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. Rezumatul etapei

Tn cadrul aceste etape, s-au realizat o serie de activititi cu scopul de a evalua potentialul
anti-fibrotic al unor complexe pe baza de crisina asociata cu ciclodextrine (CD-RAMEB si
HPBCD) imbogitite cu extract gemoterapic din Corylus avellana (CAG-CHR/Cyclo). Tn
Activitatea 2.1, a fost evaluat in vitro potentialul complexelor CAG-CHR/RAMEB si CAG-
CHR/HPBCS de a interactiona cu calea de semnalizare TGFf implicatad in activarea celulelor
hepatice stelate (HSC). Tn urma analizei markerilor fibrotici TGF-B si moleculelor SMAD,
expresia lor a fost redusa si calea de semnalizare TGF-B1/SMAD inhibata, cu rezultate mai bune
obtinute pentru complexul cu RAMEB. In cadrul activititii 2.2, s-a evaluat potentialul anti-
fibrotic in vitro al complexelor CAG-CHR/Cyclo, prin investigarea la nivelul expresiei markerilor
apoptotici. CAG-CHR/RAMERB a indus apoptoza HSC prin inhibarea Bcl-2 si stimularea expresiei
si clivarii caspazelor 3/8/9. Pe baza rezultatelor obtinute in vitro, in activitatea 2.3, a fost selectat
complexul CAG-CHR/RAMEB pentru realizarea experimentelor in vivo. In urmaitoarea parte a
etapei s-au realizat experimentele in vivo de evaluare a CAG-CHR/RAMEB. Tn cadrul Activititii
2.4, s-a realizat design-ul experimental de model de fibroza hepatica indusa cu CCls la soareci
diabetici. Au fost utilizati soareci masculi adulti CD1 carora li s-a indus diabet cu streptozotocina
si fibroza hepatica cu CCls. Dupa obtinerea soarecilor cu diabet si fibroza hepatica, acestora i s-
au administrat pe cale orali CAG, CHR/Cyclo, CHR si CAG-CHR/Cyclo. Tn Activitatea 2.5, a
fost evaluata activitatea anti-fibrotica a CAG-CHR/Cyclo prin analize hematologice si biochimice.
Activitatea 2.6, a presupus analiza histopatologica a biopsiilor de ficat de la soarecii inclusi in
experiment pentru evaluarea activitatii anti-fibrotice a complexelor. Probele de la soarecii tratati
au prezentat o histo-arhitectura apropiata controlului sanatos si mai putin colagen insular, ceea ce
sugereaza eficienta tratamentului. In cadrul activititii 2.7, activitatea antioxidanti in vivo a CAG-
CHR/Cyclo a fost evaluata, prin analiza expresiei proteinelor Nrf2, HemOX1, MMP2 si a MMP9
in tesutul hepatic prin tehnica Western blot. De asemenea, a fost determinata activitatea enzimaticd
a metaloproteinazelor (MMPSs) prin metoda zimografiei. Activitatea 2.8 a presupus evaluarea
activitatii anti-fibrotice in vivo a complexelor prin analiza caii de semnalizare TGFf. Tn urma
analizei expresiei TGF-B si moleculelor SMAD, calea de semnalizare TGF-$1/SMAD a fost
inhibata. Ultima activitate 2.9, a presupus diseminarea rezultatelor sub forma de articole ISI si
abstracte la conferinte nationale si internationale.



1. Descrierea stiintifica si tehnica

Activitatea 2.1 Evaluarea in vitro a activitatii anti-fibrotice a CAG-CHR/Cyclo prin analiza
caii de semnalizare TGFp

