
intestinala crescuta si o stare inflamatorie cronica si, in cele din urma, initiaza procesul de
disbioza intestinala. Disbioza intestinald in DZ2 este caracterizatd de numar redus al
bacteriilor care produc butirat.

intr-un mediu hiperglicemic, celulele endoteliale renale devin saturate cu glucoza.
Procesul de glicolizéd este deviat catre caile poliolului si hexosaminei, ceea ce duce la
productia de produsi finali de glicozilare avansata (AGE) si de specii reactive de oxigen
(ROS). Acestea determina un stres oxidativ crescut, productia de factori proinflamatori si
pro-trombotici si culmineaza cu disfunctia endoteliald. Reducerea sintezei de heparan sulfat
determina angiogeneza defectuoasa, clivarea glicocalixului, marirea fenestratiilor si
cresterea permeabilitatii vasculare care determina pierderi urinare de albumina. DZ2 este
caracterizat de apoptoza podocitelor, productia excesiva de matrice extracelulara (ECM) de
catre celulele mezangiale si ingrosarea membranei bazale glomerulare (GBM). Celulele
tubulare proximale exprima disfunctie mitocondriala, activitate metabolica crescuta si livrare
redusa de oxigen, ceea ce duce la apoptoza celulara, cu atrofie tubulara ulterioara si fibroza
interstitiala.

Axul cerebral-renal, in cadrul BCRD, se caracterizeaza prin glicoliza defectuoasa,
stres oxidativ crescut si disfunctie a celulelor endoteliale. Disfunctia celulelor endoteliale se
traduce prin intreruperea integritati BHE si printr-un pasaj crescut al neurotoxinelor in
compartimentul extravascular. Axul renal-intestinal contribuie la progresia BCRD prin
cresterea permeabilitatii intestinale si prin pasajul crescut al toxinelor uremice in torentul
sanguin, afectadnd toate structurile renale (podocite, celule endoteliale, tubulare si
mezangiale). Intestinul are o legaturd complexa cu creierul prin productia de diversi
neurotransmitatori, in timp ce creierul influenteaza metabolismul microbian sau colonizarea
intestinala, prin diversi produsi chimici. Astfel, exista posibilitatea ca disbioza intestinala sa
fie un determinat al debutului bolii cerebrovasculare.

3. BIOMARKERI TRADITIONALI DE DIAGNOSTICARE PRECOCE A BOLII RENALE
DIABETICE
in ceea ce priveste disfunctia endoteliala, s-au efectuat anterior investigatii axate pe
molecule vasoactive (endotelina-1, prostaciclina-2 si NO), markeri inflamatori (interleukina
(IL) B1, IL-6 si factorul de necroza tumorald a (TNF-a)) si mediatori ai stresului oxidativ (AGE
si ROS). Ulterior, atentia a fost redirectionaté catre examinarea moleculelor eliberate de
celulele endoteliale ca raspuns la diverse leziuni, inclusiv proteina chemoattractanta a
monocitelor (MCP-1) si molecula de adeziune intercelulara 1 (ICAM-1).
Cei mai studiati markeri ai leziunilor podocitare au fost: nefrina, care moduleaza
structura diafragmei de filtrare; podocalixina (PDX), care controleaza permeabilitatea



glomerulara; si sinaptopodina (STP), care moduleaza contractilitatea citoscheletului de
actina.

Markerii de leziune tubulara proximala asociati cu BCRD au fost urmatorii: molecula
de leziune renala 1 (KIM-1) care este eliberata in contextul leziunilor tubulare proximale
chiar finainte de aparitia albuminuriei; N-acetil-B-D-glucozaminidaza (NAG) reflecta
activitatea lizozomala si este un factor predictiv al aparitiei albuminuriei; iar lipocalina
asociata cu gelatinaza neutrofila (NGAL) este un biomarker eliberat rapid ih contextul unor
leziuni tubulare severe.

4. NOI PERSPECTIVE ASUPRA METODELOR DE DESCOPERIRE A

BIOMARKERILOR

Caracterul progresiv al BCRD raméane o problema majora, in ciuda eforturilor
sustinute ale cercetatorilor de a stabili metode mai precise de detectare precoce ale acestei
boli. Stiintele omice sunt utilizate Tn medicina sistemelor pentru a investiga caile metabolice
si fluxul de metaboliti in diferite scenarii de boala. Acestea pot conduce la dezvoltarea unor
noi strategii terapeutice, pentru a limita progresia diverselor afectiuni.

