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1. REZUMAT

Radicalii liberi sunt specii chimice compuse din fragmente moleculare care poseda un electron
nepereche pe orbita (valenta) exterioara, ceea ce le face sa fie extrem de reactive. Cei mai importanti
radicali liberi sunt cei derivati din oxigen, cunoscuti sub numele de specii reactive ale oxigenului
(SRO). Ei se produc in mod continuu in celule, fiind derivati ai metabolismului. Statusul oxidativ al
celulelor reprezinta echilibrul dintre oxidanti (de exemplu, SRO) si antioxidanti (de exemplu,
glutation redus, GSH). Perturbarea acestui echilibru in favoarea oxidantilor conduce la stresul
oxidativ. Producerea lor se poate amplifica la modul extrem ca rdaspuns la diverse conditii
fiziopatologice, cum ar fi inflamatiile, problemele imunologice, hipoxia, hiperoxia, metabolismul
drogurilor sau alcoolului, expunerea la radiatiile UV sau la radioterapie, sau deficitul de vitamine
antioxidante (Chan et al. 1999). SRO formate in celule pot oxida diverse molecule, producand
moartea celulelor si prejudiciind tesuturile (Droge et al. 2002). Se presupune ca stresul oxidativ joaca
un rol in fiziopatologia multor boli, inclusiv a bolilor inflamatorii, bolilor cardiovasculare, in cazul
unor leziuni ale sistemului nervos central, al bolilor pulmonare etc. (Kohen si Nyska 2002). Acesta
poate fi, de asemenea, implicat in anemiile hemolitice (Rachmilewitz si Fibach 2002). SRO
contribuie la patogeneza mai multor anemii hemolitice congenitale sau dobandite, inclusiv a
talasemiei, sferocitozei ereditare, hemoglobinuriei paroxistice nocturne (HNP), precum si a anemiei

hemolitice autoimune (AHAI).

In beta-hemoglobinopatii, cum ar fi talasemia si siclemia, desi leziunea de bazi afecteazi genele
globinei, patologia implica distructia celulelor maduvei osoase, mediatd de stresul oxidativ
(producerea deficitard de celule rosii = eritropoieza ineficientd), datoritd apoptozei precursorilor
eritroizi prematuri, si ale sangelui periferic (supravietuirea pe termen scurt a eritrocitelor mature).
Pentru a studia rolul stresului oxidativ in anemiile hemolitice, am dezvoltat o metodologie a
citometriei de flux, pentru masurarea acestui stres In diferite celule sanguine. Folosind aceasta
metodologie, am aratat ca eritrocitele prelevate de la acesti pacienti contin niveluri crescute de SRO,
de peroxidare a lipidelor si fosfatidilserina externa, precum si niveluri scazute de GSH comparativ cu
eritrocitele donatorilor normali, indicAnd o stare de stres oxidativ. In ciuda eforturilor ample de
cercetare din ultimii ani, care au condus la rezultate promitdtoare, exista Inca nevoia unor cercetari
suplimentare asupra stresului oxidativ la om. In studiul nostru am investigat, pentru prima data,
statusul oxidativ al altor tipuri de anemii hemolitice si efectul altor compusi antioxidanti, cum ar fi
FPP, EPO si CB3. Rezultatul nostru a sugerat cd acesti antioxidanti ar putea fi utilizati ca o
modalitate terapeutica.

Am studiat impactul stresului oxidativ in ceea ce priveste urmatoarele aspecte ale anemiilor
hemolitice:
1-Rolul stresului oxidativ in talasemie (pagina 7).

2-Statusul oxidativ al celulelor rosii din sange contindnd ADN talasemic (pagina 9).

3-Efectul antioxidant al eritropoietinei asupra celulelor sanguine talasemice (pagina 9).
4-Contributia stresului oxidativ la hemoliza in cazul pacientilor cu sferocitoza ereditara (pagina 11)
S-Implicarea stresului oxidativ in hemoglobinuria nocturnd paroxistica (pagina 12).

6 - Efectul noului antioxidant asupra stresului oxidativ In anemia hemoliticd (pagina 14).
7 - Rolul stresului oxidativ in anemia hemolitica autoimuna (pagina 16)
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Desi etiologia primara este diferita in aceste anemii, stresul oxidativ mediazd mai multe
patologii ale lor, in special hemoliza.

2. OBIECTIVE

Am studiat posibilul rol al stresului oxidativ in patologia diferitelor aspecte ale anemiilor
hemolitice.
Obiective specifice:
1 - Masurarea stresului oxidativ 1n celulele sanguine provenite de la pacientii cu talasemie, sferocitoza
ereditard, hemoglobinurie paroxistica nocturna si anemie hemolitica autoimuna, comparativ cu celulele
prelevate de la donatorii normali.

2 - Masurarea nivelurilor speciilor reactive ale oxigenului si ale fosfatidilserinei expuse in celulele
Howell-Jolly din sangele periferic al pacientilor cu talasemie.

3 - Investigarea efectului in vitro al eritropoietinei asupra statusului oxidativ al eritrocitelor si
trombocitelor la pacientii cu beta-talasemie si efectului in vivo pe care il are administrarea de
eritropoietina asupra acestor celule la soarecii cu beta-talasemie.

