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INTRODUCERE

Doresc in introducere sa aduc multumiri indrumatorilor stiintifici si spirituali ai
prezentei lucrari, Prof. Univ. Dr. Constanta Ganea si Prof. Univ. Dr. Irina Elena Béran, pentru
oportunitatea de a ma forma intr-un laborator de inalta prestanta stiintifica, pentru sustinerea si
ajutorul neconditionat de care m-am bucurat de-a lungul anilor de cercetare doctorala.

Prezenta lucrare are ca scop principal testarea de noi abordari in terapia oncologica, arie
ce ridicd mereu noi probleme legate de rezistenta la tratament si dezvoltarea de malignitati
secundare. Aceste efecte nedorite apar intrucat nu se elimina in intregime (pe cale apoptotica,
preferabil) celulele expuse la agenti chimioterapici toxici administrati iatrogen. Celulele
tumorale mutante, chimiorezistente sunt rezultatul aparitiei si transmiterii de mutatii la nivelul
ADN-ului. Miza este aceea de a reusi sensibilizarea celulelor canceroase la inducerea apoptozei,
reducand astfel inflamatia si alte complicatii secundare chimioterapiei.

Noi tratamente farmacologice cu compusi care au demonstrat citotoxicitate selectiva
pentru celulele canceroase si citoprotectie pentru tesuturile sdnatoase sunt cele care ar putea
creste eficacitatea terapiei, permitdnd scaderea dozei de chimioterapic. Se amelioreaza astfel
semnificativ paleta de efecte secundare. Plecand de la date publicate Tn literatura de specialitate,
ne-am concentrat atentia pe substante a caror actiune bivalenta este deja cunoscutad
(citoprotectoare, respectiv citotoxica in tesutul sanatos, respectiv tumoral).

Misiunea acestei lucrari a fost de a studia in vitro activitatea antitumorala a substantelor
mai sus mentionate, in tratamente individuale sau In combinatii, pentru a identifica acele
asocieri cu potential chimioterapeutic ridicat, care sd poata fi testate clinic in viitorul terapiei
oncologice. Au fost investigate mecanismele de actiune la nivel celular si molecular ale acestor
substante cu scopul stabilirii dozelor si a timpilor de tratament care ar putea genera un efect
sinergic antiproliferativ Tn sistemul celular studiat. Pe langa efectele antiproliferative si pro-
apoptotice, ne-am preocupat de modificarile induse in metabolismul mitocondrial si de
mecanismele generatoare de stres oxidativ.

Un subcapitol al lucrarii de fata este dedicat fluorescentei celulare specifice emise de
celulele tratate cu EGCG, cu ajutorul careia - impreuna cu date complementare - S-au emis
ipoteze noi legate de mecanismul de actiune al acestui polifenol, prin legarea la Complexul 111
al lantului respirator mitocondrial.

Nu in ultimul rand, plecand de la rezultatele studiilor legate de citotoxicitatea

doxorubicinei si a menadionei in modelul celular studiat, se remarca in cazul celulelor anterior



tratate si incubate cu PI aparitia unei populatii distincte, care prezintd emisie crescuta pe FL1,
FS si SS, compatibila cu celule in curs de fragmentare. Propunem astfel o metoda simpla de
analiza multiparametrica a inregistrarilor de citometrie 1n flux, capabild sa recunoasca intreaga
populatie de celule apoptotice (indiferent de momentul ciclului celular in care sunt surprinse de
agentul chimioterapic) si sd determine simultan pentru celulele non-apoptotice din proba

distributia pe fazele ciclului celular.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Leucemia acuta limfoblastica (LAL) este un tip de leucemie acuta, o boald maligna a
celulelor hematopoietice, caracterizatad prin proliferarea celulard necontrolatd a limfoblastilor,
precursori imaturi ai celulelor B sau T aflati in diferite stadii ale ontogenezei. Are loc
acumularea celulelor canceroase imature care prezintd capacitatea de a infiltra progresiv
maduva osoasd hematogend, concomitent cu descarcari blastice si invazia tesuturilor periferice.

Doxorubicina este un medicament antineoplazic eficient, utilizat cu succes in diferite
tratamente ale cancerului, inclusiv leucemia acutd limfoblastica. In ciuda cercetarii intensive
asupra citotixicitatii sale, mecanismele responsabile pentru efectul antitumoral al acestui
medicament nu sunt complet elucidate. DOX poate induce fie apoptoza, fie necroza in diferite
linii celulare tumorale, in functie de doza si durata tratamentului (Nakagawa s.a., 2005). Fiind
o antraciclind amfifila, DOX difuzeaza cu usurinta in mediul intracelular si se intercaleaza in
ADN, formand aducte ADN si inhiband topoizomeraza Il (Baran, 2014). DOX se acumuleaza
de asemenea in interiorul mitocondriilor, unde poate produce cantititi considerabile de specii
reactive de oxigen (SRO), proces ce determind, foarte probabil, cardiotoxicitatea recunoscuta a
acestui agent. Tntrucat acest efect secundar sever al DOX poate debuta chiar si la intervale
considerabile de la finalizarea chimioterapiei la pacienti cu remisiune completa (in special la
copiii cu LAL), ar fi extrem de avantajos sd se dezvolte terapii in care DOX sa fie asociata cu
compusi care sd potenteze efectul antitumoral al antraciclinei, iar In celulele normale sa exercite
un efect citoprotector.