Lipidomica aduce contributii substantiale in detectarea dezvoltarii precoce a BCRD.
De exemplu, amploarea sialilarii glicosfingolipidelor a fost identificata ca fiind corelata cu
severitatea BCRD, chiar si in stadii initiale. Prin proteomica, a fost descoperita o retea de
273 de peptide denumite CKD273, menite sa functioneze ca o ,biopsie lichidd” pentru
detectarea timpurie a BCRD. Prin transcriptomica, s-a descoperit ca acidul ribonucleic cu
necodare lunga (IncRNA) este implicat in stadiile incipiente ale BCRD prin modularea
expresiei acizilor micro ribonucleici (miRNA). Metabolomica este caracterizata prin
evaluarea calitativa si cantitativa a unui feedback metabolic multidimensional la stresori
fiziopatologici sau epigenetici, pentru a construi un profil personalizat care sa corespunda
exclusivitatii unei amprente digitale a fiecarui fiecare individ. Aceasta tehnica a evoluat de la
rezonanta magnetica nucleara (NMR) la cromatografia lichida de ultra-inaltd performanta
(UHPLC) impreuna cu spectrometria de masa (MS), care are o sensibilitate mai mare pentru
descoperirea biomarkerilor. Tehnica UHPLC-MS consta in doua etape majore, cum ar fi:
analiza netintita (calitativa), multivariata si univariata, precum si analiza tintita (cantitativa) a
metabolitilor cu potential biomarker dovedit.

5. CLASE DE METABOLITI CU POTENTIAL DE BIOMARKER iN BOALA RENALA
DIABETICA S1 IN MICROANGIOPATIA CEREBRALA
Aminoacizii liberi (AA) derivda din compusi proteici, iar homeostazia lor este
reglementata indeaproape de intestin si rinichi. L-arginina este un precursor al NO si
dimetillargininelor. S-a constatat ca in BCRD, ADMA are nivel crescut iar L-arginina are nivel
scazut. De asemenea, L-arginina a fost indentificata ca fiind asociaté cu gradul de disfunctie
endoteliald cerebrovasculara. Fenilalanina este un AA aromatic si un precursor al multor
metaboliti (tirozina, catecolamine, etc.). Tirozina este un AA semi-aromatic si un substrat
pentru producerea toxinelor uremice. La om, fenilalanina si tirozina au fost asociate cu
complicatile macrovasculare si microvasculare ale BCRD. Metabolismul triptofanului
urmeaza trei cai principale: kynurenina, serotonina si indolul. Nivelurile crescute de
kynunrenina s-au dovedit a fi protectoare impotriva tulburarilor cognitive legate de DZ2;
cresterea serotoninei plasmatice poate reflecta leziunile renale incipiente; si o cale dereglata
a indolului afecteaza metabolismul glucozei si creste stresul oxidativ. Astfel, studiul
metabolismului AA poate aduce perspective noi in ceea ce priveste dezvoltarea BCRD.
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Microbii intestinali prin degradarea AA, produc toxine uremice. Datorita permeabilitatii
crescute intestinale, acestea se absorb in sange si sunt sulfatate in ficat. Secretia tubulara
renala a toxinelor uremice prin receptorii de anioni organici (OAT) sugereaza rolul lor in
tulburarile renale. De exemplu, s-a constatat ca acidul hipuric este scazut in serul pacientilor
care sufera de BCRD si BCR. in BHE, acidul hipuric blocheazad OATs si determin&
acumularea altor toxine uremice, cum ar fi sulfatul de indoxil. S-a constatat ca acesta
genereaza disfunctie endoteliala renala prin intermediul receptorilor aril hidrocarbon (AhR),
determina apoptoza celulelor endoteliale cerebrovasculare si induce stresul oxidativ in
microglii si astrocite. Fenil-sulfatul determina disfunctia mitocondriald si stres oxidativ in
podocite si in celulele tubulare proximale, in timp ce sulfatul de p-cresil induce fibroza
renala.

Acilcarnitinele sunt mediatori ai transportului acizilor grasi (FA) in mitocondrii, care
rezulta in ATP prin B-oxidare. O crestere a acestor molecule indica o B-oxidare
mitocondriala deficitard a FA si disfunctie mitocondriala in tubului proximal in BCRD. In
paralel, FA neesterificati au fost asociati cu DZ si BCRD. in BCRD, metabolismul
carbohidratilor este alterat, trecand de la procesul normal de glicoliza la caile poliolului si
hexosaminei. Aceste reactii sunt cruciale deoarece produsele lor finale exercita efecte
daunatoare asupra celulelor endoteliale, provocand astfel leziuni ale filtrului renal sau ale
BHE, sau deoarece imprima disfunctionalitati podocitelor si celulelor tubulare. Prin urmare,
ele merita o atentie speciala in ceea ce priveste dezvoltarea DKD.

