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SCOPUL Sl OBIECTIVELE CERCETARII

Incidenta cancerului, inclusiv a hemopatiilor maligne, este in crestere la nivel mondial, in
ciuda eforturilor majore de cercetare pentru descoperirea de noi biomarkeri, metode de diagnostic
si noi agenti terapeutici. Leucemiile sunt caracterizate printr-o proliferare anormala a precursorilor
maligni in maduva osoasa si pot fi clasificate in functie de debut si de tipul de celule proliferante
n: leucemii acute si cronice, respectiv limfoide sau mieloide.

In ultimele decenii, a fost demonstrat faptul c& disfunctia mitocondriald reprezintd un
mecanism fiziopatologic central si o tinta terapeutica in majoritatea bolilor cronice, inclusiv in toate
tipurile de neoplazii. Disfunctia respiratorie mitocondriala este evaluata in prezent prin masurarea
consumului de oxigen la nivelul probelor tisulare si celulare cu ajutorul a doua echipamente de
cercetare de ultima generatie, oxigraful-2K (Oroboros Instr.) care permite realizarea tehnicii de
respirometrie de Tnalta rezolutie si analizorul de flux extracelular (Seahorse Bioscience, Agilent),
acesta din urma permitand masurarea atat a consumului de oxigen, cét si indirect, a glicolizei
anaerobe.

In ultimii ani, s-a remarcat interesul comunitatii stiintifice pentru evaluarea functiei
mitocondriale a elementelor figurate din sangele periferic intr-o multitudine de patologii acute si
cronice si in special, a functiei respiratorii a trombocitelor, pornind de la premisa ca alterarea
functiei mitocondriale la nivelul celulelor circulante poate servi ca biomarker al dis/functiei
mitocondriale de tesut/organ.

Datele din literatura de specialitate referitoare la disfunctia mitocondriala la nivel
trombocitar Tn hemopatiile maligne sunt extrem de limitate. Exista un studiu de referinta in care a
fost raportata disfunctia mitocondriala trombocitara la adulti diagnosticati cu hemopatii maligne si
care urmau chimioterapia standard. Nu exista date in literatura de specialitate date cu privire la
respiratia trombocitelor la copiii cu hemopatii maligne.

Disfunctia mitocondriald asociatd afectiunilor maligne este agravatéa de efectele
secundare ale chimioterapiei. Tn ultimii ani, existd o uriasd activitate de cercetare adresata
caracterizarii compusilor farmacologici cu efect tintit la nivel mitocondrial (agentii mitocondriotropi)
care au ca scop sustinere restabilirea functiei mitocondriale alterate de maladiile acute si cronice.
Dintre acesti agenti, o clasa de compusi aflati in curs de evaluare pentru bolile mitocondriale
insotite de defecte ale complexului I, sunt cei de tip succinat permeabil. Studii recente au raportat

faptul ca un compus de tip succinat permeabil celular, NV118, a ameliorat respiratia trombocitara



nu doar in multiple patologii ci si in cadrul disfunctiei mitocondriale induse de diferite
medicamente, cum ar fi paracetamolul, metforminul, statinele si amiodarona.

in ciuda progreselor majore in imbunatatirea terapiei si a prognosticului pacientilor
diagnosticati cu boli neoplazice, inclusiv a celor cu hemopatii maligne, un procent semnificativ de
pacienti prezintd afectari multiorgan, inclusiv determinari cutanate. in cautarea unor alternative
terapeutice, in literatura de specialitate a patologiei oncologice, au fost cercetati o multitudine de
compusi naturali si efectele acestora asupra metabolismului si respiratiei mitocondriale. in
consecinta, acesti compusi au fost utilizati frecvent in asociere cu chimioterapia sistemica clasica,
n diferite tipuri de tumori maligne. Localizarea cutanata a celulelor tumorale circulante determina
leziuni infiltrative cunoscute sub numele de leukemia cutis, mai frecvent diagnosticate in leucemia
mieloida acuta. Mai multe substante fitochimice au fost investigate, inclusiv la nivel mitocondrial,
pentru efectele lor benefice, anticancerigene, asupra diferitelor linii celulare maligne; cu toate
acestea, a fost mai putin investigat daca acestea interfereazd cu functia bioenergetica
mitocondriala a liniilor celulare de keratinocite umane normale.

Bromelaina (BR) reprezinta un amestec enzimatic derivata din tulpina de ananas, Ananas
comosus L, cu multiple proprietati care includ: efecte antibacteriene, antifungice, antiagregante,
fibrinolitice, antiinflamatorii si antineoplazice.