Alte doua dintre limitarile majore ale chimioterapiei se datoreaza dezvoltarii cancerului
secundar si a rezistentei la chimioterapie, puternic corelate cu incapacitatea de a activa apoptoza
in toate celulele care au fost expuse la agenti genotoxici. Acest lucru a condus la investigarea
unor abordari farmacologice noi, care sa sensibilizeze celulele canceroase la inducerea
apoptozei si care sd reduca in acest fel raspunsul inflamator si eventualele complicatii ale
chimio- sau radioterapiei.

Un accent deosebit s-a pus in ultimele decenii pe efectele benefice ale flavonoizilor
naturali. Intre acestia, quercetina, o componenti semnificativi a dietei zilnice, prezinta
importante proprietati antioxidante si anti-canceroase (Loke s.a., 2008; Rice-Evans s.a., 2003).
La momentul actual este cunoscut faptul ca inducerea mortii celulare de catre quercetina se face
predominant prin apoptoza, in conjunctie cu reducerea nivelului de necroza, ceea ce poate

reduce riscul inflamatiilor si complicatiilor posibile ale chimioterapiei (Gibellini s.a., 2011;



Kanadaswami s.a., 2005). Menadiona (vitamina Kz) induce stres oxidativ prin producerea unor
cantitati mari de superoxid prin ciclu redox la nivel mitocondrial sau prin reducere la nivelul
Complexului I al lantului respirator mitocondrial (Carr s.a., 2002; Jamison s.a., 2001; Lamson
s.a., 2003). In sistemul celular Jurkat, concentratiile scizute de menadiona induc apoptoza, in
timp ce dozele crescute (>10 microM) au efecte citotoxice. Toxicitatea acestui agent a fost
evaluata in studii clince cu administrare intravenoasa, iar studii in vivo au aratat cd MD este un
chimio- si un radio-sensibilizator eficient. Este recunoscut faptul ca efectele apoptogene ale QC
si MD sunt mediate de cresterea nivelului citosolic de Ca®*, deschiderea porilor mitocondriali
de tranzitie a permeabilitatii, anularea potentialului transmembranar mitocondrial si eliberarea
citocromului ¢ din mitocondrii.

Epigalocatehina galata (EGCGQG) este un polifenol continut in anumite plante si alimente
(in special Tn ceaiul verde Camellia sinensis) cu numeroase proprietati farmacologice, intre care
le remarcam pe cele antioxidante, antibacteriene, antimutagenice, antiresorbtive, si nu in
ultimul rénd, antitumorale. Plecand de la observatia ca celulele tumorale sunt mai sensibile la
actiunea EGCG comparativ cu cele integre (Chen s.a., 1998; Tao s.a., 2013), acest compus
polifenolic a fost utilizat cu succes in prevenirea precum si in tratamentul a numeroase tipuri
de cancere. Mai mult decat atat, studii in vitro au demonstrat interactiuni de tip aditiv sau
sinergic intre EGCG si alte chimioterapice precum erlotinib, capecitabind, docetaxel si
gemcitabind (Amin s.a., 2009; Stearns s.a., 2011; Voltas.a., 2013). Interferenta cu mecanismele
celulare se face in special prin intermediul caracterului pro- sau antioxidant al EGCG, in functie
de doza (Scalbert s.a., 2005). Anihilarea speciilor reactive de oxigen sau azot si complexarea
cu metale bivalente precum Fe sau Cu valideaza comportamentul sdu antioxidant (Scalbert s.a.,
2005), dar in prezenta Fe sau Cu, EGCG poate sd sufere procese de oxidare a gruparilor fenolice

din compozitia sa, generand specii reactive de oxigen (Ouadid-Ahidouch s.a., 2000).



CONTRIBUTII PERSONALE

Material si metoda

Culturi celulare

Pentru experimentele prezentei lucrdri au fost cultivati limfoblasti umani Jurkat
(limfocite T de leucemie acuta limfoblastica, clona E6.1 din ATCC). Culturile de celule Jurkat
au fost propagate in mediu RPMI 1640 continind GLUTAMAX-I si HEPES, suplimentat cu
10% FBS, 100 unitati/ml penicilind si 100 mg/ml streptomicina, fiind mentinute in incubator la
37°C, intr-o atmosfera cu 5% CO».