Avand in vedere faptul ca BCRD este caracterizata de o stare pro-oxidativa, studiul
antioxidantilor Tn acest context a furnizat date interesante. De exemplu, acidul ascorbic si a-
tocoferolul sunt capabili sd scada nivelul creatininei serice in BCRD. Mai mult, calea de
semnalizare a acidului retinoic pare a fi extrem de importanta in BCRD. S-a constatat ca
administrarea de acid retinoic all-trans (ATRA) inhiba inflamatia glomerulara si tubulara. Mai
mult, administrarea de ATRA a demonstrat efecte pozitive asupra prognosticului post-infarct
cerebral, reducerea dimensiunii infarctului si ameliorarea permeabilitatii BHE. Aceste studii
sugereaza implicarea potentiala a ATRA in patogeneza BCRD si MPC. Cu toate acestea,
este imperios necesar s& se valideze aceste constatari care au fost obtinute in urma
experimentelor pe animale prin efectuarea de investigatii clinice.

CONTRIBUTII S| CERCETARE PERSONALA

Progresia DZ2 prezintd in permanenta provocari din cauza dezvoltarii BCRF si a
abordarilor terapeutice limitate. Studiile moleculare au explorat mecanismele care contribuie
la dezbvoltare BCRD. Metabolomica este un instrument puternic pentru intelegerea
conditilor medicale si a interactiunilor medicamentoase. Cu toate acestea, analiza
metabolitilor, n sine, nu stabileste o relatie de cauzalitate si trebuie corelata cu alti markeri.
Tehnica ELISA este o metoda de imuno-analiza, utilizata pe scara larga, pentru identificarea
anticorpilor si antigenelor. Ecografia Doppler evalueaza dinamica cerebrovasculara si fluxul
sanguin si ofera date valoroase privind autoreglarea cerebrovasculard si remodelarea
vasculara.

Primul studiu a avut ca scop identificarea cailor metabolite distinctive, din serul si
urina pacientilor cu BCRD, in comparatie cu controlii, folosind metode multivariate netintite.
Analiza univariatd netintitd a dezvaluit metabolitii distinctivi subgrupelor BCRD versus



controli. Rezultatele au demonstrat implicarea caii de semnalizare a retinoizilor si caii
metabolice a azotului in BCRD inaintea aparitiei albuminuriei.

Al doilea studiu a analizat metabolitii cu potential de biomarker, din ser si urina, intr-
un mod f{intit, in special cei gasi{i semnificativi in primul studiu, acordand o atentie speciala
subgrupului cu normoalbuminurie. Rezultatele au aratat o corelatie intre arginina serica,
dimetilarginina, acidul hipuric, sulfatul de indoxil, butenoilcarnitina, sorbitol si nivelurile de p-
cresil sulfat din urina si albuminurie. Nivelul acestor metaboliti a fost dereglat inainte de
debutul albuminuriei.

Al treilea studiu a investigat corelatia dintre metabolitii serici si indicatorii de
deteriorare endoteliala renala si cerebrovasculara, $ corelatia dintre metabolitii urinari cu
disfunctia podocitara si deteriorarea tubului proximal. Rezultatele au indicat ca, in ser:
arginina, butenoilcarnitina si sulfatul de indoxil sunt asociate cu disfunctia endoteliala renala
si remodelarea cerebrovasculara, in timp ce sorbitolul este un biomarker al dysfunctiei BHE.
In urina, butenoilcarnitina si sulfatul de indoxil au fost asociate cu podocitopatia in cursul
BCRD, in timp ce p-cresil sulfatul este asociat cu disfunctia tubului proximal.

6. ANALIZA METABOLOMICA NETINTITA, MULTIVARIATA S| UNIVARIATA
OFERA NOI DATE REFERITOARE LA AXUL INTESTINAL-RENAL-CEREBRAL
LA PACIENTII CU BCRD $I DZ2

6.1. OBIECTIVE
Obiectivele primului studiu au fost: identificarea de noi biomarkeri derivati din intestin
care pot contribui la dezvoltarea timpurie a BCRD; precizarea cailor metabolice in care sunt
implicati acesti biomarkeri; evidentierea concomitentei proceselor de dezvoltare a BCRD si
MPC, care includ caile metabolice modificate si relatia lor cu disfunctia endoteliala;

6.2. MATERIALE SI METODE

Selectia pacientilor

Acest studiu a fost unul pilot si transversal, si a inclus 110 participanti (90 de pacienti
BCRD — grupul P; si 20 de controli — grupul C), monitorizati periodic la Spitalul Clinic
Judetean de Urgenta, Timisoara si la cabinetele medicilor de familie. Criteriile de includere
au fost urmatoarele: durata DZ>5 ani, HbA1c<10%. Toti pacientii au fost tratati cu inhibitori
ai enzimei de conversie a angiotensinei 2, blocanti ai receptorilor angioteninei 2, statine,
antidiabetice orale si/sau insulina. Criteriile de excludere au fost: HbA1c > 10%, BCREF,
infectie sistemica sau urinara activa, BCR non-diabetica, alte boli glomerulare, boli
autoimune, neoplazii si tulburari psihice. Clasificarea pacientilor a fost efectuata in
conformitate cu ghidul KDIGO dupa cum urmeaza: P1 — albuminurie normald spre usor
crescuta; P2 — albuminurie moderat crescuta; P3 — albuminurie sever crescuta.