In cadrul activititii 2.1, s-a realizat evaluarea in vitro a activitatii anti-fibrotice a
complexelor CAG-CHR/RAMEB si CAG-CHR/HPBCD, prin analiza expresiei markerilor (TGF-
B1, SMAD 2/3) din calea de semnalizare TGF-p, atat la nivel genic, cat si proteic. A fost analizata
expresia markerului fibrotic TGF-B1 in celule hepatice stelate (HSC) din linia celulara LX2. in
HSC latente, expresia TGF-B1 a fost redusa la nivel proteic (Fig 1a) si genic (Fig 1b), insa in urma
activarii prin stimulare cu TGF-B1, expresia acestui marker a fost crescuta (Fig 1B). Tratamentul
cu ambele complexele investigate, CAG-CHR/Cyclo, a redus semnificativ expresia TGF-p1 fata
de controlul activat, ceea ce indica eficienta complexelor de a inhiba calea de semnalizare TGF-
B1/SMAD si implicit, activarea HSC. Complexul CAG-CHR/RAMERB s-a dovedit a fi mai eficient
decdt CAG-CHR/HPBCD in a induce reversia celulelor HSC activate catre o stare de latenta.
Rezultatele au fost confirmate si la nivelul expresiei genice tgf-4/. in urma administrarii celor dous
tipuri de complexe, nivelul expresiei a fost statistic semnificativ redusa fatd de controlul activat,
cu un nivel de semnificatie statisticd mai mare in cazul complexului cu RAMEB (p<0.01) fata de
HPBCD (p<0.05).

A fost analizata si localizarea celulard a complexului fosforilat SMAD 2/3 prin marcare
imunofluorescenta (Fig. 2).

Tn cazul controlului HSC, complexul proteic a fost localizat la nivelul citoplasmei, in
intreaga celuld, ceea ce confirmi faptul ci aceastd cale nu este activata in HSC latente. In urma
activarii cu TGF-B1, complexul a fost translocat la nivelul nucleului, ceea ce indica faptul ca a fost
activata calea de semnalizare TGF-B1/SMAD. Tratamentul cu CAG-CHR/CD, a inhibat
translocarea complexului in nucleu, efect observat cal mai bine in cazult complexului cu RAMEB.
Acest lucru sugereaza superioritatea complexului CAG-CHR/RAMERB si eficienta RAMEB de a
elibera CAG si CHR din complex. Complexele au actionat si la nivelul expresiei genice, la nivelul
caii de semnalizare TGF-$1/SMAD prin reducerea expresiei smad2, dar mai ales smad3, dar nu
statistic semnificativ, deoarece efectul a fost observat cel mai bine la nivelul localizarii
complexelui SMAD 2/3. De asemenea, complexele au indus expresia smad7, molecula care are
rol inhibitor asupra caii de semnalizare TGF-B1/SMAD (Fig 3). Si la acest nivel, complexul cu
RAMEB s-a dovedit a fi mai eficient in a elibera CAG si CHR care au indus o crestere statistic
semnificativa a expresiei Smad?7.

Activitatea 2.2 Evaluarea in vitro a activitatii anti-fibrotice a CAG-CHR/Cyclo prin analiza
apoptozei

In cadrul acestei activititi, a fost evaluat in vitro potentialul antifibrotic al CAG-
CHR/Cyclo prin analiza expresiei unor markeri apoptotici (bcl-2, caspaza 3/8/9) la nivel genic si
proteic. In fibroza hepatici, HSC capata un profil proliferativ si numirul lor creste mult peste



numarul normal. In timpul regeneririi tesutului hepatic, HSC activate fie trec printr-un proces de
reversie catre starea de latentd, fie intra in apoptoza si se restabileste un numar normal de HSC in
ficat. BCL-2 reprezintd un factor anti-apoptotic, a carui expresie indicd semnalele de pro-
supravietuiere ale celulelor. Caspazele 3, 8, 9 reprezinta efectorii apoptozei, care sunt activate prin
clivare. Prin marcarea nucleilor cu DAPI (albastru) si a caspazei 3 clivate cu Anticorp cuplat cu
Alexa Fluor 546 (rosu), au fost observate aceste imagini la microscopul de fluorescenta (Fig 4).
Celulele LX2 au fost activate prin tratament cu TGF-B1. In HSC latente si activate, nu a fost
observata expresia caspazei 3 clivate deoarece aceste celule nu se afla in procesul de apoptoza in
conditii normale. Tratamentul cu cele doud complexe a indus activarea apoptozei in aHSC, si s-a
observat prezenta formei clivate a caspazei 3. Desi ambele tipuri de complexe au indus apoptoza
celulelor activate, complexul CAG-CHR/RAMEB este mai eficient decét cel cu HPBCD, si
expresia formei clivate a caspazei 3 este mai bine evidentiata (Fig 4D).