Pentru masurarea densitatii, viabilitatii si a morfologiei celulelor s-a utilizat o camera
CCD Logitech QuickCam Pro 4000, conectata la un microscop Olympus CK30 cu contrast de
faza. Metoda excluderii cu albastru de tripan a stabilit viabilitatea celulelor. Concentratia
celulelor in diferite probe precum si volumul celular mediu au fost masurate cu ajutorul
Countess Automated Cell Counter (Invitrogen).

Pentru caracterizarea efectelor combinatiilor DOX/QC/MD/EGCG in limfoblasti umani
leucemici de tip Jurkat, suspensiile celulare Jurkat au fost expuse la combinatiile de DOX si/sau
QC si/sau MD si/sau EGCG la dozele indicate pe duratele specificate, apoi au fost investigate

pentru evaluarea efectelor biologice.

Supravietuire celulara clonogena

Dupa tratamentele efectuate, celulele au fost spalate de doua ori cu PBS cald,
resuspendate in mediu proaspat si cald, numarate cu ajutorul Countess Automated Cell Counter
(Invitrogen) si distribuite in placi cu 96 de godeuri, cu o densitate de 3-6 celule/100 pl mediu
complet/godeu. Dupa o perioada de 3-4 saptamani in care celulele au fost pastrate in incubator,
placile au fost examinate la microscopul cu contrast de faza. Au fost numarate acele godeuri in
care au existat colonii cu minim 50 celule. Eficienta de cultivare a fost calculata ca fiind [In
96/(nr. godeuri negative)]/(densitatea celular@)x100 (Baran s.a., 2010; Béaran s.a., 2011).
Supravietuirea celulara clonogena s-a determinat ca raport intre eficienta de cultivare a celulelor
tratate si cea a probei control (celule netratate cu substanta activa, ci cu solventul in care a fost

dizolvata aceasta, in aceeasi proportie volumica).

Citometrie n flux
Pentru determinarea apoptozei/necrozei, ~ 1x10° celule au fost tratate cu DOX + QC +

MD + EGCG. Dupa tratamente, celulele au fost spalate de doud ori cu PBS si colorate cu



Anexina V-FITC (Pharmingen) si PI (Pharmingen), corespunzator indicatiilor producatorului.
Probele au fost analizate imediat la citometrul Beckman Coulter Gallios. Emisia a fost
inregistratd pe FL1 (525/40 nm) pentru Anexina V-FITC si pe FL3 (620/30 nm) pentru PI.
Celulele negative atat pentru Anexina V-FITC (detecteaza externalizarea fosfatidilserinei n
celulele apoptotice) cat si pentru PI, au fost considerate celule viabile, cele pozitive pentru
Anexind V-FITC si negative pentru PI au fost considerate ca fiind celule aflate in apoptoza
timpurie, iar cele pozitive pentru ambii fluorocromi au fost considerate ca fiind aflate in faza
de apoptoza/necroza tarzie.

Pentru determinari ale fractiilor celulare in diferitele faze ale ciclului celular, probe
continand 10° celule, tratate Tn prealabil, au fost incubate timp de 30 min. Tn solutie tampon
contindnd PI/RNA-za (Pharmingen), in care s-a dizolvat in prealabil Triton X-100 (0.1%) si
digitoninad (25 puM). Probele au fost apoi spalate cu PBS, incubate cu iodura de propidiu (PI)
pentru 15 min. la intuneric si la temperatura camerei, apoi au fost analizate cu citometrul Tn flux
Beckman Coulter Gallius. Emisia a fost inregistrata pe FL3 (620/30 nm), acumuland cel putin
10000 de evenimente pentru fiecare probd. Apoptoza a fost evaluata ca fractia celulelor
hipodiploide (fractia sub-Go/G1). Fractiile Go/G1, S si G2/M au fost calculate pentru populatia
celulelor non-apoptotice, prin excluderea evenimentelor hipodiploide din analiza ciclului
celular.

Pentru determinarile de polarizare mitocondriala, JC-1 (1 pg/ml) a fost adaugat in
suspensia de celule in ultimele 20 minute ale tratamentului indicat, apoi celulele au fost spalate
de doud ori cu SS cald, colorate cu AnnV-APC potrivit instructiunilor producatorului si
analizate la citometrul Beckman Coulter Gallios. Maximele de emisie ale JC-1 corespunzatoare
lungimilor de unda pentru rosu si verde au fost inregistrate pe FL1 (525/40 nm) si FL3 (620/30
nm), dupa excitatie la 488 nm. Maximul de emisie al AnnV-APC a fost detectat pe FL6 (660/20
nm), dupa excitatie la 638 nm.

Pentru evaluarea stresului oxidativ, celulele au fost spalate cu SS, resuspendate in SS
continand 0.5 uM CM-H2DCFDA si incubate timp de 10 minute, la 37°C in intuneric. Celulele
au fost apoi centrifugate si resuspendate in 0.1 ml SS continand 7-AAD. Dupa incubare timp
de 15 minute la temperatura camerei, In intuneric, probele au fost diluate cu 0.4 ml SS si
masurate imediat la citometru. Emisiile CM-H2DCFDA si 7-AAD au fost inregistrate pe FL1
(525/40 nm) si FL4 (675/20 nm).



