
Raport stiintific 

privind implementarea proiectului in perioada ianuarie – decembrie 2012

Analiza detaliată a apoptozei şi a luminescenţei întârziate în celulele leucemice umane Jurkat T în urma iradierii cu 
protoni şi a tratamentelor cu agenţi oxidanţi şi flavonoide

Introducere.  Aşa  cum  am  arătat  deja  în  prima  fază  a  proiectului,  epigalocatechina-3-galată  (EGCG)  şi  
quercetina  (QC;  3,5,7,3’,4’-pentahydroxyflavone)  sunt  două  flavonoide  bine  investigate  care  inhibă  proliferarea  
celulară şi induc apoptoza în diferite tipuri de cancer [1-6]. În continuarea unor cercetări anterioare referitoare la  
acţiunea acestor doi compuşi asupra celulelor leucemice umane Jurkat-T [7], am investigat mai amănunţit relaţia  
dintre apoptoză şi luminescenţa întârziată (DL) în acest tip de celule, în urma tratamentelor cu diferite substanţe. Am 
utilizat menadiona (MD) şi peroxidul de hidrogen (H2O2 - apa oxigenată) pentru a induce stresul oxidativ şi cele două 
flavonoide, QC şi EGCG, aplicate singure sau în combinaţie cu MD sau H2O2. Întrucât în terapia diferitelor tipuri de 
cancer se utilizează adesea tratamente combinate, medicamente-radiaţii, am utilizat fascicule de protoni de 62 MeV 
pentru a iradia celulele cu doze uniforme de 2 ori 10 Gy, respectiv. Am evaluat apoptoza, distribuţiile în ciclul celular  
şi luminescenţa întârziată. Am arătat că MD, H2O2 şi QC au fost inductori potenţi ai apoptozei şi inhibitori ai DL. 
Quercetina a scăzut supravieţuirea celulară şi nivelul de NAD(P)H într-o manieră dependentă de doză. Iradierea cu  
protoni cu 2 Gy dar nu şi cu 10 Gy a crescut rata apoptotică. Totuşi, ambele doze au indus o oprire substanţială a  
fazei G2/M. Quercetina a redus apoptoza şi a prelungit oprirea G2/M indusă de radiaţie. Spectroscopia DL a indicat 
faptul  că  iradierea  cu  protoni  a  dus  la  întreruperea  fluxului  de  electroni  în  Complexul  I  al  lanţului  respirator  
mitocondrial, explicând astfel necroza masivă indusă de către doza de 10 Gy de protoni şi, de asemenea, a sugerat o  
acţiune echivalentă a menadionei şi quercetinei la nivelul centrului N2 Fe/S, care ar putea fi mediată de legarea lor la  
un site comun în Complexul I, probabil locul de legare a rotenonului. 

Materiale şi metode. Metoda de lucru a fost descrisă în detaliu in raportul ştiinţific in extenso al proiectului, ca şi în 
publicaţia rezultată în urma studiului de faţă [8]. Pe scurt, am efectuat măsurători de viabilitate celulară prin colorare  
cu albastru tripan, iar apoptoza şi  ciclul  celular au fost determinate prin evaluare la citofluorimetru in flux prin  
marcarea probei celulare cu iodura de propidiu. Am efectuat aceste măsurători pe  culturi celulare de limfoblaşti 
umani Jurkat menţinuţi în cultura în suspensie, în mediu Mega-Cell RPMI 1640 suplimentat cu 5% ser fetal bovin 