Toti participantii au semnat consimtdmantul informat. Colectarea sangelui a fost
realizata prin punctie venoasa, si a fost depozitat in vacutainere fara anticoagulant, in timp
ce urina a fost colectatéd in flacoane sterile. Esantioanele au fost etichetate cu coduri
numerice confindentiale si pastrate la -80°C péna la evaluare.

Evaluarea UHPLC-QTOF-ESI+-MS

Un instrument ThermoFisher Scientific UHPLC Ultimate 3000 cu pompa quaternara,
sistem de livrare Dionex si echipamente de detectare MS cu MaXis Impact (Daltonics de
utilizator) au fost utilizate pentru a efectua profilarea metabolomica prin cromatografie lichida



de inaltd performanta, combinatad cu tehnici avansate de spectrometrie de masa (UHPLC-
QTOF-ESI+-MS)

Analiza statistica

Analiza UHPLC-QTOF-ESI+-MS a furnizat 420 de metaboliti in ser si 550 in urina.
Unii dintre ei au fost exclusi in functie de timpul de retinere scazut, valorile S/N, m/z si
intensitatile maxime (PI). n cele din urma, au rezultat 136 de molecule in ser si 196 in uring,
care au fost adaugate pe platforma Metaboanalyst 5.0. Analiza multivariata netintita a fost
utilizata pentru a compara metabolitii serici si urinari din grupul BCRD (P) si grupul de
control (C). Testul Fold Change, testul Volcano, analiza Pattern Hunter, analiza
discriminanta partiala a celor mai mici patrate (PLSDA), sparse PLSDA si scorurile VIP, au
fost folosite pentru a analiza discriminarea grupului P de grupul C. In plus, s-au utilizat: testul
de predictie bazat pe Random-Forest, iar valorile P au fost determinate folosind testul t al
studentului. Pentru studiul univariat, au fost utilizate ca tehnici de analiza: One Way ANOVA,
Fischer's LSD, analiza Pattern Hunter, PLSDA, sparse PLSDA, Random Forest si analiza
biomarkerilor.

6.3. REZULTATE $I DISCUTII

in acest studiu, s-au gasit cantitati mai mici de fenilalanina si tirozina in serul si urina
grupului P comparativ cu grupul C. Subgrupul cu normoalbuminurie prezinta cantitati mai
mari de fenilalanina atat in sange, cat si in urind, conform comparatiei individuale a
subgrupurilor P1 vs. P2 si P1 Vs. P3. Tirozina s-a comportat intr-un mod similar cu cel al
fenilalaninei. S-a demonstrat ca fenilalanina scazuta si tirozina interactioneaza cu nefropatia
diabetica. In DZ2 si in stadiile incipiente ale BCRD, atat fenilalanina, cét si tirozina exprima
anomalii in dinamica lor, dupa cum a demonstrat si acest studiu. Calea fenilalaninei poate fi
implicata in procesul patogenic timpuriu al dezvoltarii DZ, iar aceste schimbari pot incepe cu
ani inainte de diagnosticul bolii.

Analiza multivariata a aratat ca grupul P avea niveluri mai mari de sulfat de indoxil
comparativ cu grupul C. In plus, s-a constatat c& nivelurile de sulfat de indoxil sunt mai mari
in urina decéat in ser. Analiza serica univariata a aratat o crestere progresiva a nivelurilor de
sulfat de indoxil, care a fost corelata cu progresia BCRD (P1, P2, P3). Prin analiza univariata
a urinei, s-a observat ca nivelurile de sulfat de indoxil pot distinge stadiile incipiente ale
BCRD, in special atunci cand se compara grupul normoalbuminuric cu alte subgrupuri.
Sulfatul de indoxil poate fi un jucator cheie in leziunea tubulara proximala timpurie in BCRD,
chiar inainte de aparitia albuminuriei. Poate influenta leziunea celulelor endoteliale prin
cresterea formarii de ROS. De asemenea, poate fi implicat in malfunctia BHE, un proces
condus de citokine care declanseaza inflamatia prin receptorii OAT. In ser, sulfatul de
serotoninad a exprimat niveluri crescute prin compararea subgrupului P1 cu subgrupurile C si
P2, iar nivelurile au scazut atunci cand s-a comparat P1 si subgrupul P3. Analiza urinei a
indicat niveluri crescute ale acestui metabolit in grupul P1 comparativ cu P2, P3, C. Sulfatul
de serotonina poate fi implicat in procesele fibrotice renale incipiente. Aceasta implicare
moleculara, in disfunctia cerebrala si renala, nu a fost studiata pe scara larga, iar tendintele
sale sunt interesante in ceea ce priveste debutul BCRD, meritand astfel o atentie deosebita
in studii ulterioare.