Spectrofluorimetrie

Suspensia de celule netratate, cu volumul de 1.5 ml si cu densitatea de 10° celule/ml, a
fost transferata intr-o cuveta de cuart, la o temperatura constanta de 37°C, sub agitare continua.
Pentru masurarea efectelor biologice urmarite s-a folosit spectrofluorimetrul Horiba Jobin
Yvon, prevazut cu doua monocromatoare. Primele 5 minute ale tuturor experimentelor au vizat
atingerea echilibrului termic al probei. Timpul de integrare la inregistrarea spectrelor
individuale a fost de 0.1 s, respectiv 0.01 s pentru date in modul cinetic. Concentratia NADH
si starea de polarizare a membranei mitocondriale au fost intotdeauna investigate Tmpreuna,
pentru aceleasi probe.

Pentru explorarea polarizarii mitocondriale, JC-1 (1 ng/ml) a fost adaugat in suspensia
de celule in ultimele 20 minute ale tratamentului indicat, apoi celulele au fost spalate de doua
ori cu PBS cald si transferate la spectrofluorimetru. Excitarea celulelor s-a facut la 490 nm,
inregistrandu-se cate trei spectre de emisie pentru fiecare proba. Nivelul polarizarii
mitocondriale a fost evaluat ca raport intre doua fluorescente, F594/F534 (fluorescenta emisa
de JC-1 la 594 nm, respectiv 534 nm), ulterior normalizat la raportul F594/F534 obtinut pentru
proba control (Baran s.a., 2013).

Pentru determinarea concentratiei de NADH mitocondrial, excitatia probei s-a facut la
340 nm, iar spectrele au fost colectate in triplu exemplar. Concentratia de NADH mitocondrial,
[NADH]m, a fost evaluata ca raport intre fluorescenta emisa la 450 nm si cea emisa la 374 nm.
Raportul astfel obtinut a fost ulterior normalizat la raportul F450/F374 obtinut pentru proba
control (Baran s.a., 2013).

Pentru evaluarea stresului oxidativ, celulele au fost spalate cu SS cald, resuspendate
(prin aspirarea supernatantului cu pipeta Pasteur) in SS continand 0.5 uM CM-H2DCFDA si
incubate timp de 10 minute, la 37°C 1n intuneric. Excitarea celulelor s-a facut la 490 nm,
nregistrandu-se cate trei spectre de emisie pentru fiecare proba, iar stresul oxidativ a fost
evaluat ca fluorescenta emisa de CM-H>DCFDA la 522 nm.

Pentru inregistrarile cinetice, probele au fost excitate la fiecare 20 s, cu urmatorii
parametri de excitatie/emisie: 490 nm/522 nm pentru CM-H2DCFDA si 340 nm/450 nm pentru
NADH. La momentele de timp indicate, agentii investigati (EGCG sau MD) au fost adaugati
direct in suspensiile de celule, fara intreruperea inregistrarilor (Baran s.a., 2013).

Pentru determinarea concentratiei mitocondriale de Ca®* ([Ca?"]m) a fost necesari
prepararea Dihidro-Rhod-2 (DiH-Rhod-2) prin adaugarea de NaBH4 dizolvat in metanol peste
solutia stoc de Rhod-2/AM, chiar inaintea utilizarii. Celulele au fost spalate de doua ori cu SS

cald, tratate cu 6 uM DiH-Rhod-2, apoi pastrate timp de 20 minute in incubator. Dupa alte doua
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spaliri, probele au fost resuspendate in SS cald, ajustate la concentratia de 5-10 x 10° celule/ml,
incubate pentru 10 minute la 37°C si apoi masurate cu ajutorul spectrofluorimetrului. Pentru
evaluarea fluorescentei DiH-Rhod-2, excitatia s-a facut la lungimea de unda de 552 nm,
spectrele de emisie au fost culese la 577 nm. Dupa 7 minute de inregistrare continua, in
suspensia de celule s-a adaugat EGCG in concentratiile indicate (respectiv DMSO in proba
control). In vederea obtinerii fluorescentei maxime, dupi alte 10 minute de inregistrare, s-a
adaugat treptat Triton X-100 (TriX) in probe, incepand cu concentratia de 1 % si culminand cu
3-4 %.