inactivat termic, 100 U/ml penicilină şi 100 µg/ml streptomicină. Condiţii de iradiere. Suspensiile celulare (7 ml) au 
fost  iradiate în tuburi  de centrifugă de 50 ml în poziţie  verticală.  Fasciculele de protoni de uz clinic de 62 MeV  
accelerate în ciclotronul supraconductor de la LNS-INFN, Catania (Italia) au fost utilizate la o rată a dozei de 11.76  
Gy/min.  Ca dozimetru de referinţă a fost  adoptată o cameră de ionizare PTW 34045 Markus. Spectroscopia de  
luminescenţă întârziată.  Am utilizat  o variantă îmbunătăţită a sistemului  ARETUSA [9],  un echipament de mare 
sensibilitate capabil să detecteze fotoni singulari. Probele celulare au fost excitate cu un laser pe bază de azot (Laser 
Photonics LN 230C; lungime de undă 337 nm, lărgime a pulsului de 5 ns, energie 100 ± 5 µJ/puls). Pentru detecţia  
fotoemisiei s-a utilizat un tub fotomultiplicator multi-alcalin  (Hamamatsu R-7602-1/Q) pentru semnale cu lungimi de 
undă în domeniul vizibil (VIS, 400-800 nm), în mod de numărare a fotonilor singulari.  Spectrofluorimetrie. Pentru a 
determina nivelul intracelular relativ de nicotinamid adenin nucleotid şi nicotinamid adenin nucleotid fosfat în forma 
lor redusă (NADH şi NADPH, respectiv), notate generic cu NAD(P)H, celulele cu creştere exponenţială au fost spălate  
de două ori într-o soluţie salină standard (SS) conţinând 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl 2, 1 mM MgCl2, 20 mM 
HEPES, 10 mM glucoză, pH 7.2/NaOH, resuspendate în SS la ~106 celule/ml şi transferate într-o cuvă de cuarţ de 2 ml 
menţinută la 37ºC sub agitare continuă într-un spectrofluorimetru Horiba Jobin Yvon. La fiecare 22 s proba celulară a 
fost excitată la 340 nm şi emisia a fost colectată la 450 nm. După stabilizarea semnalului de fluorescenţă, s-a adăugat  
direct în cuvă QC la doza indicată şi s-a realizat înregistrarea cineticii  timp de 45-60 minute. Toate măsurătorile  

spectrofluorimetrice au fost efectuate la 37ºC. Statistica. Dacă nu se indică altfel, datele sunt prezentate ca media ± 
e.m.s. pentru cel puţin trei măsurători diferite. Diferenţele semnificative statistic au fost determinate utilizând testul  
t - Student. S-a considerat semnificativ un nivel P < 0.05 în toate testele statistice. Alte detalii în [8].
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Rezultate şi discuţii. 

Efectele iradierii cu protoni, ale MD, H2O2, QC şi EGCG asupra apoptozei şi ciclului celular

Am reluat măsurătorile începute anterior efectuând o analiză mai detaliată şi am evaluat mai intâi apoptoza  
şi distribuţiile ciclului celular în celulele Jurkat în urma diferitelor tratamente. În concordanţă cu investigaţiile noastre  
anterioare [7, 10], quercetina a indus apoptoza în celulele Jurkat într-o manieră dependentă de doză şi durată, iar 0.5 

µM EGCG care s-au aplicat timp de 24 h nu au afectat rata apoptotică sau distribuţia ciclului celular, dar au amplificat  
apoptoza indusă de MD ori H2O2. Consistent cu studiile deja menţionate, în studiul de faţă am găsit că iradierea cu 
protoni de energie înaltă de 2 Gy dar nu şi de 10 Gy a produs o creştere semnificativă în rata apoptotică la 48 de ore  

după iradiere. Testul de excludere cu albastru tripan a confirmat ratele înalte de moarte celulară, şi anume 18.4 ± 
3.2% şi 46.6 ± 6.8% la 24 h şi, respectiv, 48 h după iradierea cu 10 Gy protoni. 