De asemenea, a fost examinata si expresia markerilor apoptotici la nivel genic (Fig 5). In
HSC tratate cu TGF-B1, s-a observat expresia bcl-2 crescuta fata de controlul latent, ceea ce
confirma faptul ca HSC secreta factori anti-apoptotici care le permit supravietuirea si mentinerea
starii activate. In HSC tratate cu CAG-CHR/Cyclo, expresia bcl-2 este redusa, ceea ce indica
efectul moleculelor secretate de ADSC in reducerea supravietuirii celulare. Efectul asupra
procesului de apoptoza este observat mai bine la nivel proteic, deorece numai formele clivate al
caspazelor induc apoptoza. Totusi, si la nivel genic s-a observat o crestere a expresiei caspazelor
in cazul tratamentului cu complexele investigate, ceea ce indica o stimulare a acestei cai prin
tratament. Superioritatea complexului CAG-CHR/RAMERB a fost observata cel mai bine in cazul
caspazei 3 si 8, unde este indusa o crestere mai mare a nivelului expresiei lor fatd de nivelul indus
de CAG-CHR/HPBCD. 1In cazul caspazei 9, ambele tratamente induc un rispuns similar in
privinta nivelului expresiei, confirmand faptul ca cele doua tipuri de complexe pot actiona ca
posibile tratamente anti-fibrotice.

Activitatea 2.3 Selectarea celui mai performant CAG-CHR/Cyclo pentru experimentele in
Vivo

Pe baza rezultatelor obtinute in vitro, prin evaluarea activitatii anti-fibrotice a CAG-
CHR/Cyclo prin analiza caii de semnalizare TGFJ si a apoptozei, cele mai bune rezultate au fost
obtinute in cazul CAG-CHR/RAMEB. Acest complex s-a dovedit a fi mai eficient in eliberarea
CAG si CHR care au indus reversia HSC si inducerea apoptozei celulelor activate. CAG-
CHR/RAMEB a redus mai mult expresia markerilor fibrotici si a indus un rdspuns mai pronuntat
n cazul apoptozei celulelor.

Activitatea 2.4 Design experimental in vivo pe model de fibroza hepatica indusa cu CCls la
soareci diabetici

Protocolul experimental a fost aprobat de Comitetul de Etica a Cercetarii din Universitatea
de Vest Vasile Goldis (152/02.10.2019).



Pentru experiment au fost utilizati soareci masculi CD1 din biobaza Universitatii de Vest
Vasile Goldis din Arad. Soarecii au fost injectati, ip, cu o singura doza de streptozotocina (STZ;
65 mg-kg-1 greutate corporala), solubilizata in tampon citrat (50 mM, pH 4,5) pentru a induce
diabetul zaharat. Nivelurile de glucoza din sange au fost masurate dupa 4 ore de inanitie, folosind
un glucometru. Dupa administrarea STZ, soarecii cu un nivel de glucoza din sange mai mare de
2,5 g-1-1 timp de doua saptamani consecutive au fost considerati soareci cu diabet de tip 2 si inclusi
n studiu. Animalele cu diabet confirmat au fost tratati intraperitoneal (ip) cu CCls dizolvat Tn ulei
de masline (20% v/v, 2 ml/kg), de doua ori pe saptdmand, timp de 7 sdptdmani, si sacrificati la
saptezeci si doua de ore dupa ultima injectie pentru confirmarea fibrozei hepatice (Lotul 2).
Rezolutia spontana a fibrozei hepatice a fost investigata la animalele diabetice tratate cu CCls dupa
doud sdptamani de recuperare (Lotul 3). Pentru a evalua efectul antifibrotic al produsului combinat
extract gemmoterapic Coryllus avelana-nanocomplex CHR/cyclo, tratamentul a inceput la
sfarsitul celor 7 saptamani de tratament cu CCly, utilizand administrarea prin gavaj zilnic timp de
14 zile consecutive a urmatoarelor: extract gemoterapic Coryllus avelana-crisina/ciclodextrine
(CAG-CHR/Cyclo - Lotul 4), extract gemmoterapic Coryllus avelana (CAG - Lotul 5),
nanocomplex de crisind/ciclodextrind (CHR/Cyclo - Lotul 6) si crisina pura (CHR - Lotul 7). Toate
produsele contin 100 mg/kg de crisina. Soarecii apartinand lotului 1 (martor -a.sanatos, b.diabetic),
2 (soareci fibrotici) si 3 (rezolutia de novo a fibrozei) li s-au administrat vehiculele grupelor tratate.
Animalele au fost sacrificate la 24 de ore sub anestezie dupa ultima doza administrata (loturile 1,
3,4,5,6,7).