Pentru caracterizarea fluorescentei celulare induse de EGCG, spectrele au fost culese
succesiv, cu frecventa de aproximativ unul pe minut. Fiecare inregistrare a cuprins un spectru
de emisie, dupa excitatie la 365 nm si un spectru de excitatie cu emisia la 390 nm. Curbele
obtinute au fost corectate pentru semnalul de fond si autofluorescenta, apoi exprimate ca suma
a trei functii gaussiene. Valorile corespunzatoare cuplului excitatie/emisie 365 nm/460 nm au
fost considerate ca fiind efectul NADH celular. Celelalte doud functii corespunzatoare
cuplurilor excitatie/emisie 330 nm/390 nm si 350 nm/390 nm au fost Tn continuare analizate n
vederea caracterizarii componentelor principale ale fluorescentei induse de EGCG. Doua cicluri
(fiecare constituit din doud Inregistrari de spectre) au fost inregistrate dupa addugarea de
substante, dupa cum urmeaza. Primul ciclu de masuratori s-a efectuat pe celule netratate, iar al
doilea dupa addugarea de CsA, AM sau ROT. in cadrul fiecarui ciclu de masuritori, EGCG a
fost adaugat in doze succesive, pana la atingerea concentratiei tinta dorite (700 uM la final).
Ulterior, a urmat adaugarea de DNP sau TriX. Pentru date suplimentare, s-au efectuat

inregistrari in continuarea adaugarii de EGTA, HCl sau NaOH.

Statistica

Analiza datelor a fost realizata cu ajutorul software-ului WinMDI 2.9, iar fitarea datelor
cu ajutorul programului Origin, versiunea 7.5. Testarea statistica de semnificatie a fost realizata
folosind Testul Student T. S-a considerat semnificativa valoarea pentru p < 0.05. Rezultatele
sunt exprimate sub forma de valoare medie +/- deviatie standard si au fost obtinute in urma a

minimum 3 masuratori desfasurate conform metodologiei prezentate.
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Efectele Doxorubicinei : tratamente combinate cu Quercetina si/sau

Menadiona

Prima parte a lucrarii de fata s-a concentrat pe studii in vitro de investigare a
potentialului chemoterapeutic, a efectelor celulare si mecanismelor de actiune ale doxorubicinei
(DOX) administrata sub forma de monotratament sau in combinatie cu quercetina (QC) si/sau
menadiond (MD), doxorubicina fiind un medicament antitumoral utilizat cu succes in
tratamentul leucemiei acute limfoblastice.

In acest scop, am utilizat limfoblasti umani Jurkat ca model de leucemie acuti
limfoblastica (LAL) umana si am urmarit in principal efectul antiproliferativ al doxorubicinei
sl potentarea acestuia de catre tratamente cu QC si/sau MD Tn acest model, in limita parametrilor
de tratament cu relevanta clinica (aplicand timpi de expunere specifici schemelor clinice de
tratament si concentratii terapeutice ale agentilor). Dupa expunerea celulelor la dozele indicate
de agenti antiproliferativi, au fost evaluate prin citometrie in flux viabilitatea celulara,
apoptoza/necroza, distributia ciclului celular, polarizarea mitocondriala si statusul oxidativ al
celulelor.

Am urmarit sa reducem dozele de QC si MD la valori comparative cu nivelurile
terapeutice cunoscute, avand in vedere si faptul cd o administrare prelungitd (de 48 h) permite
reducerea nivelului plasmatic de doxorubicind in schemele clinice de tratament, cu consecinte
benefice pentru pacient. Utilizarea clinica a quercetinei este in prezent limitata de faptul ca in
schemele de administrare pe termen scurt acest flavonoid prezinta o biodisponibilitate scazuta
in plasma sangvina, datoratd metabolismului sau caracteristic, foarte rapid. De asemenea,
pentru a atinge parametrii necesari, care sa sustina efectul antitumoral al menadionei si sa
asigure deci rezultate clinic pozitive, s-a dedus ca sunt necesari timpi prelungiti de perfuzie, de
24-48 h.

Monotratamentul cu DOX a indicat o crestere considerabila a mortalitatii celulare
observate la 45-48 h dupa spalari, comparativ cu rata evaluatd imediat dupa tratament. Efectele
citotoxice imediate sunt observate la concentratii >200 nM DOX si indica o dependenta de doza
bimodala si cooperativa. Combindnd DOX cu QC si/sau MD la concentratii clinic relevante,
viabilitatea celulard a fost redusa suplimentar, inca de la doze mici de DOX, la fel si gradul de
cooperativitate al DOX.

Un grad ridicat de cooperativitate asociat cu efectul citotoxic al unei substante prezinta

un risc consistent de afectare a tesutului sanatos intr-un mod necontrolat, de aceea se doreste
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asocierea cu agenti care sa reduca acest risc. Acesta este un argument important pentru care
combinatia DOX:QC:MD, in conditiile de tratament prezentate mai sus, sa fie propusa pentru
introducerea in studii clinice In vederea elaborarii unor scheme de terapeutice pentru leucemie.

Efectul citotoxic al doxorubicinei a fost asociat cu apoptoza, concentratii fiziologice de
doxorubicina (~100 nM) inducand un procent considerabil de apoptoza timpurie dupa 45 h de
tratament, confirmand si In acest model celular capacitatea sa pro-apoptoticd. Adaugand QC si
MD 1in doze cu semnificatie clinica tratamentelor cu DOX, se remarca cresterea ratei de
apoptoza timpurie. Acest lucru confera un avantaj cu potential chimioterapeutic, comparativ cu
o schemd monotratament.