Rezultatele studiului nostru evidentiaza potentiala implicare a caii de semnalizare a
acidului retinoic ca factor contribuitor la dezvoltarea si progresia BCRD. Rezultatele indica o
crestere progresiva a concentratiei de ATRA in ser in subgrupurile C, P1, P2 si P3. Niveluri
mai mari de ATRA au fost observate in grupul cu normoalbuminurici atunci cand s-au
comparat P1 cu C, P2 si P3, in urin&. In grupul de normoalbuminurie, poate fi observata o
crestere a nivelurilor ATRA in urina si ser. Acest grup de pacienti prezintd, de asemenea,
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niveluri mai ridicate de ATRA in comparatie cu celelalte grupuri (P2, P3 and C). Rolurile
ATRA in DKD pot fi dupa cum urmeaza: poate stimula secretia pancreatica de insuling,
contribuie la diferentierea celulelor progenitor renale in podocite, interfera cu procesul de
fibroza renala in stadiile incipiente ale BCRD. ATRA poate, de asemenea, sa declanseze un
mecanism de compensare pentru a induce proliferarea de celule endoteliale si pentru a
restabili atat integritatea endoteliald, cat si recuperarea neuronala.

RELEVANTA CLINICA

Aceste constatari pot fi utilizate pentru a dezvolta tinte medicamentoase
personalizate impotriva metabolitilor derivati din calea metabolica a azotului sau a caii de
semnalizare a acidului retinoic. De asemenea, ar trebui luatd in considerare utilizarea
probioticelor, prebioticelor si simbioticelor, pentru redirectionarea excretiei metabolitilor
dinspre ruta renala catre ruta fecala.

6.4. CONCLUZIE
In concluzie, acest studiu a identificat biomarkeri asociati cu metabolismul
fenilalaninei, tirozinei, triptofanului si acidului retinoic la pacientii cu DZ2 si albuminurie
normala spre usor crescuta. Acesti biomarkeri contureaza un profil metabolic distinct la
pacientii cu BCRD precoce, si ar putea indica o cale patogenica comuna renal-cerebrala.
Biomarkerii pot exprima un rol cheie in podocit, tubul proximal si in disfunctia endoteliala
renala si cerebrovasculara.

7. CERCETAREA METABOLOMICA TINTITA A METABOLITILOR DERIVATI DIN
INTESTIN DEZVALUIE UN MODEL SPECIFIC DEBUTULUI PRECOCE AL BCRD
LA PACIENTII CU DZ2

7.1. OBIECTIVE
Acest studiu este o extensie a cercetarilor anterioare care au implicat analize
metabolomice multivariate si univariate netintite, ale serului si urinei pacientilor cu BCRD si
DZ2. Scopul acestui studiu este de a oferi 0 analiza detaliata, prin cuantificarea metabolitilor
specifici derivati din intestin care au prezentat un potential semnificativ ca biomarkeri in
studiul anterior.

7.2. MATERIALE S1 METODE
Selectia pacientilor, prelevarea probelor, analiza UHPLC-QTOF-ESI+-MS,
analiza statistica si selectia metabolitilor.
Structura celui de-al doilea studiu urmeaza aceeagi metodologie ca si primul studiu.
Al doilea studiu implica aceleasi grupuri de pacienti si de controli. Durata studiului, criteriile
de includere si excludere ale participantilor, clasificarea subgrupelor si colectarea
esantioanelor au fost in concordanta cu descrierea furnizata in capitolul 6.2.

Reactivi utilizati pentru cuantificarea metabolitilor

Reactivii si substantele chimice utilizate pentru aceasta investigatie au fost dupa cum
urmeaza: acid formic de grad PLC, acidul formic HPLC/MS si acetonitril. Standardele pure
utilizate au fost: clorhidrat de acetil-L-carnitina, arginina, dimetil- L-arginina asimetrica, acid
hipuric, sare de potasiu sulfat de indoxil, sorbitol, sulfat de p-cresil si creatinina.
Instrumentele utilizate in acest studiu au fost un mixer vortex si o minicentrifuga Eppendorf.