Activitatea 2.5 Evaluarea activitatii anti-fibrotice a CAG-CHR/Cyclo prin analize
hematologice si biochimice

Analiza parametrilor hematologici a fost realizata la un analizor automat de hematologie
(2900 VetPlus). Se inregistreaza o crestere semnificativa a numarului total de leucocite la soarecii
diabetici si loturile experimentale comparativ cu martorul sandtos, dar in acelasi timp o scadere
semnificativa la loturile cu fibroza indusa experimental comparativ cu controlul diabetic (Fig.6).

Analiza parametrilor biochimici serici a fost realizata la un analizor automat de biochimie
(BS-120). Se inregistreaza o crestere semnificativa a markerilor hepatici (TGO, TGP) si renali
(Creatinina) la soarecii diabetici si loturile experimentale comparativ cu martorul sanatos, si o
scadere pentru LDH (Fig.7). Loturile tratate au avut o ameliorare semnificativa comparativ cu
controlul diabetic.

Activitatea 2.6 Evaluarea activitatii anti-fibrotice a CAG-CHR/Cyclo prin analize
histopatologice

Analiza histologicd a ficatului lotului martor a indicat o arhitectura lobulard normala cu
vena centrolobulard si cordoane de hepatocite radiare, fara o proliferare a tesutului conjunctiv
intralobular (Fig.8-V1a) si o usoara dilatare a capilarelor sinusoide (Fig.8-V1b). Probele de ficat
din lotul CCls au prezentat modificari severe ale morfologiei, evidente depuneri de colagen,



formarea de pseudolobuli si infiltrarea de celule inflamatorii in zonele interstitiale hepatice. De
asemenea, se observa numeroase hepatocite cu steatoza micro- si macro-veziculara si congestia
capilarelor sinusoide (Fig.8-V2). Se remarca prezenta ,hepatocitelor spumoase” (foamy)
perivenulare hipertrofiate cu acumulare masiva de grasime microveziculara. Dupa doua saptamani
de recuperare de novo, Tn lipsa unui tratament de recuperare, se observa prezenta semnificativa a
tesutului fibros si a pseudo-lobulilor, acompaniate de infiltrate de celule inflamatorii, comparativ
cu grupul CCls (Fig.8-V3). Hepatocitele hipertrofiate cu citoplasma spumoasa sunt prezente. In
cazul grupului de soareci tratati timp de 2 saptamani cu extract gemmoterapic Coryllus avelana
(Fig.8-V5), nanocomplex de crisind/ciclodextrina (Fig.8-V6), ADSC, dupa instalarea fibrozei,
ariile fibrotice au fost reduse (insulare), comparativ cu cele inregistrate in cazul grupului CCla.
Infiltrate inflamatorii n ariile perivasculare se pastreaza si de asemenea si congestia sinusoidelor.
Microsteatoza hepatica este prezentd la aceste loturi. Soarecii carora li s-a administrat extract
gemoterapic Coryllus avelana-crisina/ciclodextrine au prezentat o histo-arhitectura apropiatd de
cea a martorului si peste grupul V1b — control diabetic (Fig.8-VV4). Cea mai slaba recuperare
structurala s-a inregistrat pentru soarecii carora li s-a administrat doar crisina pura (Fig.8-V7).

Formarea septelor fibrotice perilobulare si pseudolobulilor a fost confirmata in coloratie
tricromica pentru lotul V2 (Fig.9-V2) si in egald masura la lotul de reversie de novo a fibrozei
(Fig.9-V3). Colagen insular se mai evidentiaza la administrarea CHR pur (fig.9-V7), mai putin la
CHR/Cyclo (fig.9-V4), a CAG (Fig.9-V5) unde septele sunt intrerupte iar colagenul apare mai
mult pericentrolobular, si sporadic la grupul tratat cu CAG-CHR/Cyclo, comparabil cu martorii
sanatos si diabetic (Fig.9-V6).