4 - Investigarea statusului oxidativ al eritrocitelor in sferocitoza ereditara si identificarea contributiei
sale la hemoliza, precum si a efectelor pe care le are un antioxidant, atat in vitro cét si in vivo.

5 - Analizarea conditiilor si medicamentelor care atenueaza stresul oxidativ in vitro si in vivo.

6 - Studierea rolului pe care 1l joaca stresul oxidativ Tn patogeneza hemolizei mediate de complement,
si posibilitatea utilizarii antioxidantilor pentru tratament.

3. METODE

Metodele utilizate au fost descrise in detaliu In articolele atasate. Metoda cea mai frecvent utilizata
este citometria de flux.

3.1 Probele de sange



Probele de sange periferic (PB) au fost prelevate in tuburi cu EDTA, de la donatori sanatosi si de la pacienti cu
anemie hemolitica (in functie de tipul de anemie). Sangele a fost diluat cu solutii tampon fosfat salin Dulbecco
(PBS) fara Ca™* si Mg”* si utilizat in decurs de 2 ore de la prelevare. In unele cazuri, probele au fost obtinute
din flacoanele gradate dupa ce toate testele diagnostice de laborator s-au incheiat. Cercetarea a fost aprobata de
catre Comisia de Etica privind Experimentele pe Oameni de la Centrul Medical Universitar Hadassah-Hebrew.
In toate cazurile a fost obtinut consimtimantul informat. La pacientii politransfuzati, probele de singe au fost
obtinute inainte de transfuzie, la cel putin 3 sdptdmani dupa precedenta transfuzie.

3.2 Prelevarea de SRO (Specii reactive ale oxigenului)

RBC au fost incubate cu 2',7' diclorofluorescin diacetat (DCF) (Sigma), dizolvat in metanol (Bio
Lab, Ierusalim, Israel), pana la o concentratie finala de 0,4 mM. Dupa incubare la 37°C timp de 15 min
intr-o atmosfera umidificatd de 5% CO2 1n aer, celulele au fost spdlate si resuspendate in solutie tampon
fosfat salin Dulbecco (PBS) la concentratia celulara originala.
La traversarea membranei, DCF sufera deacetilare prin esterazele intracelulare, producand un
compus nonfluorescent care devine de un verde foarte fluorescent in urma oxidarii de catre SRO.

3.3 Prelevarea de GSH (glutation redus)

RBC au fost spalate cu PBS si apoi centrifugate. Peleta a fost incubata timp de min. la temperatura
camerei, cu 40 uM (concentratie finald) de mercur portocaliu (Sigma). In acetoni a fost preparati o solutie
stoc de 100 uM de oxid de mercur si a fost depozitata la 4°C. RBC au fost apoi spalate, resuspendate in
PBS, si analizate prin citometria de flux.

Oxidul de mercur reactioneaza cu grupul SH de GSH, producand o fluorescenta rosie-portocalie.

3.4 Prelevarea in peroxidarea lipidica

Suspensiile RBC (5 x 10°celule/ml) in PBS au fost marcate cu 50 pM N-(fluoresceini-5-
tiocarbamoil)-1, 2-dihexadecanoyl-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sare de trietilamoniu (fluor-DHPE)
(Molecular Probes, Eugene, OR) dizolvata in etanol. Celulele au fost incubate timp de 1 h la 37°C
intr-o atmosfera umidificatd de 5% CO; in aer cu agitare continud, fiind centrifugate o data pentru a
indeparta markerul nelegat si resuspendate in PBS.

Fluor-DHPE este o sonda fluorescenta lipofilica care 1si pierde fluorescenta in urma reactiei cu
radicalii peroxil, mai ales dupd inducerea peroxidarii lipidice.

3.5 Prelevarea de FS (fosfatidilserina)

Atat celulele normale, cat si cele talasemice sau celulele la care a fost indusa apoptoza au fost
spalate in PBS. Peleta a fost resuspendata in 45 pl tampon de legare continand calciu. Am adaugat
cinci pl de AnnexinV-FITC si am incubat-o timp de 15 min. la 37°C. Celulele au fost apoi spalate si
resuspendate cu PBS.



3.6 Citometria de flux

Eritrocitele tratate asa cum am indicat mai sus au fost analizate cu un sortator celular cu
activare prin fluorescenta (FACScalibur, Becton Dickinson, Immunofluorometry systems, Mountain
View, CA). Celulele au fost trecute cu un ritm de aproximativ 1.000 pe secunda, utilizand serul
fiziologic ca si curent de transport. Un fascicul laser argon de 488 nm a fost folosit ca sursa de excitatie
luminoasa. Pentru a exclude non-eritrocitele din analiza, a fost analizata mai intdi o diagrama cu puncte
in doi parametri - ai imprastierii laterale (SSC) si imprastierii tnainte (FSC) a populatiei. S-a stabilit un
filtru de sortare care sa includa doar eritrocitele si sa excluda reticulocitele si leucocitele (WBC). RBC
marcate cu DCF si fluor-DHPE au fost detectate de FL-1 PMT utilizand amplificarea liniara, iar RBC
marcate cu oxid de mercur au fost detectate de FL-2 PMT utilizand amplificarea logaritmica. La fiecare
prelevare, au fost folosite ca martori celule necolorate, atat tratate cat si netratate. Calibrarea
instrumentelor si setarile au fost efectuate cu ajutorul globulelor Cali- BRITE™-3. Canalul de
fluorescentd medie (MFC) al intregii populatii de RBC a fost calculat pentru DCF, GSH si peroxidarea
lipidica cu ajutorul unui software CellQuest echipat cu FACS.

