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Contextul tiin ific i motivarea activită ii de cercetare. ș ț ș ț

În ultimele decenii a crescut treptat interesul comunită ii medicale în privin a beneficiilor aduse de flavonoiziiț ț  
naturali. Ace ti compu i sunt ubicuitari în fructe, legume, ceai (ceaiul verde sau negru); s-a constatat că au proprietă iș ș ț  
cardioprotectoare, anticancerigene, antiinflamatorii, antialergice si antimicrobiene. 
Epigallocatechina-3-galată  (EGCG) i  quercetin  (QC;  3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavona)  sunt  doi  compu i  din  aceastăș ș  
clasă care sunt relativ bine investiga i i despre care există date certe că inhibă proliferarea celulară i induc apoptozaț ș ș  
celulelor tumorale din diverse tipuri de cancere[1-9]. Atât EGCG cât i QC pot exercita un efectu dual,  pro- i anti-ș ș
oxidant, în func ie de dozarea si temporizarea administrării, iar numeroase studii indică faptul că celulele maligne suntț  
mai susceptibile decât celulele normale la efectele citotoxice ale acestor flavonozi [2,7-9]. În momentul de fa ă, maiț  
există doar câ iva agen i terapeutici  care să manifeste  poten ial  o astfel  de selectivitate pentru eliminarea celulelorț ț ț  
tumorale, exercitând însă în acela i timp i efecte citoprotectoare asupra celulelor normale[2]. Drept urmare, aceastăș ș  
combina ie  de  proprietă i  ar  putea  fi  teoretic  folosită  pentru  prevenirea  apari iei  leucemiei  sau  pentru  a  cre teț ț ț ș  
eficacitatea tratamentelor chimioterapeutice pentru leucemie. Însă la acest moment studiile sunt deocamdată limitate la 
stadii pre-clinice (pe modele de linii celulare i de de animale de laborator), deoarece există o îngrijorarea deosebităș  
privind efectele citotoxice acumulate asupra celulelor normale, efecte care apar la doze mari de flavonoizi.  
Stabilirea dozării optime i sigure (fără efecte secundare semnificative) pentru EGCG sau QC rămâne o sarcină criticăș  
care trebuie îndeplinită. Alt motiv serios de îngrijorare este faptul ca e ecul eliminării prin apoptoză a celulelor care auș  
fost expuse agen ilor genotoxici este asociată cu riscul apari iei cancerelor secundare i apari iei rezisten ei la agen iiț ț ș ț ț ț  
chimioterapici  anti-cancer.  Aceste  probleme  sunt  motivele  pentru  care  este  necesară  cercetarea  unor  abordări  
farmacologice  diferite,  intite  pe  sensibilizarea  celulelor  canceroase  la  factori  apoptotici,  reducând  astfel  risculț  
inflama iei i a a poten ialelor complica ii ale chimio- i radio- terapiei. Beneficii importante mai pot apărea i datorităț ș ț ț ș ș  
dezvoltării unor terapii care utilizează compu i cu specificitate mai mare pentru celulele maligne, dar care protejeazăș  
esuturile sănătoase. În acest proiect vom folosi celule Jurkat T ca sistem model pentru leucemie umană acută de tipț  

limfoblastoid i vom investiga efectele EGCG si QC ca posibili poten iatori ai apoptozei induse de MD. La momentulș ț  
de fa ă,  proprietă ile antiproliferative ale EGCG si QC si  dependen ele acestora de doza administrată sunt în mareț ț ț  
măsură necunoscute în ceea ce prive te linia celulară de limfobla ti Jurkat T. S-a descoperit că QC se poate acumula înș ș  
cantită i mari în mitocondrii [10] i inhibă Complexele I si III ale lan ului respirator mitocondrial (MRC) [11]. Dozeț ș ț  
mari de QC cresc producerea de peroxid de hidrogen (H2O2) i de radical superoxid (Oș 2