Activitatea 2.7 Activitatea antioxidanta in vivo a CAG-CHR/Cyclo

In cadrul activititii A 2.7 (UB) s-a analizat nivelul peroxidarii lipidice, concentratia
glutationului redus, produsii de oxidare avansatd a proteinelor, nivelul expresiei proteinei Nrf2,
HemOxigenazal precum si expresia si activitatea metaloproteinazelor MMP2 si MMPOI.

Pentru realizarea experimentelor in vivo s-au folosit soareci albi CD-1 care au fost impartiti
n 6 loturi (cate 6-10 indivizi per lot): lot soareci in care a fost indus diabetul si fibroza (grup 2),
lot soareci Diabet+reversie Fibroza (grup 3), lot soareci Diabet+Fibroza+CAG/CHR/Cyclo (grup
4); lot soareci Diabet+Fibroza+CAG (grup 5); lot soareci Diabet+Fibroza+CHR/Cyclo (grup 6);
lot soareci Diabet+Fibroza+CHR (grup 7). Prelevarea tesutului hepatic s-a realizat dupa 24 de ore
de la expunere, acestea fiind conservate imediat la -80°C pana la efectuarea testelor biochimice.
Lizatul tisular total a fost obtinut prin omogenizare cu un sonicator in solutie tampon Tris-EDTA
0.1 M, pH 7.4, la un raport de extractie de 1g/10ml. Proteinele din extractele tisulare au fost
determinate prin metoda Lowry (Lowry, 1951) folosind albumina serica bovina ca standard.

Malondialdehida (MDA) ca marker de peroxidare lipidica a fost evaluatd prin metoda
descrisa de Del Rio (Del Rio si colab., 2003). Masurarea fluorescentei s-a efectuat la lungimile de
unda Ex520nm/Em549nm cu ajutorul fluorimetrul Jasco FP-750 iar exprimarea rezultatelor este
datd in nmoli MDA/mg proteina.



Determinarea concentratiei de glutation redus a fost realizata cu kitul Arbor Assays
Detectx™ Glutathione Colorimetric Detection Kit-K006-H1 (Sigma). Proteinele din probe au fost
indepartate prin precipitare cu acid sulfosalicilic (SSA) 10%. Rezultatele au fost raportate la
concentratia proteica a probelor si au fost exprimate Tn nmoli/mg proteina.

Nivelul produsilor de oxidare avansata a proteinelor (AOPP) s-a realizat spectrofotometric
conform metodei descrise de Witko (Witko si colab., 1996), folosind ca standard o curba de
etalonare pe bazd de cloramind T. Concentratia de AOPP a fost calculatd prin extrapolarea
densitatilor optice ale probelor utilizand curba de etalonare obtinuta din Cloramina T 100 puM.

Rezultatele obtinute in urma tratamentului in vivo au aratat ca nivelul peroxidarii lipidelor
a scazut semnificativ in cazul loturilor tratate cu complexele CAG-CHR/Cyclo, CAG si
CHR/Cyclo comparativ cu grupul de soareci fibrotici. Acest lucru demonstreaza efectul benefic al
complexelor CAG-CHR/Cyclo in atenuarea stresului oxidativ indus de CCly la soarecii CDI. in
urma analizei concentratiei de GSH si AOPP, profilul acestora se mentine usor crescut in cazul
lotului tratat cu complexul CAG-CHR/Cyclo, urmat de o scadere semnificativa in cazul celorlalte
loturi tratate cu complexele CAG, CHR/Cyclo si CHR.

Expresia proteinelor Nrf2, HemOX1, MMP2 si a MMP9 in tesutul hepatic

Tn vederea punerii in evidenta a modicarilor de expresie proteica s-a folosit tehnica Western
Blot. Metoda se bazeaza pe identificarea proteinelor cu ajutorul anticorpilor specifici.

Prima etapa a presupus prepararea gelului de poliacrilamida 10% care contine gelul de
migrare si gelul de concentrare 4.5%. Dupa polimerizarea gelului s-a ncarcat in fiecare godeu o
cantitate de 50 pg proteina/godeu. Drept marker de masa moleculara s-a utilizat See Blue Plus2
Prestained Standard. Migrarea proteinelor s-a realizat la 90 V constant, timp de 2 ore la 25°C in
tampon de migrare Tris/Glicina/SDS 1X. Dupa migrarea in gel de poliacrilamida, proteinele au
fost transferate pe membrana de difluorura de poliviniliden in prezenta tamponului de transfer
Tis/Glicind/Metanol, la 350 mA, timp de 1h si 30 de minute.