Eugenolul (EUG) sau 4-alil-2-metoxifenol se gaseste in mod obisnuit in uleiul de cuisoare
si prezinta mai multe proprietati benefice: antivirale, antibacteriene, antifungice, antihelmintice,
antioxidante, antiinflamatorii si antineoplazice. Eugenolul prezintd un comportament hormetic,
dozele reduse fiind protectoare, in timp ce dozele mai mari sunt toxice si induc moartea celulara

la nivelul celulelor maligne.

Obiectivele cercetarii doctorale au fost urmatoarele:

1. Caracterizarea dependentei de varsta a respiratiei mitocondriale la nivelul trombocitelor
izolate de la copiii sanatosi.

2. Caracterizarea respiratiei mitocondriale trombocitare la debutul leucemiei acute
limfoblastice (LAL) pediatrice.

3. Evaluarea efectului unui nou compus de succinat permeabil celuar asupra respiratiei
mitocondriale a trombocitelor Tn faza de remisiune a LAL pediatrice.

4. Caracterizarea disfunctiei mitocondriale a trombocitelor prelevate de la pacienti adulli

recent diagnosticati cu leucemie acuta mieloida (LAM) si leucemie limfoida cronica (LLC).



5. Evaluarea efectelor a doi compusi naturali, eugenolul si bromelaina, asupra bioenergeticii

liniei de keratinocite umane (HaCaT).

Aceste obiective sunt in concordanta cu directiile de cercetare ale Centrului de Cercetare
Translationala si Medicina Sistemelor din cadrul Disciplinei de Fiziopatologie din cadrul
Departamentului de Stiinte Functionale al Universitatii de Medicina si Farmacie "Victor Babes"
din Timisoara, unde au fost efectuate experimentele, fiind totodatd concordante cu strategia de
cercetare a universitatii noastre.

Studiile incluse In Partea speciala a tezei sunt prezentate succint in continuare:

I. Caracterizarea dependentei de véarsta a respiratiei mitocondriale la nivelul

trombocitelor izolate de la copii fara hemopatii maligne.

Obiectivul primului studiu al prezentei lucrari doctorale a constat in evaluarea dependentei
de varsta a respiratiei mitocondriale la nivelul trombocitelor izolate de la copii sanatosi. Lotul de
studiu a fost reprezentat de pacienti pediatrici cu varste cuprinse intre 10-17 ani, la care au fost
excluse patologiile ce pot influenta respiratia mitocondriala, anume patologii infectioase,
inflamatorii si oncologice. Lotul de studiu a fost subdivizat ulterior in 3 grupuri de studiu formate
din copii cu varste cuprinse intre 10-11 ani, 13-14 ani si respectiv 16-17 ani.

Rezultatele acestui studiu pilot au evidentiat o scadere influentata de varsta a respiratiei
mitocondriale trombocitare.

Respiratia bazala la copiii cu varste cuprinse intre 10-11 ani a fost semnificativ crescuta ,
comparativ cu respiratia la grupul cu varste cuprinse intre 13-14 ani si respectiv, varste cuprinse
intre 16-17 ani (Figura 1A, p<0.0001). Nu au fost raportate diferente semnificative a respiratiei
bazale la copiii cu varste cuprinse intre 13-14 ani si 16-17 ani.

in ceea ce priveste respiratia activd dependentd de complexul |, nu au fost detectate
diferente semnificative n analiza comparativa a celor trei grupe de varsta (Figura 1B). Respiratia
activd maxima dependenta de complexele | si ll, a scazut semnificativ odata cu varsta, fiind
raportate diferente semnificative intre grupul de 10-11 ani si celelalte doua grupuri (Figura 1C,
p<0.01). Nu au fost raportate diferente semnificative in ceea ce priveste respiratia maxima activa
dependenta de complexele | si Il a grupurilor mai Tn varsta.

in ceea ce priveste respiratia non-fosforilantd dependetd de ambele complexe, a fost

obervata o scadere semnificativa dependenta de varsta (Figura 1D, p<0.01).



De asemenea, in cazul respiratiei maxime decuplate dependente de complexul | si ll, a
fost constatd o scadere semnificativa dependenta de varsta, fiind obiectivate diferente
semnificative intre grupul de 10-11 ani si celalalte doua grupuri, de 13-14, respectiv 16-17 ani
(Figura 1E, p<0.01). in ceea ce priveste respiratia maxima decuplata dependenta de complexul

I, a fost obiectivata o scadere semnificativa o data cu varsta (Figura 1F, p<0.05).
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Figura 1. Dependenta de varsta a respiratiei mitocondriale plachetare la copiii sanatosi.