Un efect relevant al expunerii la doxorubicina timp de 45 h consta in cresterea fractiei
celulare sub-Go si blocajul ciclului celular cu aspect bimodal. Astfel, la concentratii de 20-200
nM doxorubicina a oprit selectiv ciclul celular in faza G./M, probabil prin inhibarea
topoizomerazei Il si lezarea ADN-ului prin mecanisme oxidative. La concentratii de
aproximativ 300 nM, DOX a reusit blocarea ciclului celular in faza S, mecanismele propuse
fiind rupturi ale catenelor ADN si mutatii de tip ATM (ataxie — teleangiectazie). Concentratii
si mai mari de DOX au dus la cresterea progresiva a fractiei de celule aflate in faza Go/Ga.

Asocierea cu QC sau MD moduleaza blocajul ciclului celular indus de DOX, pe cand
adaugarea a 10 uM QC + 2 uM MD a crescut considerabil fractia de celule aflate in faza S
(atingdnd un maxim de 63%, comparativ cu valoarea de 32% obtinutd la control) si a scazut
semnificativ fractia de celule G2/M la doze > 300 nM DOX. Combinatia 10 pM QC + 5 pM
MD a indus blocaj Tn G2/M 1in prezenta unui nivel de 40-70 nM DOX si blocaj in faza S in
asociere cu > 200 nM DOX.

DOX la doze clinice semnificative induce stres oxidativ la nivel celular, acest fenomen
fiind puternic amplificat de MD (10-15 uM). Quercetina are un comportament dual, fiind cu
precadere antioxidantd cind este addugatd celulelor sandtoase si demonstrand un efect major
pro-oxidant in celule tumorale. Aceasta caracteristica a sa ar putea sa previna alterarea celulelor
sanatoase sub actiunea DOX, de exemplu cardiotoxicitatea indusd de aceasta.

In concluzie, datele prezentului studiu demonstreazi ca doxorubicina scade viabilitatea
celulara, induce apoptoza, blocajul ciclului celular si stres oxidativ in modelul celular Jurkat
intr-o manierd dependentd de doza. Prin combinarea DOX cu QC si MD se exercita un efect
antiproliferativ sinergic, fapt ce permite reducerea dozelor de doxorubicina. Din acest motiv,
sunt incurajate studii viitoare pentru testarea utilittii clinice a acestei combinatii in terapia

leucemiei acute limfoblastice.
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Analiza ciclului celular — optimizare si corelatii

Plecand de la rezultatele studiilor legate de citotoxicitatea doxorubicinei, quercetinei si
a menadionei in modelul celular studiat, se remarcd aparitia unei populatii distincte, care
prezintd emisie crescutd pe FL1, FS si SS, compatibild cu celule in curs de fragmentare.
Propunem astfel o metoda simpla de analiza multiparametrica a inregistrarilor de citometrie in
flux, capabila sd recunoasca intreaga populatie de celule apoptotice (celule cu ADN fragmentat,
ce includ fractiile sub-Go/G1, Sub-S si sub-G2/M) si sa determine simultan pentru celulele non-
apoptotice din proba distributia pe fazele ciclului celular. Celulele Jurkat au fost anterior tratate,
apoi marcate cu PI dizolvata intr-o solutie tampon de PI/RNA-za imbogatita cu Triton X-100
si digitonina.

Este de mentionat ca utilizand aceeasi metoda, in urma a multiple tratamente diferite cu
DOX-QC, DOX-MD, DOX-QC-MD, se observa o corelatie similara, foarte puternica, intre
fractia de celule cu ADN in curs de fragmentare (excluse din analiza ciclului celular) si fractia
de celule apoptotice determinata separat, prin marcarea celulelor cu AnnV/PI. In toate aceste
cazuri, coeficientul de corelatie Pearson a avut valori de peste 0.98.

Utilizand exclusiv graficele FL3/FS, fara a tine cont de datele FL3/SS si FL3/FLI, se
pot reproduce cu usurintd rezultatele cantitative care descriu distributia celulelor pe faze ale
ciclului celular. Acest lucru ar scddea doza maxima de agent chimioterapic care se poate
administra In suspensia celulard, dozd pentru care analiza ciclului celular este Incad posibila.
Chiar si asa, intervalul concentratiilor ce se pot administra este mai larg decat cel utilizabil intr-
o analizd conventionald bazatd pe hipodiploidie aparentd (ce considera doar evenimentele cu
continut de ADN <2 n).

De exemplu, histogramele PI neprelucrate prezinta distorsiuni ale formei la concentratii
ale DOX care depasesc 100 nM, asa incat ele nu pot fi analizate cu ajutorul metodei
conventionale. Daca aplicam insa filtrul care se bazeaza pe graficul FL3/FS ca unic criteriu de
discriminare pentru evenimentele care implica pierderea de material genetic, se poate extinde
limita superioard a dozei de DOX pana la valori ce ating 500-1000 nM.