4. REZULTATE

4.1. Rolul stresului oxidativ in talasemie

Au fost utilizate metodele citometriei de flux pentru masurarea statusului oxidativ al
eritrocitelor normale si talasemice si pentru studierea efectelor diferitilor oxidanti si antioxidanti. Au
fost masurati urmatorii parametri celulari s-au (Fig. 1): (1) generarea de SRO, incluzand atat
capacitatea de baza a celulelor de a genera aceste specii de oxigen, cat si raspunsul lor la stresul
oxidativ (de pilda, expunerea la peroxid de hidrogen); (2) continutul de GSH redus; si (3) peroxidarea

lipidelor membranare.

Rezultatele au indicat ca SRO si peroxidarea lipidicd au fost mai mari, iar GSH a fost mai

scazut in eritrocitele talasemice raportat la cele normale, atiat la momentul initial, precum si dupa
supunerea la stresul oxidativ, ca de pildd in cazul expunerii la peroxid de hidrogen.
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Figura 1. Analizarea prin citometria de flux a (SRO), (GSH), si peroxidarii lipidice a eritrocitelor (RBC) stimulate si
nestimulate cu H,O, provenite de la donatori normali si talasemici reprezentativi. Pentru prelevarile de SRO si GSH, RBC
au fost preincubate cu si fara 2 mM H,O, timp de 1 h si au fost apoi marcate fie cu 0,4 mM (DCF) timp de 15 min., fie cu
40 uM oxid de mercur timp de 3 min, la temperatura camerei. Ambii coloranti au fost apoi spalati si celulele au fost
reintroduse in suspensie cu PBS. In analiza peroxidarii lipidice, RBC au fost mai intai marcate cu 50 uM fluor-DHPE la

37°C timp de 1 h, apoi au fost spalate si stimulate/nestimulate cu 8 mM H202 timp de 1 h la temperatura camerei. Au fost
prezentate rezultatele MFC.

Corelate, aceste rezultate au subliniat relatia inversa dintre SRO si GSH. SRO si peroxidarea lipidica
au fost mai mari, iar GSH mai scazut 1n eritrocitele talasemice in raport cu cele normale, atat la
momentul initial, precum si dupa expunerea la stresul oxidativ, cum ar fi cel exercitat de peroxidul de
hidrogen.

4.2 Eritrocitele cu continut de ADN talasemic aflate sub stres oxidativ

M. Dana, E. Prus, E. Fibach. Anemia, 2012 Article ID 943974, (2012).

(Anexa 1)

Am studiat natura eritrocitelor anucleate ce contin resturi de ADN, eritrocitelor Howell-Jolly (HJ) si
reticulocitelor, care sunt in mod caracteristic prezente in sistemul circulator al pacientilor cu talasemie,
mai ales dupa splenectomie. Folosind citometria de flux, am masurat parametrii statusului oxidativ al
acestor celule la pacientii cu beta-talasemie. La fiecare pacient studiat, aceste celule au avut un continut
mai mare de specii reactive ale oxigenului si fosfatidilserind expusa, comparativ cu echivalentele lor
libere de ADN. Aceste rezultate sugereaza ca stresul oxidativ asupra precursorilor eritroizi ai talasemiei
ar putea, prin ruperea ADN-ului, sa genereze reticulocite HJ si HI-RBC si cd externalizarea
fosfatidilserinei indusd de stresul oxidativ este implicata in eliminarea acestor celule din circulatie, prin
intermediul splinei, un mecanism similar cu cel al elimindrii eritrocitelor senescente.




4.3. Efectul antioxidant al eritropoietinei asupra celulelor sanguine in talasemie

Amer J, Dana M, Fibach E. The antioxidant effect of erythropoietin on thalassemic blood cells.
Anemia 2011; 2010(978710).

(Anexa 2).

Efectul EPO asupra generarii de SRO
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Figura 2: Efectul EPO asupra generarii de SRO, la eritrocite si trombocite. O proba de sdnge diluatd, obtinuta de la
un pacient cu talasemie, fost tratata timp de 2 ore cu EPO (1 U/ml) la 37°C, colorata cu DCF si apoi stimulatd cu 1 mM
H202 timp de 15min. SRO au fost méasurate prin citometria de flux, dupa separarea eritrocitelor si trombocitelor.