Ratele respiratorii sunt exprimate in pmol Oz x 1 x 108 celule,

ll. Caracterizarea respiratiei mitocondriale plachetare la debutul LAL pediatrice.

Cel de-al doilea studiu a avut drept scop caracterizarea modificarilor respiratiei
mitocondriale la nivel trombocitar la un lot pilot de pacienti pediatrici nou diagnosticati cu leucemie
acuta limfoblastica (LAL), anterior initierii terapiei chimioterapice, fiind comparate cu lotul de copii
sanatosi de aceeasi varsta.

S-a observat o scadere semnificativa a respiratiei bazale, la copiii nou diagnosticati cu

LAL, in comparatie cu copiii sanatosi cu varsta concordanta (Figura 2A, p<0.0001).



Respiratia activa dependenta de complexul | a fost semnificativ crescuta la debutul LAL
(Figure 2B, p<0,05). Cu toate acestea, in ceea ce priveste respiratia activd dependenta de
ambele complexe, nu au fost obiectivate diferente semnificative intre cele doua loturi pediatrice
(Figura 2C).

La debutul LAL pediatrice, a fost observata o scadere semnificativa a respiratiei maxime
decuplate dependenta de complexul | si Il (Figura 2D, p<0,05). De asemenea, in cadrul lotului de
pacienti pediatrici nou diagnosticati cu LAL, respiratia maxima decuplatda dependenta de
complexul Il a fost semnificativ scazutd comparativ cu cea a lotului pediatric de control (Figura
2E, p<0,05).
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Figura 2. Respiratia mitocondriala la nivel trombocitar la pacienti pediatrici nou-
diagnosticati cu leucemie acuta limfoblastica.

Ratele respiratorii sunt exprimate Tn pmol Oz x 51 x 108 celule,



lll. Evaluarea efectului unui nou compus de tip succinat permeabil asupra

respiratiei mitocondriale plachetare in faza de remisiune a LAL pediatrice.

Cel de-al treilea studiu a fost un studiu de caz ce a avut ca scop evaluarea respiratiei
mitocondriale plachetare in timpul fazei de remisiune a LAL pediatrice si a efectului unui nou
compus de tip succinat permeabil celular, NV118 (diacetoxymetil succinat), asupra respiratiei
mitocondriale plachetare Tn cazul unui pacient pediatric la care s-a finalizat tratamentul
chimioterapic si la care a fost confirmata remisiunea bolii.

A fost efectuatd analiza comparativa a ratelor respiratorii detectate in cazul aceluiasi
pacient la debutul bolii si in faza de remisiune, in prezenta NV118 (500uM) si a DMSO (control).

in perioada de remisiune a LAL pediatrice a fost constatd o imbunatéatire a respiratiei
active dependente de complexul | si Il. De asemenea, a fost observata o ameliorare a respiratiei
maxime decuplate dependente de ambele complexe.

In ceea ce priveste efectul compusului de tip succinat permeabil, NV118, asupra
respiratiei mitocondriale trombocitare in faza de remisiune a LAL, a fost constatd o imbunatatire
considerabila a ratelor respiratorii studiate (Figura 3). Succinatul permeabil a indus o crestere cu
75,96% a respiratiei bazale. De asemenea, NV118 a indus o crestere cu 96,11%, a respiratiei
non-fosforilante dependente de ambele complexe. Referitor la respiratia maxima decuplata
dependenta de complexul | si ll, succinatul permeabil a determinat o crestere de 187% a acesteia,
in timp ce respiratia maxima decuplata dependenta de complexul Il a prezentat o crestere cu 242
%.
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Figura 3. Trasee reprezentative de respirometrie de inalta rezolutie la trombocitele izolate de la un

caz pediatric cu LAL in remisiune, in prezenta DMSO (bleumarin) si a NV118 (albastru deschis).
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IV. Caracterizarea disfunctiei mitocondriale in trombocite prelevate de la pacienti

adulti recent diagnosticati cu LAM si LLC.

Acest studiu a avut drept scop caracterizarea respiratiei mitocondriale la nivelul
trombocitelor izolate de la doi pacienti adulti recent diagnosticati cu HM anterior tratamentului,
valorile fiind comparate cu ratele respiratorii observate in cazul unui voluntar adult sanatos.

In cazul pacientului adult nou diagnosticat cu LAM, respiratia mitocondriala trombocitara
bazald a fost crescutd comparativ cu cea a observatd in cazul voluntarului adult. in ceea ce
priveste respiratia activda dependenta de complexul |, nu au fost detectate diferente semnificative
intre pacientul adult diagnosticat cu LAM si voluntarul sanatos.