Considerand cd suprapunerea spectrala este redusda, am verificat daca inregistrarea
datelor pe FL10 (excitarea probelor a avut loc la 405 nm, iar emisia a fost inregistratd in
intervalul 450/40 nm) aduce informatii suplimentare. Datele obtinute au fost similare

inregistrarii pe FL1, fard a se observa particularitati suplimentare.
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Avand toate aceste rezultate, se impun studii ulterioare comparative cu tehnici standard,
care sa valideze aceastd metoda si sa o verifice pe linii celulare diferite. Primele propuse ar fi
metodele TUNEL (Gorczyca s.a., 1993) si FLICA (Bedner s.a., 2000), intrucat acestea pot
identifica cu succes rupturi ale lanturilor de ADN prin marcarea directd cu dUTP, inca din
stadiile precoce ale apoptozei (Gorczyca s.a., 1993) si activarea caspazelor prin marcare cu
inhibitori ai acestora legati de molecule fluorocrome (Bedner s.a., 2000).

Intrucat fixarea celulelor urmati de permeabilizarea membranelor celulare este o etapi
obligatorie a tehnicii TUNEL si optionald pentru metoda FLICA, marcarea suplimentara cu PI
poate fi combinata cu oricare dintre cele doua tehnici cu scopul de a evalua prin citometrie in
flux continutul de ADN celular. Metoda propusa in studiul de fatd (marcarea cu PI) prezinta
avantaje practice precum rapiditate si simplitate, tehnica in sine nefiind sofisticata sau greu de
executat. Tehnicile alternative precum TUNEL sau FLICA presupun mai multi pasi si sunt mai
elaborate, intrucat presupun folosirea mai multor indicatori de fluorescenta. Acest lucru poate
impacta afinitatea, specificitatea si caracteristicile spectrale ale moleculelor fluorescente care
se leaga de tintele lor moleculare.

In concluzie, metoda propusi in studiul de fatd poate diferentia celulele care au parasit
ciclul celular intr-o maniera foarte accesibild, prin simpla marcare a probelor cu PI. in plus, se
disting subfractiile celulare care au luat-o pe drumul apoptotic parasind ciclul celular din fiecare
dintre etapele sale. Aceste informatii ar putea fi de un real beneficiu pentru investigatiile clinice
care studiaza cantitatea de ADN celular sau raspunsul ciclului celular in urma administrarii a

diferite tratamente.
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Efectele Epigalocatehinei-3-Galat: monoterapie versus combinatii cu

Menadiona

In ultima sa parte, lucrarea de fatd a reusit s completeze profilul citotoxic al EGCG in
sistemul celular Jurkat, folosind tehnica supravietuirii celulare clonogene, inregistrari de
citometrie in flux si de spectrofluorimetrie. Tratamentele de duratd scurtd (1 h) reusesc sa scada
viabilitatea celulelor intr-o maniera dependenta de doza, prin implicarea a trei molecule de
EGCG ce interactioneaza cooperativ. Indexul combinatorial obtinut in urma studiilor de
supravietuire clonogena (0.3—0.6) demonstreazd Imbunatatirea efectului antiproliferativ al
EGCG de citre menadioni in mod sinergic. Inregistririle de citometrie in flux pe celule marcate
cu AnnV si PI sugereaza ca efectul citotoxic al EGCG administrat in monoterapie sau in
combinatie cu MD este insotit de apoptoza.

Daca dupa expunerea celulelor timp de o ord la EGCG, polifenolul are efecte
antioxidante, dupa indepartarea sa din suspensia celulara este stimulat un mecanism generator
de stres oxidativ. Tn paralel, EGCG induce depolarizarea precoce a membranei mitocondriale
in timpul expunerii, insd in ora care succede spalarea probelor membrana mitocondriald devine
hiperpolarizata, efect durabil in timp.

Caracterul cooperativ al EGCG se poate observa si legat de efectul imediat de
depolarizare a membranei mitocondriale, prezenta MD amplificandu-1 de la doud molecule la
patru molecule de EGCG care conlucreaza in acest scop. Dacd in absenta MD generarea de
SRO parea sd se datoreze interactiunii dintre o moleculd de EGCG cu tinta sa celulara
(insensibild la MD), tratamentele combinate au stimulat un mecanism pro-oxidant suplimentar,
ce presupune cooperativitate intre patru molecule de EGCG. Mai mult decat atat, se pare ca
EGCG si1 MD interactioneaza sinergic pentru a activa aceastd noud “sursa” de SRO.