Analiza tintita

Pentru solutia de calibrare si pregatirea esantionului QC au fost utilizate urmatoarele
solutii standard: arginina, ADMA, L-acetilcarnitind, acid hippuric, sorbitol, sulfat de indoxil,
sulfat de p-cresil si creatinina. Acesti compusi au fost dizolvati in metanol si/sau apa ultra-
purd. Pentru a servi drept standard intern, a fost preparata o solutie de DOXO, la o
concentratie de 2 mg/mL. Solutiile standard au fost supuse unui proces de dilutie secventiala
folosind un amestec de metanol si acetonitril intr-un raport de 2:1. Acest proces a condus la
generarea unor serii de solutii operationale cu concentratii diferite, care au fost utilizate in
scopuri de calibrare externa. Simultan, s-au suplimentat esantioanele deproteinate de 0.3
mL QC cu volume diferite de solutii standard. Procesul de validare a cuprins evaluarea
liniaritatii, specificitatii, preciziei, acuratetei, precum si determinarea limitelor de detectare
(LOD) si de cuantificare. (LOQ). Doua curbe de calibrare au fost generate in acest studiu
(curba standard externa si curba standard interna)

7.3. REZULTATE $I DISCUTII

Nivelurile de arginina serica scad, in timp ce ADMA creste progresiv de la grupul C la
subgrupurile P1, P2 si P3. Analiza statistica a aratat variatii ale nivelurilor de arginina serica
la compararea grupului C cu subgrupurile P, precum si intre subgrupele P1 si P2. Nivelurile
ADMA au demonstrat diferente semnificative intre toate subgrupurile. In urina, existd o
crestere constanta a nivelurilor de arginina si ADMA, cu exceptia comparatiei P1 vs. P2,
unde ambii metaboliti prezinta niveluri scazute. Observatia ca arginina este redusa si ADMA
este crescuta in grupul P1, impreuna cu variatiile observate intre subgrupuri, sugereaza ca
acesti factori pot juca un rol subiacent in dezvoltarea BCRD. in special, acesti metaboliti pot
contribui la (1) afectarea dilatatiei microvasculare renale (2) dezechilibre in procesul de
glicoliza si (3) generarea de ROS prin cresterea stresului oxidativ.

Nivelurile de acid hipuric din ser au fost reduse, de la subgrupul C la sub grupul P1-
P3. n urina, nivelurile sale au crescut dupa acelasi model. Analiza statistica a subgrupurilor
indica faptul ca hipuratul seric ar putea servi ca biomarker precoce pentru BCRD. Tn urina,
nu diferentiaza intre subgrupurile C si P. Scaderea nivelurilor de hippurat din ser de la grupul
C la P1, P2 si P3 ar putea fi atribuita activitatii mitocondriale afectate in celulele tubulare
proximale sau datorita nivelului scazut de fenilalanina, care este un precursor al hippuratului.

S-a observat o crestere a concentratiilor serice de sulfat de indoxil pe masura ce
albuminuria a progresat, cu o tendinta similara observata in urina. Prin analize suplimentare,
s-a constatat ca sulfatul de indoxil seric prezintd potential promitator ca un predictor al
BCRD precoce. Cresterea sulfatului de indoxil faciliteaza inflamatia, calcificarea sistemului
vascular si formarea microtrombilor cu deteriorarea ulterioara a sistemului de filtrare
glomerulara. De asemenea, poate provoca apoptoza celulelor tubulare proximale. Sulfatul
de indoxil a fost identificat ca un potential biomarker pentru BCRD in stadiul incipient, pe
baza cercetarilor anterioare si a constatarilor personale.

Sulfatul de P-cresil, in urind, a prezentat o crestere constanta a nivelurilor sale, care
s-au dovedit a fi foarte discriminatorii atunci cand se evalueaza C vs. P1 vs. P2 vs. P3
and P1 vs. P2. Aceste diferente au fost semnificative din punct de vedere statistic, dupa cum
indica valorile p. Studiul nostru indica faptul ca p-cresil sulfat contribuie la dezvoltarea
BCRD. Se considera ca, acesta provoaca leziuni similare in endoteliul renal si tubul
proximal, precum sulfatul de indoxil, prin promovarea stresului oxidativ. Nivelurile ridicate de
p-cresil sulfat in urina ale grupului nostru cu normoalbuminurie, indica faptul ca excretia sa
nu este influentata in intregime albuminurie si ar putea reflecta disfunctie tubulara proximala.

Nivelurile serice de L-acetilcarnitina au fost identificate ca fiind mai ridicate prin
compararea P1 cu grupul C si subgrupurile P2, P3. Nivelurile acestui compus, in urina, tind
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sa creasca treptat de la grupul C la subgrupul P3. Cercetarile suplimentare au stabilit ca L-
acetilcarnitina nu poate fi considerata ca fiind un biomarker pentru BCRD.