Cu toate acestea, respiratia maxima activa dependenta de ambele complexe a prezentat
un trend descendent Tn cazul pacientului cu LAM.

Respiratia non-fosforilantd dependenta de complexele | si ll, detectata la pacientul adult
diagnosticat cu LAM a prezentat o crestere comparativ cu cea obiectivata la voluntar.

De asemenea, respiratia maxima decuplata dependenta de complexele | si |l a fost
scazuta in cazul pacientului diagnosticat cu LAM. Aceeasi tendintd de scadere a fost observata
si pentru respiratia maxima decuplata sustinutid de complexul II. In ceea ce priveste eficienta de
cuplare, mitocondriile de la pacientul cu LAM au prezentat o scadere clara.

In cazul pacientului adult nou diagnosticat cu LLC, respiratia activa dependentd de ambele
complexe mitocondriale a fost, de asemenea, scazuta la nivelul trombocitelor prelevate de la
pacientul cu LLC comparativ cu martorul sanatos. O tendintd descendenta majora a fost
observata in respiratia maxima decuplata a ambelor complexe, precum si pentru respiratia

maxima decuplata a complexului Il al trombocitelor izolate de la pacientul cu LLC.

V. Evaluarea efectelor a doi compusi naturali, eugenolul si bromelaina, asupra

bioenergeticii celulelor HaCaT

In acest ultim studiu au fost evaluate efectele a doi compusi naturali cu efecte
anticancerigene cunoscute asupra bioenergeticii mitocondriale a keratinocitelor umane
imortalizate (HaCaT) prin evaluarea a 2 parametri, rata de consum a oxigenului (OCR), cat si a
ratei acidificarii celulare (ECAR).

Efectele dependente de timp ale eugenolului (EUG, 50 uM) asupra profilului bioenergetic al
celulelor HaCaT au fost evaluate la 24, 48 si 72 de ore. Celulele HaCaT pentru acest protocol

experimental au fost repartizate Tn 3 grupuri:
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e Grupul 1 (CTRL, celule netratate);
e Grupul 2 (celule tratate cu DMSO 50 uM, care a fost utilizat pentru a pregati solutia stoc
de EUG);

e Grupul 3 (celule tratate cu 50 uM EUG).
La 24 de ore de tratament cu eugenol (EUG), nu s-a constatat nicio diferenta semnificativa atat
in ceea ce priveste rate de consum a oxigenului (OCR), cat si a ratei acidificarii celulare (ECAR).
La 48 de ore de tratament cu eugenol (EUG), a fost detectata o scadere semnificativa atat a OCR
(Figura 4A), cat si a ECAR (Figura 4B), p<0,0001. Mai mult, tratamentul cu eugenol al celulelor
HaCaT timp de 72 de ore a condus la cele mai scazute valori ale OCR (Figura 4C) si, respectiv,

ECAR (Figura 4D), p<0,0001, sugeréand un efect toxic la nivelul celulelor epiteliale normale.
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Figura 4. Efectele in functie de timp ale eugenolului (EUG, 50 pM) asupra profilului

bioenergetic al celulelor HaCaT la 24, 48 si 72 de ore.

De asemenea, efectele dependente de doza ale bromelainei (BR) in concentratii crescande
(0,25 pg/mL, 2,5 pg/mL si 25 pg/mL) asupra bioenergeticii si glicolizei anaerobe pe celulele
HaCaT la 24 de ore au fost evaluate si comparate cu cele ale albastrului de metilen (MB, 0,1 pM).

Keratinocitele HaCaT din acest protocol experimental au fost impartite in 5 grupuri:
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e Grupul 1: grupul de control (celule netratate);

e Grupul 2: celule tratate cu bromelaina in concentratie de 0,25 pg/mL (BR 0,25);
e Grupul 3: celule tratate cu bromelaina in concentratie de 2,5 pg/mL (BR 2,5);

e Grupul 4: celule tratate cu bromelaina in concentratie de 25 pg/mL (BR 25);

e Grupul 5: celule tratate cu albastru de metilen in concentratie de 0,1 uM (MB).

Bromelaina a determinat o crestere dependentd de doza a OCR, cea mai mare doza de
bromelaina a indus la cel mai crescut OCR (Figura 5A).
Incubarea cu bromelaina a determinat o scadere corespunzatoare a ECAR, ih mod
similar, cea mai mare doza de bromelaina a indus cea mai scazuta valoare a ECAR (Figura 5B).
In ceea ce priveste MB (0,1 uM), nu s-a constatat niciun efect asupra OCR, ci doar o tendinta de

scadere a ECAR, fara semnificatie statistica.
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Figura 5. Efectele dependente de doza ale bromelainei asupra profilului bioenergetic al celulelor
HaCaT la 24 de ore.
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VI. CONCLUZII

1. Modificarile dependente de vérsta ale respiratiei mitocondriale plachetare apar la copiii

sanatosi.