 -•) [9,12-13], iar dozele mici 
(~10 μM ) de QC exercită efecte protectoare împotriva  H2O2  dar nu i a MD în celulele Jurkat [14]. În celulele Jurkatș  
concentra iile mici de EGCG (~10 μM) au un efect protector, antioxidant, în timp ce concentra iile mari (~100 μM) auț ț  
un efect pro-oxidant, cito- si geno-toxic, inducând leziuni la nivelul ADN-ului, chiar în absen a unor agenti oxidan iț ț  
exogeni[1]. În celulele Jurkat, EGCG (conc. 50 μM) produce  H2O2 intracelular, ceea ce poate la rândul lui induce 
apoptoza  [5].  În  alte  tipuri  de  celule,  s-a  descoperit  ca  EGCG  se  asociază  cu  mitocondriile  i  cu  alte  organiteș  
citoplasmatice (încă nespecificate) [15].Un agent chimioterapeutic important utilizat clinic în tratamentul leucemiei este 
menadiona  (vitamina  K3)  [16,  17].  Menadiona  (MD)  se  reduce  la  nivelul  Complexului  I  al  lan ului  respiratorț  
mitocondrial (MRC) [18, 19], ceea ce constituie cca. ~50% din metabolizarea acesteia [19];  aceasta poate u or disrupeș  
circuitul electronilor din Complexul I [19], ducând la produc ia de superoxid.  In complexul I MRC, cei doi electroniț  
livra i de nicotinamid-adenin-dinucleotida redusă (NADH) către FMN sunt transfera i individual între opt complexeț ț  
fier-sulf i  în  cele din urmă ajung la  ubiquinonă. Rotenonul  (ROT) este  utilizat  deja în studii  preclinice ca agentș  
molecular eficace pentru diferen ierea efectelor diver ilor compu i chimici asupra Complexului I al lan ului respirator.ț ș ș ț  
[20,21]. Rotenonul se leagă de un site specific al Complexului MRC i inhibă transferul electronilor de pe centrele Fe-Sș  
către ubiquinină. Ca o consecin ă directă, electronii sunt devia i de la nivelul Complexului I către oxigenul molecularț ț  
din mediul înconjurător, producând astfel superoxid. EGCG, QC, MD i ROT pot activa programul apoptotozei  înș  
diverse tipuri de celule printr-o cale mitocondrială dependentă de Ca2+ , prin cre terea concentra iei de Caș ț 2+ citosolic iș  
colapsul  consecutiv  al  poten ialului  de  membrană  mitocondrială  [7,11,13,16,20-25].  Oricum,  datele  privitoare  laț  
efectele precise acestor compu i asupra ciclului celular i apopozei/necrozei în celulele Jurkat T sunt extrem de limitateș ș  
la  acesst  moment.  Noi  am  arătat  că  QC este  un  puternic  inductor  al  apopotezei  i  este  de  asemenea  capabil  săș  
augmenteze apopotoza MD-indusă în celulele Jurkat[14]; Aceste efecte au fost investigate însă numai asupra unui set 
redus de doze-concentra ii. După cuno tin ele noastre nu este raportat în literatura de specialitate nici un raport sauț ș ț  
studiu despre efectele acestor compu i asupra supravie uirii clonogenice, care este un indicator critic pentru evaluareaș ț  
eficien ei  efectelor  antiproliferative  ale  agen ilor  folosi i  în  chimioterapie,  cât  i  ca  indicator  al  probabilită ii  deț ț ț ș ț  
reapari ie a cancerului după terminarea chimioterapiei. Noi inten ionăm să efectuăm un studiu sistematic al acestorț ț  
efecte în regimuri combinate de dozaje i intervale de timp. Dorim de asemenea să investigăm rela ia dintre concentra iaș ț ț  
de calciu i apopotoza indusă de flavonizi i/sau menadionă în celulele Jurkat. După cuno tin ele noastre, nu există niciș ș ș ț  
un studiu sistematic anterior al efectelor EGCG si QC asupra semnalelor intracelulare de calciu în celulele Jurkat. Ionii 
de calciu joacă un rol central în multiple căi de semnalizare celulară, pentru îndeplinirea unui număr variat de func ii,ț  
între care fertilizarea, proliferarea celulară, apopotoza, contrac ia musculară, secre ia, memoria, etc. [25, 26]. Caț ț 2+ este 