Fig.  1. Evoluţia  în  timp  a  ratei  apoptotice  şi  a  distribuţiei  ciclului 

celular după tratamentul celulelor Jurkat cu 50 µM QC timp de 24 h 

(Q50, cercuri solide), 100  µM H2O2 timp de 20 min. (H100, cercuri 

deschise) sau cu o combinaţie a celor două (50 µM QC pre-incubare 

urmată de adăugarea a 100  µM H2O2 timp de 20 min.; tratamentul 
notat cu Q50 + H100, cercurile gri). Sunt indicate ratele apoptotice 
pentru fracţiile celulare (A),  G0/G1 (B),  faza S (C)  şi  G2/M (D).  Linia 
punctată reprezintă media obţinută pentru probele celulare control.

Din măsurătorile cinetice se observă că quercetina poate opri celulele Jurkat în faza G2/M (Fig. 1). Mai mult, fracţia 

celulară G2/M în cazul celulelor tratate cu 50 µM QC timp de 24 h a descrescut de la  39.8 ± 6.4% la 9 h, la 10.3 ± 
3.0% la 48 h după tratament (Fig. 1D). Blocarea G2/M a fost asociată cu o reducere semnificativă a fracţiei celulare 
G0/G1 (Fig. 1B), în timp ce distribuţia fazei S a rămas nemodificată (Fig. 1C). Celulele au prezentat de asemenea o rată  

apoptotică consistentă (52.2 ± 7.3%) la 9 h după îndepărtarea compusului, care a 
crescut apoi gradat până la 81.5% în timpul intervalului de măsurare (Fig. 1A). 

Fig. 2.  Quercetina descreşte supravieţuirea clonogenă  şi conţinutul celular de NAD(P)H în 
celulele Jurkat. (A) Răspunsul doză-răspuns al clonogenicităţii (S) a fost fitat cu o funcţie 

exponenţială de forma S (%) = 100 × exp(-D/D0), unde D reprezintă doza de QC aplicată timp 

de 1 h şi doza caracteristică derivată din fit a fost D0 = 158.5 µM. Datele sunt exprimate ca 

media  ± deviaţia standard a 4 -  6 determinări  separate.  (B)  Raportul  dintre fluorescenţa 
NAD(P)H  a  celulelor  tratate  vs.  celulele  control  (NAD(P)H  relativ)  obţinută  în  starea 
staţionară după adăugarea de QC suspensiei celulare a descrescut odată cu nivelul de QC. (C) 
Înregistrări  reprezentative  ale  fluorescenţei  NAD(P)H  relativ   la  valoarea  de  repaus  în  
suspensii celulare înainte şi după adăugarea QC la nivelurile indicate în fiecare traseu.

În tratamentele cu durata de 1 h, QC a descrescut supravieţuirea celulară într- o 
manieră exponenţială, cu o doză estimată de reducere a clonogenicităţii la 50%, D50% 

=109.8  µM  (Fig.  2A).  În  experimente  separate  de  spectrofluorimetrie,  QC  a 
descrescut, de asemenea, conţinutul celular de NAD(P)H într-o manieră dependentă 

de doză, cu o doză efectivă pentru efectul la 50%, IC50 = 39.5 µM (Fig. 2B). În Fig. 3C 
sunt  prezentate  câteva  exemple  de  înregistrări  de  fluorescenţă  a  NAD(P)H  în 
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suspensiile de celule Jurkat expuse la diferite concentraţii de QC. După adăugarea QC, semnalul de fluorescenţă a  
NAD(P)H  a descrescut lent (în până la ~15 min.) la o valoare staţionară care a apărut a fi dependentă de doză. Fig. 3B  
sumarizează starea staţionară obţinută din înregistrările de tipul celor din Fig. 2C. Într-un alt set de experimente, am  

investigat efectele pre-incubării celulelor Jurkat cu 50 µM QC timp de 1 h asupra apoptozei şi a distribuţiei ciclului 
celular în urma iradierii cu 2 Gy protoni (Fig. 3). Quercetina a exercitat un efect inhibitor asupra apoptozei  (Fig. 3A) şi  
a părut a prelungi semnificativ oprirea G2/M indusă de către iradierea cu protoni (Fig. 3D), fapt ce ar putea indica o 
capacitate crescută de reparare a ADN şi de menţinere activă a punctului de control din G 2/M. Reducerea paralelă a 
conţinutului  celular  al  fracţiei  S  (Fig.  3C)  şi  conservarea  fracţiei  G0/G1 (Fig.  3B)  sugerează  că  celulele  care 
supravieţuiesc iradierii ar putea suferi o oprire adiţională a fazei  G0/G1 dar nu şi a fazei S la 48 h după iradiere.