Efectul in vivo al EPO asupra soarecilor cu

The EPO effect on thalassemic mice
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Figura 3. Efectul EPO la soarecii cu talasemie. Soareci (N = 4) heterozigoti cu beta-talasemie moderata (Hbbh3/+), cu valori mici ale
hemoglobinei (7-9 g/dL) au fost inoculati (i.p) cu sau farda EPO (5000 U/kg). Dupad 2 ore, le-a fost prelevat sange si au fost analizate
eritrocitele. Sunt afisate schimbarile parametrilor indicati. Valorile de la soarecii netratati (fard EPO) au fost luate ca 100%.
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4.4. Contributia stresului oxidativ la hemoliza in cazul pacientilor cu sferocitoza ereditara

Ghoti H, Fibach E, Dana M, et al. Oxidative stress contributes to hemolizdi in patients with hereditary
spherocytosis and can be ameliorated by fermented papaya preparation. Ann Hematol 2010;
90(5):509-13

(Anexa 3).
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Figura 4. Efectul in vitro al FPP asupra stresului oxidativ al HS-RBC. Eritrocitele de la pacientii cu HS au fost diluate in PBS si
incubate timp de 2 h, cu sau fard 0,1 mg/ml FPP. Celulele au fost apoi testate pentru SRO si GSH. Rezultatele sunt exprimate ca medie

a MFC la 17 pacienti.
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Figura 5. Efectul in vitro al FPP asupra hemolizei HS-RBC. Eritrocitele de la un pacient cu HS au fost diluate in PBS
si incubate peste noapte cu sau fard 0,1 mg/ml FPP. Hemoliza este prezenta in absenta FPP (tub stanga), dar nu si dupa
incubarea cu FPP (tub dreapta).
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4.5 Rolul stresului oxidativ in hemoglobinuria nocturni paroxistica (HNP)

4.5.1 Statusul oxidativ al celulelor HNP-RBC

O ROS GSH
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Figura 6. Statusul oxidativ al RBC la pacientii HNP comparativ cu RBC de la donatori normali. Eritrocitele au fost testate pentru
SRO si GSH. SRO au fost masurate dupa expunerea timp de 15 minute la 1 mM H,0,. MFC sunt afisate.

4.5.2 Statusul oxidativ al eritrocitelor cu CD55/CD59 negativ
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Figura 7. Statusul oxidativ al RBC CD55/CDS9 negative. Probele de sange obtinute de la 5 donatori normali si 5 pacienti HNP au
fost colorate pentru CDS55 si CD59 si SRO. Au fost stabilite filtre pentru RBC, si a fost determinatd intensitatea fluorescentei CDS55,
CD59 si SRO. Proportia de celule CD55 si CD59 in sangele pacientilor a variat de la 20% la 27%. Rezultatele cu celule de la pacientii
cu HNP arata un nivel mai ridicat de SRO in celulele CD55/CD59-negative decat in cele CD55/CD59 pozitive (celulele normale).
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4.5.3 Efectul de complement al HNP-RBC asupra SRO
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Figura 8. Efectul de complement al RBC asupra SRO. Eritrocite normale si HNP-RBC au fost incubate 1a 37°C cu ser contindnd
complement (C ') sau cu ser cu complement inactivat (incilzit la 56°C timp de 30 minute) (No C'). Serurile au fost ABO compatibile cu
eritrocitele tratate. La momentele indicate, alicote de RBC au fost analizate pentru SRO. Rezultatele sunt exprimate ca media 6 SD a
canalului de fluorescentd medie de la patru experimente efectuate cu RBC de la diferiti donatori normali si pacienti cu HNP (avand 20-
27% celule CD55/CD59-negative).
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4.5.4 Eritrocitele de tip HNP

4.5.4.1 Statusul oxidativ al celulelor RBC de tip HNP

BGSH
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Figura 9. Statusul oxidativ al RBC tratate AET. RBC au fost testate pentru SRO, si GSH. MFC sunt aratate.

4.5.4.2 Efectul de complement al celulelor rosii tratate cu AET
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Figura 10. Efectul de complement al RBC de tip HNP asupra SRO. RBC normale si tratate AET au fost incubate la 37°C cu ser
contindnd C' sau cu ser cu C' inactivat (incalzit la 56°C timp de 30 minute) (No C').Serurile au fost compatibile ABO cu eritrocitele
tratate. Rezultatele au indicat o crestere a fluorescentei in serul neincalzit, dar nu si in serul incalzit.



4.6 Efectul antioxidant al peptidelor mimetice ale tioredoxinei (TRX) asupra statusului oxidativ

al RBC HNP si RBC de tip HNP

4.6.1 Efectul CB3 si NAC asupra SRO si GSH in celulele sanguine

120 4 PNHWITH CB3 120 4 PNHWTHNAC
100 4 @Without CB3 100 4 QWithout NAC
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E 80 E 80
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Figura 11. Efectul CB3 si NAC asupra SRO si GSH in RBC. HNP-RBC diluate in PBS au fost incubate timp de 30 min, cu 1 mM de
CB3 sau NAC. SRO si GSH au fost masurate dupa colorarea cu DCEF si, respectiv, oxid de mercur. Rezultatele noastre aratd ca CB3 a
redus semnificativ productia de SRO si a crescut continutul de GSH, si cd acesta a fost mai eficient decat NAC.
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4.6.2 Efectul tratamentului cu CB3 in vitro asupra hemolizei