Butenoil carnitina este un tip de carnitina cu lant scurt, care prezinta o scadere a
nivelului seric initial din grupului C spre subgrupul P1, urmata de o crestere in subgrupurile
P2 si P3. Analiza urinei indica concentratii reduse in grupul C si niveluri similare rezultate din
compararea subgrupurilor cu BCRD. Clearance-ul crescut al butenoil carnitinei observat in
subgrupul normoalbuminuric, indica disfunctie mitocondriala in celulele epiteliale tubulare.

Nivelurile de sorbitol, in subgrupul normoalbuminuric, s-au dovedit a fi reduse atunci
cand au fost examinate in raport cu grupul C, in prezentul studiu. Nivelurile de sorbitol tind
sa creasca odata cu progresia albuminuriei, in special la persoanele cu albuminurie sever
crescuta. Acest fapt demonstreaza o diferentiere notabila intre C, P1 si P2. Astfel, sorbitolul
are capacitatea de a servi ca biomarker pentru debutul timpuriu al DKD prin activarea
aberanta a caii poliol si a anomaliilor NADPH si NAD+ care sunt implicate in producerea NO.

7.4. CONCLUZIE

Acest studiu evidentiaza ca, in ser, arginina, dimetilarginina, acidul hipuric, sulfatul
de indoxil, butenoil carnitina si sorbitolul, si in urina p-cresil sulfatul sunt biomarkeri potential
asociati tulburarilor metabolice incipiente in BCRD. Determinarea cantitativa a metabolitilor
derivati din microbiota intestinala ofera noi perspective asupra metabolismului carnitinelor,
aminoacizilor si toxinelor uremice. Aceste constatari ar putea fi utile pentru standardizarea si
incorporarea metabolitilor identificati in paneluri biologice, de evaluare metabolica,
personalizate, pentru diagnosticul precoce al DKD.

8. BIOMARKERI DERIVATI DIN MICROBIOMUL INTESTINAL SI LEGATURA
ACESTORA CU DISFUNCTIA PODOCITARA, TUBULARA PROXIMALA SI
ENDOTELIALA RENALA S| CEREBRO-VASCULARA

8.1. OBIECTIVE
Aceasta investigatie are ca scop evaluarea relatiei potentiale dintre metabolitii
identificati anterior, remodelarea precoce a vaselor cerebrale si afectarea renala incipienta la
nivel podocitar, tubular proximal si endotelial la pacientii care sufera de BCRD.

8.2. MATERIALE SI METODE

Selectia participantilor si pregatirea esantionanelor sunt identice cu cele descrise in
primul studiu. In plus, in acest studiu au fost efectuate metode suplimentare de evaluare,
cum ar fi tehnica ELISA si ultrasonografia Doppler cerebrovasculara. Tehnica ELISA a fost
utilizatd pentru a determina MCP-1, ICAM-1, KIM-1, NAG, PDX si STP. Prin ultrasonografie
Doppler, au fost evaluate artera carotidd comuna drepta (R-CCA) si artera carotidad medie
dreptd (R-MCA). S-au obtinut urmatorii parametri: grosimea intima-medie (IMT), indicii de
pulsatilitate (Pi) si de rezistenta (Ri). In plus, ultrasonografia Doppler a evaluat reactivitatea
cerebrovasculara (CVR), care reflectd capacitatea autoregulatorie a vascularizatiei cerebrale
in urma expunerii la un stimul vasodilatator, cum ar fi hipercapnia, prin determinarea
indicelui de mentinere a respiratiei (BHI).

8.3. REZULTATE $I DISCUTII
in acest studiu, arginina serica prezinta o corelatie inversa cu IMT si ICAM-1 intr-un
model predictiv. Nivelurile reduse de arginind pot sugera disfunctie endoteliala datorita
sintezei renale reduse. Corelatia dintre IMT si arginind ar putea indica prezenta disfunctiei
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endoteliale in arterele carotide comune. Corelatia dintre arginina si ICAM-1 implica o
disfunctie simultana a celulelor endoteliale renale. Prin urmare, arginina serica poate servi
ca un biomarker fiabil pentru detectarea timpurie a aterosclerozei cerebrale si a disfunctiei
endoteliale renale la pacientii care sufera de BCRD cu normoalbuminurie.