Fig. 3. Apoptoza şi distribuţiile ciclului celular evaluate la  6, 24 şi 

48 h după tratamentul celulelor Jurkat cu vehiculul (Ctrl), cu 50  µM 
QC timp de 1 h (QC), cu 2 Gy de radiaţie de protoni (IR) sau cu 2 Gy 

radiaţie de protoni după preincubarea cu 50  µM QC timp de 1 h 
(QC + IR). (A) ratele apoptotice, (B) G0/G1, (C) faza S şi (D) fracţia 

G2 /M.  Cu  steluţă  sunt  notate  diferenţele  semnificative  dintre 
tratamentele cu IR şi QC + IR.

Efectele iradierii cu protoni, ale MD, H2O2, QC şi EGCG 
asupra luminescenţei întârziate

DL a celulelor Jurkat iradiate cu 10 Gy protoni de energie înaltă a prezentat caracteristici diferite când a fost  

măsurată la 1 h ori la 24 h după iradiere. Prin urmare, s-a observat o reducere de 34.1  ± 9.6% a randamentului 
cuantic relativ al DL-III în VIS la  1 h de la iradiere, în timp ce probele celulare măsurate la 24 h după iradiere au  

prezentat o creştere a randamentului cuantic relativ de 27.3 ± 8.5% al DL-II şi o creştere de 41.8 ± 14.3% în domeniul 
de timp 10 - 100 ms, pe când celelalte componente ale emisiei DL în VIS nu au prezentat diferenţe semnificative în  
raport cu emisia DL în repaus (Fig. 4B).

Fig. 4. Cinetica emisiei DL a celulelor Jurkat în condiţii  control (A) ori după 
iradierea cu 10 Gy protoni (B-D). În (A) se arată câteva curbe reprezentative 
de fotoemisie pentru întregul  domeniu vizibil  (VIS),  ca şi  pentru detecţia 
luminii cu 460 nm şi 645 nm emisă de către acelaşi eşantion de celule. În (B-
D) intensitatea emisiei de lumină a celulelor iradiate (IIR) este normalizată la 
intensitatea DL a culturilor ne-iradiate (ICtrl). Măsurătorile au fost efectuate 
la 1 h şi 24 h de la iradiere, aşa cum se indică în figură. Rezultatele sunt  
prezentate pentru lumina emisă în VIS (B), 460 nm (C) şi 645 nm (D).

La  scurt  timp  după  iradiere,  DL  emisă  la  460  nm  a  fost 
similară cu cea a celulelor  control; totuşi, celulele supravieţuitoare 
au prezentat la 24 h mai târziu o amplificare totală a DL de cca.  35% 
din intensitatea control (Fig. 4C). A fost detectată o creştere remarcabilă, până la de 1.7 ori, a emisiei în albastru,  

pentru o componentă a DL cu o constantă de timp de 178 µs (valoarea derivată din analiza de fitare nu este arătată, 

totuşi un vârf distinct centrat pe cca. 180 µs este clar vizibil în Fig. 4C). La 1 h după iradiere, emisia întârziată a luminii 

roşii a prezentat o reducere semnificativă a componentei DL-III, cu 38.3 ± 11.5%, în timp ce 24 h mai târziu DL-I a 

descrescut la 76.1 ± 13.8% din emisia control şi a apărut o creştere semnificativă a componentei DL cu o constantă 

de timp estimată la 379 µs (Fig. 4D, şi alte date ale analizei ). 
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La doze crescătoare, quercetina a inhibat progresiv DL (Fig. 5A). Cea mai sensibilă regiune a DL a fost DL-III,  

descrescând cu un ordin de mărime după tratamentul cu 50 µM QC timp de 24 h, în timp ce DL-I a fost doar uşor 
afectată de QC. EGCG a exercitat un efect calitativ diferit asupra DL producând o reducere destul de uniformă a 
intensităţii fotoemisiei pe întreaga scară de timp. 