eliberat din reticulul endoplasmic în urma activării unor receptor specifici: inozitol 1,4,5-trisfosfat (IP3) sau  receptorii  
rianodinici (RyR). S-a constatat că  unicul tip de receptor rianodinic exprimat în celulele Jurkat T este tipul 3 RyR  
(RyR3), care este responsabil pentru men inerea semnalului de Caț 2+ necesară pentru expansiunea clonală [27]. Noi am 
arătat recent că QC în concentra ie de 50 μM produce un semnal evocat, puternic i sus inut de Caț ș ț 2+ în celulele Jurkat 
[28]. În măsurători experimentale ulterioare în care am utilizat diver i antagoni ti pentru acest receptor, noi am ob inutș ș ț  
rezultate care indică că RyR3 pare responsabil de eliberarea de  Ca2+ indusă de quercetină în celule Jurkat, i că legareaș  
QC de acest receptor poate fi evaluată prin metode spectrofluorimetrice. Până în momentul de fa ă sunt doar două studiiț  
de electrofiziologie care arată că EGCG i QC pot ac iona ca modulator direct al activită ii canalului RyR/Caș ț ț 2+ [29,30]. 
Grupul nostru are experien ă în domeniul reglării IP3R i RyR. Noi am dezvoltat anterior un model cantitativ careț ș  
descrie reglarea alosterică a RyR (tip 2) de către cafeină i quercetină [31,32]. Având în vedere că spectroscopia deș  
luminescen ă întârziată (DL) poate fi un instrument util în diagnosticul bolilor mitocondriale sau neoplazice [33-37], unț  
al treilea scop al acestui proiect este investigarea în premieră a corela iei dintre DL i metabolismul mitocondrial. DLț ș  
este o emisie luminoasă de intensitate foarte scăzută, de durată mare, care urmează expunerii la lumină pulsată sau la  
radia ie UV. Avem o strânsă colaborare [14,38,39] cu un grup de cercetători de la LNSINFN (Catania, Italia) care aț  
dezvoltat o tehnică experimentală cu o sensibilitate deosebit de ridicată pentru a studia caracteristicile DL.  
Recent [14] noi am evaluat efectele DL produse de MD, H2O2 i QC în diverse doze asupra celulelor Jurkat i am găsit oș ș  
puternică corelare negativă între apoptoză i DL, pe o scală de timp specifică DL (100 μs - 1 ms). Mai mult, dateleș  
noastre sugerează că transferul de electroni de la nivelul Complexului I MRC este ona dintre sursele principale ale  DL. 

Obiective

(1) Inten ionăm ț să cuantificăm efectele diferen iale dependente de doză ale EGCG si QC asupra celuelor leucemiceț  
umane  (Jurkat), cu  aten ie  deosebită  asupra  apopotozei,  supravie uirii  clonale,  ciclului  celular  i  metabolismuluiț ț ș  
mitocondrial.  Dorim definirea exactă a parametrilor  de dozaj  i  de temporizare a tratamentului,  parametri  necesariș  
pentru cre terea semnificativă a influen ei celor doi flavonoizi asupra apopotozei induse de menadionă asupra liniilorș ț  
celulare,  în acela i  timp cu găsirea dozajului  minim eficace ale substan elor implicate.  Vom măsura supravie uireaș ț ț  
clonală,  evolu ia  ciclului  celular  i  raportul  apopotoză  /  necroză,  poten ialul  membranar  mitocondrial,  niveleleț ș ț  
mitocondriale  de  superoxid,  NADH i  FMN în celulele  Jurkat  tratate  cu  EGCG, QC, MD or ROT. (2)  Dorim săș  
caracterizăm capacitatea EGCC i QC, singure sau în combina ie cu MD, de a induce apoptoza via eliberarea deș ț  
Ca2+ din reticulul endoplasmic intracelular, i de a găsi caracteristicile modulării ale receptorilor rianodinici de cătreș  
ace ti flavonoizi. Vom evalua cinetica varia iei concentra iei intracelulare de Caș ț ț 2+ în func ie de EGCG, QC i / sau MD,ț ș  
în prezen a, respectiv absen a inhibitorilor receptorului RyR (ruthenium-red i dantrolen). Vom investiga în ce măsurăț ț ș  
intensitatea  semnalului  de  calciu  este  afectată  de  reducerea  concentra ie  de  calciu  în  mediul  extracelular  sau  celț  
intracelular  (prin fixarea concentra iei  extracelulare de Caț 2+ i  incubarea cu ionomicină (ionofor de calciu)  sau cuș  
BAPTA/AM (chelator de calciu). În tratamentele cu QC, concentra ia de quercetină internalizată de celule i asociatăț ș  
mitocondriilor sau altor organite va fi determinată prin măsurători de cinetică a fluorescen ei acesteia la lungimi de undăț  
specifice  pentru  excita ie,  respectiv  emisie  [28].  (3)  Vom  ț investiga  corela ia  dintre  luminescen a  întârziată  iț ț ș  
metabolismul mitocondrial prin parametrii  descri i mai susș . DL a celulelor Jurkat va fi măsurată după tratamentul 
combinat al acestora cu EGCG, QC, MD i ROT. Randamentul cuantic (quantum yield) al DL va fi calculat în treiș  
domenii  temporare (11 -  100 μs,  100 μs - 1 ms i  1 -  10 ms) care sunt specifice diferitelor etape de transfer aleș  
electronilor.  Corela ia  dintre  randamentul  cuantic  i  ceilal i  parametri  mitocondriali  va  fi  stabilită  pentru  fiecareț ș ț  
componentă a DL.
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