in conditiile de lucru propuse in studiul de fatd, EGCG a reusit s scada, tot intr-0
maniera cooperativa si dependentd de doza, concentratia mitocondriala de calciu. Parametrii
care caracterizeaza cantitativ acest efect (ICso, coeficientul Hill) sunt similari celor obtinuti in
urma studiilor de supravietuire clonogena, fapt ce in contextul actual sugereaza ca efectul
antiproliferativ al EGCG poate fi mediat de alterarea homeostaziei calciului (mitocondrial mai
ales) 1n sistemul celular studiat. La analiza atenta a datelor se constata, fard a confirma o relatie
de tip cauzd — efect, corelatii importante intre efectul citotoxic al EGCG si disfunctia
mitocondriala indusa, respectiv generarea de stress oxidativ. Este nevoie de studii suplimentare

care sa confirme aceste ipoteze.
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Totusi, plecand de la parametrii cantitativi obtinuti (ICso, coeficientul Hill) coroborati
cu coeficientii Pearson rezultati in urma analizei corelatiei intre seturile de date, putem deduce
ca moartea celulara in celulele Jurkat este puternic corelatd cu scaderea prompta a nivelului de
calciu mitocondrial, care a persistat cel putin doud ore dupd expunere si care este independenta
de generarea de stress oxidativ sau de modificarea starii de polarizare a membranei
mitocondriale, cu stresul oxidativ ce apare la cel putin 2 h dupa adaugarea agentului in suspensia
celulara, cu colapsul mitocondriei, identificabil in timpul expunerii si persistent pe perioada
tratamentelor de lunga duratd, cu cresterea rapida a nivelului de NADH, probabil prin inhibarea
Complexului IIT al lantului respirator si nu in ultimul rdnd cu cresterea fluorescentei celulare
F350 in paralel cu variatia concentratiei de NADH (lungimea de unda pentru excitatie a fost
350 nm, iar pentru emisie 400 nm).

Antimicina A impreuna cu EGCG au indus aceeasi fluorescenta celulara, avand emisia
la 400 nm si doud benzi de excitatie la 330 nm si 350 nm, efect care nu a fost observat dupa
expunerea celulelor la alte substante, precum ar fi: rotenon, quercetind, menadiond, 2,4-
dinitrofenol, dantrolen, rianodina, cafeina, ionomicina sau doxorubicind. Se pare ca structurile
care emit fluorescenta descrisa mai sus sunt cel mai probabil variante conformationale sau stari
energetice diferite ale aceleiasi macromolecule ce apartine unui organit intracelular si care este
sensibild la CsA, calciu si la modificari de pH. Cele doua stari sunt asociate cu maxime ale
spectrelor de excitatie la 330 nm si 350 nm si se pare cd expun doua, respectiv un situs de legare
pentru EGCG, in primul caz cele doud situsuri avand efecte diferite (stimulatoare, respectiv
inhibitoare) asupra emisiei fluorescentei celulare descrise.

Coroborand toate rezultatele, ne putem géndi ca fluorescenta celulara specifica detectata
dupa incubarea celulelor Jurkat cu EGCG si AM poate proveni dintr-un supercomplex
mitocondrial, alcdtuit din dimerul Complexului IIT si dimerul ATP-sintazei, reprezentand un
instrument valoros pentru a caracteriza proprietatile functionale ale lantului respirator
mitocondrial. EGCG pare sa fie un inhibitor direct al respiratiei celulare in modelul studiat, dar
sunt necesare experimente viitoare care sa caracterizeze acest efect si mai ales sa confirme
aceastd legatura functionala dintre EGCG si Complexul III al lantului respirator.

Concluzia certa care se desprinde din lucrarea de fata afirma cé tratamentele combinate
cu EGCG — MD (concentratii moderate 10 uM EGCG, 10 pM MD, durate cuprinse intre 6 si
48 h) sunt capabile sa scada semnificativ viabilitatea celulara in modelul celular studiat, proces
insotit de o ratd importanta de apoptoza. Rdmane de investigat daca acest efect al tratamentului
este reglat diferit n celulele normale comparativ cu cele canceroase, astfel incat acesta sa poata

fi adresat aplicatiilor clinice. Datorita toxicitatii remarcate la administrarea continua timp de
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24-48 h, trebuie stabilita cu prudentd fereastra terapeuticd pentru a evita efecte secundare
nedorite.

Se pare ca administrarea EGCG prin intermediul lipozomilor sau a nanocapsulelor este
asociatd cu imbunatatirea absorbtiei intestinale a polifenolului, permitand reducerea de pana la
de 10 ori a dozei, cu pastrarea eficacitatii efectului antitumoral (Chow s.a., 2005; Luo s.a., 2014,
Siddiqui s.a., 2014). Utilizand aceasta formuld de administrare, concentratia de EGCG liber 1n
plasma necesara pentru efecte echivalente este semnificativ mai mica, intrucat nivelul de care
este nevoie intracelular este atins prin fuziunea transportorului moleculei de EGCG cu
membrana celulard a celulei tinta.

Rezultatele obtinute in studiul de fatd dezvaluie noi aspecte legate de mecanismele de
actiune ale EGCG si ale combinatiei sale cu MD in modelul celular Jurkat si invita la
experimente ulterioare menite sa aprofundeze potentialul chimioterapeutic al combinatiei

EGCG-MD pe modele diferite in vitro sau/si pe modele animale.
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