2. Modificarile au constat intr-o scadere semnificativd a respiratiei active si a respiratiei

maxime decuplate dependente de complexul | si Il odata cu varsta.

3. Modificarile dependente de varsta intereseaza respiratia dependenta de complexul I
deoarece nu s-au constatat modificari semnificative pentru parametrii respiratori
dependenti de CI .

4. Disfunctia mitocondriala plachetara este prezenta la debutul leucemiei acute limfoblastice

pediatrice, anterior initierii tratamentului.

5. Afectarea respiratiei plachetare la copiii cu LAL a fost caracterizatd de o crestere a
respiratiei active sustinute de Cl, in timp ce a avut loc o scadere semnificativa a respiratiei

maxime decuplate pentru ambele complexe.

6. Respiratia mitocondriald trombocitelor este amelioratd in faza de remisiune a LAL
pediatrica, in special in ceea ce priveste respiratia maxima decuplata dependenta de Cl
si ClI.

7. NV118, un compus de tip succinat permeabil, a determinat o crestere semnificativa a
tuturor parametrilor respiratori in faza de remisiune a leucemiei acute limfoblastice

pediatrice.

8. Disfunctia respiratorie a trombocitelor a fost, de asemenea, constatatd la adultii nou

diagnosticati cu hemopatii maligne, anterior interventiei terapeutice.

9. Deteriorarea respiratiei plachetare la adultii cu leucemie mieloida acuta si leucemie

limfoida cronica au fost comparabile cu cele constatate la copii, fiind observate o scadere
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semnificativa a respiratiei maxime active si a respiratiei maxime decuplate pentru ambele

complexe.

10. Eugenolul a determinat o scadere dependenta de timp a markerilor bioenergetici,
respectiv a fosforilarii oxidative si a glicolizei anaerobe, cu un efect maxim la 72 de ore de

tratament la nivelul liniei celulare de keratinocite umane HaCaT.

11. Bromelaina a provocat o modificare dependenta de doza in profilul bioenergetic al
keratinocitelor umane, cu o crestere a fosforilarii oxidative si o scadere corespunzatoare

a glicolizei anaerobe.

12. Albastrul de metilen a provocat un raspuns comparabil, dar mai redus decéat bromelaina

in ceea ce priveste scaderea glicolizei anaerobe la nivelul celulelor HaCaT.

VIl. CONTRIBUTII ORIGINALE

e Caracterizarea in premiera a dependentei de varsta a respiratiei mitocondriale la nivelul

trombocitelor izolate de la copii sanatosi.

e Identificare Tn premiera a modificarilor respiratiei mitocondriale trombocitare la debutul

leucemiei acute limfoide (LAL) pediatrice.

e Evaluarea efectelor succinatului permeabil asupra respiratiei mitocondriale plachetare in

faza de remisiune a LAL pediatrice.

o Caracterizarea disfunctiei respiratorii mitocondriale la nivelul trombocitelor prelevate de la
pacienti adulti recent diagnosticati cu leucemie acutd mieloida si leucemie limfoida

cronica.

e Evaluarea efectelor a doi compusi naturali, eugenolul si bromelaina, asupra bioenergeticii

celulelor HaCaT.
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DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE

Investigarea aparitiei modificarilor dependente de varsta ale respiratiei mitocondriale la
nivelul celulelor sanguine periferice (trombocite si celule mononucleare) la nivelul unei
populatii pediatrice semnificative.

Caracterizarea efectelor succinatului permeabil asupra profilului bioenergetic a mai multor
linii celulare maligne.

Evaluarea efectelor bromelainei asupra profilului bioenergetic al celulelor cutanate
maligne, singur si in asociere cu medicamentele conventionale prescrise in terapia
leucemiei cutanate in vederea evaluarii posibilelor interferente.

Evaluarea efectului bioenergetic al nanoformularilor/nanostructurilor pe baza de compusi
fitochimici care tintesc mitocondriile, dezvoltate de colaboratorii din cadrul Facultatii de
Farmacie si/sau din strainatate.

Evaluarea dependentei varstei a productiei de specii reactive de oxigen si a apararii
antioxidante la o populatie pediatrica cu si fara HM.
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