Fig. 5. Cinetica emisiei DL a celulelor Jurkat după diferite tratamente cu flavonoide  (A) ori cu 
H2O2 singur,  ori  în  combinaţie  cu  EGCG  ori  QC  (B).  Tratamentele  sunt  marcate  în  figură. 
Intensitatea  emisiei  de  lumină  a  celulelor  tratate  (I)  este  normalizată  la  intensitatea  DL  a 
celulelor control (ICtrl) [7].

500 µM H2O2 aplicaţi timp de 20 min. au redus semnificativ DL în regiunile DL-I  

şi DL-II (Fig. 5B, Fig. 6A, B). Pre-tratamentul cu 0.5  µM EGCG timp de 24 h a 
fost  capabil  să   inducă o revenire  semnificativă  a emisiei  DL-II,  în  timp ce 

preincubarea cu 10 µM QC timp de 1 h a redus încă mai mult intensitatea DL-

III. O doză mai scăzută, de 100 µM H2O2, a avut un efect modest asupra DL şi a 
inhibat  fotoemisia  cu  ≈22%  pe  întreaga  scară  de  timp  (Fig.  6A-C). 

Preincubarea cu 50 µM QC timp de 24 h a restaurat emisia DL-I, dar a inhibat  
substanţial  DL-II  şi  DL-III.  Menadiona  a  inhibat,  de  asemenea,  DL  într-o 
manieră  dependentă de doză,  şi  spre  deosebire   de efectul  modest  al  QC 

asupra DL-I, MD a redus substanţial fotoemisia în regiunea DL-I (Fig. 6A).

Fig. 6. Produsul cuantic al DL relativ la  control (A-C) şi corelaţia acestuia 
cu fracţia celulară apoptotică (D-F) la diferite tratamente aşa cum sunt 
indicate în figură. Q, E, M/MQ/ME, H/HQ/HE şi IR reprezintă tratamente 
cu QC- ori EGCG, tratamente cu MD cu sau fără preincubare cu QC-ori 
EGCG, tratamente cu H2O2 cu sau fără preincubare cu QC- ori EGCG, şi 
iradiere cu 10 Gy protoni, respectiv. Se indică şi coeficienţii de corelaţie 
Pearson  pentru  toate  tratamentele  (rall),  pentru  tratamentele 
M/MQ/ME/IR  (rM/MQ/ME/IR)  şi  pentru  tratamentele  M/Q/MQ  (rM/Q/MQ). 
Rezultatele obţinute pentru domeniile de timp DL separate DL indicate în  
căsuţele interioare sunt prezentate individual pentru DL-I (A, D), DL-II (B, 
E) şi DL-III (C, F).

Această inhibiţie a fost puternică chiar şi la cea mai scăzută 

doză,  25  µM, de menadionă.  DL-II  a  fost  inhibată într-o măsură 
similară de către doze mari  de MD (Fig.  6B),  în timp ce DL-III  a 
prezentat  o  reducere  drastică,  astfel,  în  tratamentul  cu  M250, 

randamentul cuantic al DL-III a ajuns la 15.5 ± 6.1% din valoarea sa de repaus (Fig. 6C). Preincubarea cu cele două 
flavonoide a indus, în general, o revenire parţială a DL-III până la 25% din valoarea de repaus, exceptând cazul pre-

tratamentului cu  5 µM QC timp de 24 h, când s-a înregistrat o reducere suplimentară de 9.2 ± 3.8% .