Antioxidant effect on PNH- RBC hemolysis
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w
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Figura 12. Efectul tratamentului cu CB3 in vitro asupra hemolizei. HNP-RBC diluate in PBS au fost incubate peste noapte cu diferite
concentratii de CB3 sau NAC. Celulele au fost apoi centrifugate, Hb au fost masurate prin Reactivul Drabkin. A fost detectata hemoliza
completa prin liza solutiei RBC prin soc osmotic in apa si masurarea Hb, care reprezintd 100% hemoliz& (martor), apoi rezultatele au fost
exprimate ca absorbanta probei de testat comparativ cu proba martor ca referinta la 540 nm. Rezultatele au indicat o hemoliza grava a
HNP-RBC netratate; pe de alta parte, tratamentul cu NAC si CB3 a inhibat liza, Intr-un mod dependent de doza.

4.6.3 Efectul tratamentului cu CB3 in vitro asupra hemolizei eritrocitelor de tip HNP

The effect of CB3 on PNH-LIKE RBC hemolysis
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Figura 13. Efectul tratamentului cu CB3 asupra hemolizei eritrocitelor de tip HNP. RBC de tip HNP diluate in PBS au fost
incubate peste noapte cu diferite concentratii de CB3 sau NAC. Celulele au fost apoi centrifugate, iar sedimentul de RBC a fost

numarat cu hematocitometrul.
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4.7 Rolul stresului oxidativ in anemia hemoliticid autoimuni (AHAI)

4.7.1 Modelul AHALI in vitro

The effect of antibodies/C' on ROS generation
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Figura 14A. Efectul anticorpilor si complementului asupra generirii de SRO
MFC al RBC umane normale de tip A, incubate cu anticorpi monoclonali anti-A si C'. Rezultatele au indicat ca nici anticorpii, nici C’

singur nu au indus SRO.

The effect of antibodies/C' on hemolysis
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Figura 14B. Efectul anticorpilor si complementului asupra hemolizei.
RBC umane normale de tip A, incubate cu anticorpi monoclonali anti-A si C'. Hemoliza a fost observatd in decurs de 30 min, si a fost

masuratd prin determinarea continutului de hemoglobina liberd de supernatant. Rezultatele au indicat cd nici anticorpii, nici C'singur nu
au indus hemoliza.

Aceste rezultate au sugerat ca nici anticorpii, nici C’ singur nu au indus hemoliza.

16



Efectul antioxidantilor asupra anticorpilor/lizei mediate de complement a eritrocitelor

Antioxidant effect on C'-mediated hemolysis
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Figura 15. Efectul antioxidantilor asupra anticorpilor / lizei mediate de complement a RBC. RBC umane de tip A au fost incubate
cu ser autolog, la un raport de 1:5 cu 2puL anticorpi monoclonali anti-A proveniti de la soareci (IgM) la diferite concentratii de CB3,
NAC la 37°C timp de 40 min. Hemoglobina sericd a fost testatd cu o solutie Drabkin. Rezultatele noastre aratd ca CB3 a inhibat
semnificativ liza celulelor sanguine, comparativ cu NAC.

Rezultatele noastre aratd ca CB3 a inhibat semnificativ liza eritrocitelor, comparativ cu NAC.

4.7.2 Efectul CB3 si NAC asupra SRO si GSH 1n celulele sanguine cu AHAI

The effect of antioxidants on AIHA-RBC
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Figura 16. Efectul CB3 si NAC asupra SRO si GSH in celulele sanguine cu AHAI

RBC umane normale de tip A au fost tratate cu 1 mM de CB3 si NAC, timp de 20 de minute, iar apoi au fost incubate cu ser autolog
(C') si anticorpi monoclonali anti-A de la soareci. RBC au fost spalate si testate pentru SRO.

Rezultatele noastre sugereaza ca aceste peptide mimetice ale TRX sunt excelenti candidati potentiali pentru tratarea tulburarilor legate

de stresul oxidativ.
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5. DISCUTII

Stresul oxidativ apare atunci cand echilibrul dintre oxidanti si antioxidanti este tulburat,
balanta nclinind 1n favoarea celor dintdi. Acest fenomen poate fi influentat de agenti exogeni (cum ar
fi radiatiile, traumele, activarea medicamentoasa, excesul de oxigen), dar si de factori endogeni,
asociati cu numeroase stdri patologice, inclusiv tulburari inflamatorii, boli cardiovasculare, leziuni la
nivelul sistemului nervos central, boli pulmonare, tulburari cauzate de diabet, etc. (Kohen si Nyska,
2002). Antioxidantii au fost testati clinic In unele tulburdri legate de factori oxidativi (de exemplu,
tulburdri cauzate de diabet) (Giacco et al., 2010). Desi nu reprezinta etiologia lor primara, stresul
oxidativ joacd un rol important si in anemiile hemolitice, In principal prin distructia cauzata la nivelul
RBC. Antioxidantii pot neutraliza stresul oxidativ, insa studiile clinice au fost efectuate in principal in
cazul beta-hemoglobinopatiilor si nu si 1n alte tipuri de anemie hemoliticd. De exemplu, s-a raportat
ca antioxidantii, cum ar fi compusul tiol N-acetilcisteina (NAC), vitamina C si derivatul de vitamina
E, tocotrienolul, au redus stresul oxidativ al celulelor sanguine obtinute de la pacienti cu talasemie
(Amer et al., 2004, Amer et al., 2005). In ciuda eforturilor ample de cercetare din ultimii ani, care au
condus la rezultate promitatoare, existd incd nevoia de cercetari suplimentare privind stresul oxidativ
la om. In studiul nostru am investigat, pentru prima dat, statusul oxidativ in alte tipuri de anemii
hemolitice si efectul altor compusi antioxidanti, cum ar fi FPP, EPO si CB3. Rezultatele noastre au
sugerat ca acesti antioxidanti ar putea fi folositi ca o potentiala modalitate terapeutica.