Dupa transfer, membrana a fost spalata de 2 ori cu apa distilata si apoi blocata Tn tampon
de blocare (tamponul de blocare, anticorpul secundar, substratul cromogenic si solutiile de dilutie
a anticorpilor ca si solutia de spalare dupa expunerea la anticorpi sunt incluse in Kitul Invitrogen
Western Breeze, Chromogenic Immunodetection System). Pentru revelarea proteinelor,
membranele au fost incubate timp de 1 ora cu anticorpi primari specifici (Santa Cruz
Biotechnology), urmata de o incubare timp de30 minute cu anticorpul secundar. Apoi s-a adaugat
substratul cromogenic BCIP (5 brom-4 clor-3indolil-1 fosfat) / NBT (nitro blue tetrazoliu) care a
fost mentinut pana la aparitia benzilor. Acestea au fost vizualizate si cuantificate cu programul
ImageLab de la BioRad.

Expresia proteica a proteinelor Nrf2, HemOXI si a MMPs a fost analizata prin tehnica
Western blot. Pregatirea probelor, migrarea si transferul s-au realizat conform protocolului
mentionat anterior. Pentru detectia proteinelor de interes au fost utilizati anticorpi primari
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policlonali de iepure anti-MMP2, anti-MMP9, Nrf2 si HemOX]1. Drept anticorpi secundari, s-au
utilizat anticorpi anti-IgG de iepure conjugati cu fosfataza alcalina.

Nrf2 este un factor de transcriptie leucin-zipper (bZIP) de baza, care regleaza expresia a
numeroase gene, care codifica pentru antioxidanti si pentru enzime detoxificatoare prin legarea sa
la elementele de raspuns antioxidante (AREs) ce se afld in promotorii acestor gene. Nrf2 creste
hemoxigenaza 1, ducand la o crestere a enzimelor de faza II in vitro.

Hemoxigenazele (HO) sunt enzime esentiale care degradeaza hemul in monoxid de carbon
(CO), biliverdina si fier liber avand proprietati antiinflamatorii si anti-apoptotice.

TIn figura 2 se poate observa profilul si densitometrarea rezultatelor obtinute in cazul
expresiei proteice Nrf-2, HemOX1, MMP2, respectiv MMP9 in urma tratamentului in vivo cu
diferite complexe. Nivelul expresiei Nrf2 scade semnificativ Tn urma tratamentului cu complexele
CAG-CHR/Cyclo, CAG, CHR/Cyclo si CHR Ila toate loturile analizate comparativ cu grupul de
soareci fibrotici. Tn contrast, expresia HemOX1 a evidentiat un profil crescitor. Analiza expresiei
proteice (Figura 2) indicd o scadere semnificativa a nivelului MMP9 comparativ cu grupul de
soareci fibrotici, in timp ce expresia MMP-2 se mentine la nivelul primului lot, urmata de o scadere
semnificativa in cazul grupului tratat cu complexul CHR.

Pentru determinarea activitatii enzimatice a metaloproteinazelor (MMPS) s-a utilizat
metoda zimografiei. Aceasta metoda s-a realizat in sistem discontinuu pe un gel de concentrare de
poliacrilamidd 4% si un gel de migrare de poliacrilamidd 7.5%, 1n conditii denaturante (SDS-
PAGE). In compozitia gelurilor de migrare s-a addugat o solutie de gelatina 2% . Pentru gelatin
zimografie s-au incarcat 80 ug proteina/godeu.