Pentru moment, efectele QC sau ale EGCG asupra apoptozei induse în celulele Jurkat de către flavonoide  
însele  sau  în  conjuncţie  cu  menadiona şi  peroxidul  de  hidrogen  sunt  puţin  cunoscute.  Noi  am găsit  aici  că  un  

tratament  de  24  de  ore  cu  niveluri  fiziologice  de  QC  şi  EGCG  (0.5  -  5  µM)  pot  să  potenţeze  activitatea 
antiproliferativă a menadionei prin amplificarea apoptozei induse de aceşti compuşi în celulele Jurkat T de leucemie  
umană. În acord cu raportări  anterioare privind faptul că QC este un inhibitor mai potent al formării  radicalilor  
hidroxil decât un scavenger al anionilor superoxid [11], nici unul dintre tratamentele bazate pe quercetină utilizate în  
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lucrarea prezentă nu a exercitat un efect protector faţă de MD, în timp ce o incubare scurtă cu 10 µM QC timp de 1 h 
a oferit o protecţie consistentă faţă de H2O2 şi a indus oprirea ciclului celular G2/M, permiţând astfel un timp pentru 
repararea leziunii induse de H2O2  . Cu toate acestea, deşi administrarea pe termen lung a QC sau EGCG ar putea 
îmbunătăţi semnificativ tratamentul leucemiei bazat pe menadionă, este important să se stabilească nivelul critic de  
flavonoid  care  nu  mai  este  benefic  pentru  celulele  normale.  Investigaţiile  noastre  sugerează  o  legătură  între  
abilitatea quercetinei de a descreşte nivelul de NAD(P)H şi inducţia apoptozei, care este mediată, probabil, de eşecul  
în a menţine gradientul electrochimic ATP-dependent de-o parte şi de alta a membranei mitocondriale interne şi  
disiparea  consecutivă  a  potenţialului  membranar  mitocondrial.  Similar  cu  efectul  protector  al  QC  faţă  de  H 2O2 

discutat  mai  sus,  rezultatele  noastre  sugerează  că  tratamente  scurte  cu  quercetină  ar  putea  îmbunătăţi  
supravieţuirea celulară după iradiere cu protoni, cel mai probabil prin inhibarea formării de radicali hidroxil după  
iradiere  şi  prin  protecţia  faţă  de lezarea celulară  oxidativă  a  ADN.  Datele  prezentate  aici  indică  faptul  că DL a  
celulelor iradiate măsurată imediat după iradiere a fost dominată de emisia în regiunea roşie a spectrului şi a fost  
caracterizată printr-o reducere semnificativă în regiunea din domeniul milisecundelor DL-III. Din contra, emisia DL a  
celulelor iradiate care au supravieţuit în următoarele 24 h a fost dominată de emisia luminii în regiunea albastră a  
spectrului şi a prezentat o creştere considerabilă  în regiunea de sub-milisecunde DL-II. Mai mult, celulele care au  
supravieţuit la 1 zi după iradiere au prezentat două stări DL distincte şi anume o stare cu emisia în albastru cu un 

timp de viaţă caracteristic de 178 µs, şi o stare cu emisia în roşu cu un timp de viaţă caracteristic de 379 µs. În acord 
cu rezultatele noastre anterioare [7] şi cu o serie de date pe care le-am obţinut cu celulele tratate cu rotenon, ca şi  
cu ratele bine stabilite de transfer de electroni în Complexul I [12], propunem ipoteza privind faptul că starea cu  
emisie în roşu este caracteristică centrului Fe/S N2 în formă redusă. Având în vedere interesul crescând al utilizării  
spectroscopiei DL în aplicaţii clinice [13-16], rezultatele noastre aduc un sprijin suplimentar în dezvoltarea acestei  
metodologii ca o unealtă valoroasă de investigaţie şi diagnostic. Rezultatele acestui studiu au fost publicate în revista 
ISI Oxidative Medicine and Cellular Longevity, cu factor de impact 2.8 [8].
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