5.1 Masurarea stresului oxidativ prin citometria de flux

Aspectele tehnice ale testelor prezintd o limitare serioasa. De exemplu, metodele de masurare a
SRO, cum ar fi rezonanta electronicd de spin si capcanele de spin, sunt complicate si au o sensibilitate
redusa. O tehnicd ce poate demonstra, identifica si cuantifica speciile de radicali liberi aplicabile in
studiile umane este de o importantd fundamentald. O astfel de tehnica trebuie sa permitd aplicatiile
clinice de rutind, cum ar fi screeningul si identificarea subiectilor cu stres oxidativ, si monitorizarea
efectelor tratamentelor farmacologice, suplimentelor cu antioxidanti sau ale modificarii stilului de
viata.

Am dezvoltat o metodologie bazata pe tehnici ale citometriei de flux, pentru a masura mai
multe aspecte legate de stresul oxidativ in diferite celule sanguine. Citometria de flux oferd o serie de
avantaje: (1) capacitatea de a cuantifica o singura celuld, fatd de media populatiei totale, (2) prin
utilizarea uneli strategii de filtrare a fasciculului, pot fi masurate subpopulatii specifice, celulele
contaminante fiind excluse. Datele sunt exprimate in unitati arbitrare de fluorescenta, si nu in greutate
sau concentratii molare, dar metoda este utild in scopuri comparative. Recent, a fost utilizatd o
tehnologie automata si robotica cu un randament foarte inalt pentru screeningul a mii de compusi in
ce priveste activitatile lor.
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Mai multe sonde fluorescente au fost utilizate in citometria de flux pentru masurarea stresului
oxidativ. Aceste sonde sunt permeabile la celule si sunt supuse unei sechestrari celulare, astfel incat
pot fi atinse concentratii intracelulare semnificative. Aceste sonde isi pot modifica proprietdtile de
fluorescentd in urma interactiunii cu compusul testat, avand o specificitate inaltd si o rata scazutd de
conversie spontand cu toxicitate celulard minima.

Tehnicile de flux ne-au permis sd masuram generarea de SRO cu 2',7' diclorofluorescin
diacetat (DCF-DA), continutul GSH prin colorarea cu oxid de mercur, peroxidarea lipidica cu Fluor-
DHPE si markerul apoptotic al fosfatidilserinei (FS) prin colorarea cu anexina V. Folosind aceste
abordari mai sus mentionate, am demonstrat cd in beta-talasemie, Tn sferocitoza ereditara,
hemoglobinuria nocturna paroxistica (HNP), precum si In anemia hemolitica autoimuna (AHAI),
eritrocitele sunt supuse stresului oxidativ. Aceste celule genereaza cantitati crescute de SRO, PS si
peroxidare lipidica membranoasa si au valori scazute de GSH comparativ cu celulele normale.

5.2 Stresul oxidativ in talasemie

Am ardtat ca SRO si peroxidarea lipidica au valori mai mari, iat valoarea GSH este mai scazuta
la eritrocitele talasemice 1n raport cu cele normale, atat la momentul initial, cat si dupa supunerea la
stresul oxidativ, ca de pildad in cazul expunerii la peroxid de hidrogen.

La pacientii cu talasemie, si mai ales dupa splenectomie, precursorii eritrocitelor nucleate
(normoblasti) si eritrocitele si reticulocitele mature care contin resturi de ADN (corpi Howell-Jolly,
HJ) sunt detectabile Tn numar mare in circulatia sanguina. In mod normal, astfel de celule nu exista in
sangele periferic. Folosind citometria de flux, am ardtat ca HJ-RBC si reticulocitele sunt sub stres
oxidativ si transporta PS expuse, ceea ce poate reprezenta factorul declansator al fagocitozei lor de
catre macrofage si eliminarea lor in splina.

Am demonstrat ca mai multe anomalii induse de stresul oxidativ pot fi ameliorate prin
tratament cu antioxidanti. In beta-talasemie, am demonstrat ca tratamentul cu EPO conduce la
ameliorarea starii de anemie. Exista doua ratiuni pentru acest tratament in talasemie: de a stimula
eritropoieza si de a ridica productia de Hb fetala; aceasta din urma compenseaza lipsa sau continutul
redus de HbA. Se stie cd EPO are un efect protector in celulele non-eritroide, cum ar fi celulele
neuronale si cardiomiocitele (Joyeux-Faure et al., 2007). Mai multe rapoarte au atribuit rolul protector
al EPO 1n celulele non-eritroide efectului sau anti-oxidativ (Katavetin et al., 2007, Wu et al., 2007).
Am raportat un efect direct al EPO asupra RBC, care nu este legat de eritropoieza. Efectele au fost
observate in vitro, prin incubarea RBC din sangele periferic cu EPO, precum si la scurt timp (3 ore)
dupa injectarea de EPO 1n soareci cu beta-talasemie. Rezultatele noastre sugereaza ca EPO ar putea
atenua simptomele anemiilor hemolitice, actionand ca un antioxidant.