Migrarea s-a realizat la 4 °C in tampon de electroforeza 1X la o tensiune de 90 V constant.
Dupa migrare, gelurile au fost spalate cu apa distilata si apoi incubate de 2 ori timp de 15 minute
cu tampon de renaturare Triton X-100, pentru a permite enzimelor sa-si recapete activitatea
enzimaticd. Dupa renaturare, s-a realizat o noua spalare cu apa distilata, iar apoi gelurile au fost
incubate sub agitare peste noapte la 37 °C in tampon de incubare 1X. Ulterior, s-a realizat colorarea
gelurilor cu solutie Coomasie Brillant Blue timp de 1 orad la temperatura camerei. Decolorarea
gelurilor s-a facut cu solutie 10% metanol si 10 % acid acetic in apa distilata, de 2 ori timp de 30
minute, pana la aparitia benzilor. Gelurile au fost vizualizate cu ajutorul programului Image Lab
BioRad, iar benzile obtinute s-au densitometrat utilizand programul Image J.

Analizand figura 12 se poate observa cd, activitatea pro-MMP2, respectiv MMP2 scade
semnificativ la toate loturile tratate cu complexele CAG-CHR/Cyclo, CAG, CHR/Cyclo si CHR
comparativ cu grupul de soareci fibrotici. De asemenea, activitatea enzimatica a MMP9 scade
semnificativ Tn cazul loturilor tratate cu complexele CAG-CHR/Cyclo, CHR/Cyclo si CHR.

Analiza statistica

Datele au fost analizate din punct de vedere statistic cu programul GraphPad Prism 8.0.2
utilizand metoda ANOVA one-way si testul Tukey. Rezultatele au fost reprezentate ca medie a
replicatelor (n = 6-10) = deviatia standard si considerate semnificative statistic la o valoare a lui p
< 0.05. Toate probele au fost comparate intre ele iar semnificatia statistica a fost reprezentata cu



(*) fatd de proba Diabet + fibroza; (#) fata de proba Diabet + reversie Fibroza; (&) fata de proba
Diabet + Fibroza + CAG-CHR/Cyclo; (o) fatd de proba Diabet + Fibroza + CHR/Cyclo.
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Activitatea 2.8 Evaluarea activitatii anti-fibrotice in vivo a CAG-CHR/Cyclo prin analiza caii
de semnalizare TGFp

Analiza expresiei genice a aSMA a relevat o supraexprimare semnificativd a tuturor
loturilor experimentale comparativ cu martorul sanatos. Inducerea fibrozei a determinat o crestere
suplimentara semnificativa a expresiei genice a aSMA si care se mentine la nivel ridicat si la 2
saptamani dupa inducerea fibrozei comparativ cu lotul diabetic (p<0.001). Loturile tratate au avut
o scadere semnificativd comparativ cu lotul diabetic si diabet-fibroza (p<0.001) (Fig.13). Acelasi
pattern a fost confirmat pentru expresia imunohistochimica a aSMA Tn tesuturile hepatice (fig.14).

Analiza expresiei genice a Smad 2 si 3 au relevat o supraexprimare semnificativa a tuturor
loturilor experimentale comparativ cu martorul sanatos. Inducerea fibrozei a determinat o crestere
suplimentara semnificativa a expresiei genice a Smad 2 si 3 si care se mentine la nivel ridicat si
la 2 saptamani dupa inducerea fibrozei comparativ cu lotul diabetic (p<0.001). Loturile tratate au
avut o scadere semnificativa comparativ cu lotul diabetic si diabet-fibroza (p<0.001) (Fig.15).
Acelasi pattern a fost confirmat pentru expresia imunohistochimica a Smad 2 si 3 in tesuturile
hepatice (fig.16).

In schimb, mMRNA Smad 7 a crescut semnificativ statistic la loturile tratate comparativ cu lotul
diabetic si diabet-fibroza, in special pentru lotul CAG-CHR/Cyclo (p<0.001) (Fig.15).

Analiza expresiei genice a TGFp a relevat o supraexprimare semnificativa a tuturor loturilor
experimentale comparativ cu martorul sanatos. Inducerea fibrozei a determinat o crestere
suplimentara seminificativa a expresiei genice a TGFB si care se mentine la nivel ridicat si la 2
saptamani dupa inducerea fibrozei comparativ cu lotul diabetic (p<0.001). Loturile tratate au avut
o scadere semnificativa comparativ cu lotul diabetic si diabet-fibroza, in special pentru lotul GAG-
CHR/Cyclo (p<0.001) (Fig.17). Acelasi pattern a fost confirmat pentru expresia
imunohistochimicad a TGFp in tesuturile hepatice (fig.18).
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