S-a observat o corelatie pozitiva intre nivelurile de butenoilcarnitina serica, IMT si
MCP-1. Aceste rezultate sunt sustinute si de prezenta valorilor p semnificative din punct de
vedere statistic. Prin urmare, acest studiu ofera dovezi care sustin afirmatia cum ca
butenoilcarnitina contribuie la dezvoltarea disfunctiei endoteliale renale si a disfunctiei
cerebrovasculare. Includerea acestui metabolit cheie in paneluri biologice are potentialul de
a aborda problema devoltarii precoce a BCRD.

S-a observat o asociere pozitiva intre sulfatul de indoxil si indicatorii de disfunctie
endotelialda, cum ar fi ICAM-1 si Pi R-ACI. in plus, am observat o distinctie clara intre
subgrupul P1 in comparatie cu ambele subgrupuri C si P2. Corelatia dintre acest produs
secundar si Ri R-ACI| sugereaza implicarea sa in procesul de remodelare a vaselor
cerebrale, care este asociat cu deteriorarea precoce a celulelor endoteliale cerebrovasculare
in stadiile initiale ale BCRD. Legatura dintre sulfatul de indoxil si ICAM-1 indica implicarea
potentiala a acestui compus in procesele care stau la baza disfunctiei endoteliale renale. in
plus, sugereaza ca sulfatul de indoxil poate contribui la o deteriorare selectiva a celulelor
tubulare renale prin promovarea expresiei ICAM-1 |la acest nivel specific.

Concluziile cercetarii noastre indica o asociere negativa intre sorbitol seric si BHI,
precum si o asociatie pozitiva cu ICAM-1, atunci cand se compara subgrupul P1 cu ambele
subgrupuri, C si P2. MPC este o afectiune care se caracterizeaza prin disfunctie endoteliala
la nivelul BHE si care poate fi identificata prin utilizarea RMN sau a ultrasonografiei Doppler
cerebro-vasculare. Aceste metode identifica lacune cerebrale, microinfarcte, microhemoragii
si hiperintensitati ale materiei albe, sau pot sugera afectarea vasodilatatiei folosind tehnici
neurosonologice avansate. Datorita limitarilor tehnicilor actuale de diagnosticare a leziunilor
endoteliale timpurii, masurarea nivelurilor de sorbitol ar putea fi potential valoroasa pentru a
analiza performanta BHE si CVR. In consecintd, determinarea sorbitolului reprezintd o
potentiala tinta terapeutica.

In prezentul studiu, includerea L-acetilcarnitinei in urind ca biomarker al BCRD
incipient, nu este justificata, deoarece nu a atins semnificatia statistica. Prezenta
butenoilcarnitinei in urind a demonstrat o corelatie semnificativa cu nivelurile RAC si PDX.
Aceasta constatare sugereaza ca buteonilcarnitina are potentialul de a servi ca un biomarker
pentru evaluarea leziunii podocitelor in BCRD.

Nivelurile de sulfat de indoxil in urind prezintd o corelatie pozitiva cu PDX si RAC.
Aceasta observatie nu numai ca indica prezenta stresului oxidativ in celulele endoteliale,
dar, de asemenea, sugereaza deteriorarea care are loc la nivelul podocitelor. Sulfatul de
indoxil urinar poate fi considerat un biomarker pentru evaluarea deteriorarii podocitelor in
BCRD, insa fara a reflecta boala incipienta. Rezultatele analizei multivariabile au indicat o
corelatie pozitivd intre p-cresil sulfatul urinar, KIM-1 si RAC. Rezultatele studiului nostru
sugereaza ca p-cresil sulfatul urinar poate servi ca un biomarker pentru deteriorarea
tubulara proximald la pacientii cu diabet zaharat care se afla in stadiile incipiente ale BCRD.
in plus, detectarea timpurie a BCRD poate fi facilitatd prin méasurarea p-cresil sulfatului
urinar, oferind clinicienilor posibilitatea de a initia rapid interventii terapeutice specifice.

8.4. CONCLuUzIl
In concluzie, aceastd ultima cercetare subliniazd faptul ci persoanele afectate de
BCRD 1in stadiu incipient, prezinta un profil distinct de metaboliti, care pot proveni din
microbiota intestinala. Prin urmare, se poate concluziona ca arginina serica, sulfatul de
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indoxil din ser si butenoilcarnitina din ser servesc ca biomarkeri asociati cu disfunctia
endoteliala renala si cu ateroscleroza arterei carotide comune. in plus, sorbitolul din ser este
un biomarker care indica deteriorarea BHE, si este stréns asociat cu dezvoltarea MPC. in
acelasi timp, analiza urinei indica faptul ca butenoilcarnitina urinara serveste ca un indicator
al leziunii podocitelor, alaturi de sulfatul de indoxil urinar in BCRD. P-cresil sulfatul urinar a
fost identificat ca fiind un biomarker al deteriorarii tubulare proximale Tn timpul fazelor initiale
ale BCRD.
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