5.3 Stresul oxidativ in sferocitoza ereditari
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Utilizand citometria de flux, am documentat prezenta stresului oxidativ la 17 pacienti cu HS din
7 familii arabe palestiniene. Acest lucru a fost demonstrat prin generarea crescutd de SRO si peroxizi
lipidici si prin nivelurile mai scazute de GSH 1n eritrocitele lor, comparativ cu donatorii sanatosi, de
control. Constatarea ca stresul oxidativ al RBC de la pacientii cu HS poate fi partial explicat prin rata
mai mare a auto-oxidarii Hb si formarii metemoglobinei (Cadet et al., 2010), care pot fi cauzate de
cresterea concentratiei de Hb intracelularda (CHEM), datorita deshidratarii RBC. Acumularea de Hb
oxidatd in apropierea membranei RBC favorizeaza producerea de daune oxidative localizate la nivelul
proteinelor osoase si fosfolipidelor, distrugand in cele din urma structura membranei si functia sa
(Cadet et al., 2010). S-a raportat, de asemenea, cd spectrina in HS-RBC este extrem de sensibila la
stresul oxidativ, ceea ce poate contribui la deteriorarea membranei (Belloni et al., 2011).

Am demonstrat ca tratamentul cu FPP amelioreaza parametrii oxidativi in HS si scade
hemoliza, atét in vitro cét si in vivo. Proprietatile antioxidante ale FPP (Keerthivasan et al., 2011) ar
putea fi atribuite continutului ridicat de acid glutamic, glicind, si metionind, care servesc drept
substrat pentru sinteza glutationului. Ameliorarea parametrilor de stres oxidativ prin FPP a fost, de
asemenea, raportata in talasemie, dar farda schimbari semnificative ale parametrilor hematologici
(Khandelwal et al., 2007). O posibild explicatie ar fi faptul ca speciile libere ale fierului, cum ar fi
fierul labil plasmatic si fierul labil intracelular sunt mai mari in talasemie, conducéind la o producere
crescutd de SRO, in raport cu HS sau HNP (a se vedea mai jos), in cazul carora a fost detectata o
imbundtatire a parametrilor hematologici (Galili et al., 1958).

5.4 Stresul oxidativ in hemoliza mediata de complement (HNP si AHAI)

Utilizand metodologia citometriei de flux, am constatat ca HNP-RBC se afla sub stres oxidativ: la ele
nivelul SRO este mai mare si cel al GSH este mai mic decat la RBC normale. in HNP, celulele stem
patologice si cele normale coexista, dand nastere la un mozaic de celule sanguine normale, avand
fenotipul CD55+CD59+, si celule anormale, cu un fenotip CD55-CDS59-. In experimentele cu dublu-
colorare cu anticorpi fluorescenti la CD55/CD59 si markeri ai stresului oxidativ, am demonstrat ca
exista un status oxidativ mai ridicat in celulele derivate din clona patologica, comparativ cu celulele
derivate din clone normale ale unuia si aceluiasi pacient. Intr-adevar, am observat ci celulele normale
(cu fenotipul CD55/CD59-positive) din sangele pacientilor cu HNP au un status oxidativ mai ridicat
decat celulele de la donatorii de sange sdndtosi. Hemoliza mediata de complement (C') datorata
deficientei de CD55/CDS9 este o caracteristica majora a HNP. Am ardtat ca tratamentul cu
complement in vitro aplicat HNP-RBC a dus la stresul oxidativ inainte de orice semne de hemoliza si
ca anti-oxidantii, cum ar fi CB3 si NAC au redus hemoliza, sugerand implicarea stresului oxidativ ca
mediator sau ca adjuvant. HNP este o boala rara, si pentru a putea studia diferite aspecte ale HNP, am
folosit RBC artificiale, de tip HNP. RBC normale au fost incubate cu compus sulfidril de bromura 2-
aminoetilisotiouronium (AET). AET induce susceptibilitatea la liza mediata de complement prin
perturbarea integritdtii structurale si functionale a elementelor constitutive ale membranei, cum ar fi
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factorul de accelerare a degradarii (DAF), inhibitorul membranar de lizad reactivd (MIRL), si
receptorul de complement de tip 1 (CR1) care reglementeaza activitatea atat a convertazei C3 cat si a
complexului de atac al membranei, mediatd de complement (Sirchia, Ferrone si Mercuriali, 1965;
Sirchia, Ferrone, Milani si Mercuriali, 1966).

AHALI este o alta forma de anemie hemolitica C' - mediatd, cauzata de auto-anticorpi impotriva
antigenelor exprimate pe suprafata RBC. Odata formati, acesti anticorpi se leagd la suprafata RBC si
le marcheaza pentru distrugere prin lizd C'-mediata (hemoliza intravasculard) si/sau prin fagocitoza
Fc-mediata (hemoliza extravasculara). Este o boala autoimuna sistemicd grava, pentru care nu exista
tratamente viabile, cu exceptia splenectomiei si medicatiei cu imunosupresoare si substante anti-
inflamatorii generale.

Pentru a simula o situatie AHAI, au fost dezvoltate doua modele AHAI in vitro: RBC umane
normale de tip A au fost incubate cu (a) anticorpi monoclonali anti-A si C' (b) O seruri (contindnd C'
si Ab). In cele doud modele, a fost observati hemoliza. Aceasta a fost precedati de o crestere brusci
in productia de SRO. De unii singuri, nici anticorpii, nici Ct nu au indus hemoliza.

Antioxidanti cum ar fi NAC si CB3 au redus cresterea C'-mediata a SRO, precum si hemoliza
ulterioara. Aceste peptide mimetice ale tioredoxinei (TRX) sunt blocate atat la terminusul N- cat si la
C-, ceea ce le permite sa traverseze liber membranele celulare si sa aibd acces la citosol. Ele au fost
examinate pentru a li se determina capacitatea de a Tmbunatati starea redox a celuleor in timpul
stresului oxidativ ( Bartov et al., 2006, Bachnoff et al., 2011). Este de asteptat ca aceste peptide sa
produca reducerea chimica a proteinelor TRX-tinta, cum ar fi oxidoreductaza, inversand stresul
oxidativ prin mimarea activitatii TRX atribuite unui consens al motivului CxxC, prezent la locul
catalitic. Fiind ditioli, aceste peptide ar putea, In plus fata de actiunea catalitica mai selectiva si
specifica asupra substraturilor TRX, sa actioneze direct ca antioxidanti, prin interactiunea lor cu
speciile oxidante nocive si neutralizarea acestora. Actionand ca necrofagi SRO si precursori de
glutation, unele dintre aceste peptide s-au dovedit capable sd atenueze Tn mod eficient kinaza proteica
activatd de mitogeni (MAPK) fosforilare/ activare si translocarea NF-xB inversd a nucleului in
conditii de stres oxidativ in vitro (Bartov et al., 2006, Lee et al., 2007).

Peptidele TRX au demonstrat o eficacitate semnificativ mai mare in comparatie cu
antioxidantii conventionali cu continut de tiol, inclusiv N-acetilcisteina (NAC), GSH, ditiotreitol, si
acidul ascorbic. S-a aratat cd o noud forma amidica de tiol N-acetilcisteina (AD4), forma amidica de
NAC, a fost mult mai eficace decat compusul parental in privinta efectelor sale antioxidante si
protectoare asupra RBC umane supuse stresului oxidative (Grinberg et al., 2005). In studiul nostru,
am investigat proprietdtile antioxidante ale unui nou compus pe baza de tiol hidrofob (CB3),
comparativ cu antioxidantul cunoscut N-acetilcisteina (NAC). Rezultatele noastre furnizeaza dovezi
privind superioritatea CB3 pentru cresterea nivelului de GSH si inhibarea lizei RBC, venind in
sprijinul potentialei sale utilizari clinice in tulburarile legate de stresul oxidativ.

Pe scurt, stresul oxidativ joaca un rol important in anemiile hemolitice: cu toate ca nu reprezinta

etiologia principala a acestor boli, acesta contribuie la provocarea deteriorarii RBC, iar efectul sau
poate fi neutralizat prin antioxidanti.
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6. CONCLUZII

Beta-talasemia este extrem de raspandita in Israel si in Autoritatea Palestiniana. Tratamentul cu anti-
oxidanti scade nivelurile de SRO si amelioreazd simptomele clinice asociate cu stresul oxidativ.

Citometria de flux, o tehnologie standard in majoritatea laboratoarelor hematologice si
imunologice, poate fi utila pentru masurarea statusului oxidativ al RBC, trombocitelor si PMN
in diverse boli, cum ar fi SCA si talasemia si pentru a studia diversi agenti chimici ca potentiali
anti-oxidanti.

Prin dezvoltarea precursorilor eritroizi, stresul oxidativ ar putea genera HJ-reticulocite si HJ-
RBC si acea externalizare a PS indusa de stresul oxidativ ar putea sta la baza eliminarii lor din
circulatie prin intermediul splinei, un mecanism similar cu cel al eliminarii de RBC imbadtranite
(senescente).

EPO ar putea atenua simptomele anemiilor hemolitice ca antioxidant.

Stresul oxidativ joaca un rol important in patofiziologia HS, care poate fi ameliorata prin
antioxidanti, cum ar fi FPP.

In hemoliza intravasculara mediata de complement, cum ar fi cazul HNP si AHAI, nici anticorpii, nici C'
nu au indus singuri hemoliza.

Peptidele mimetice ale tioredoxinei (TRX), cum ar fi CB3, sunt excelenti candidati potential pentru
tratarea tulburarilor legate de stresul oxidativ.
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