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INTRODUCERE

Aceasta teza de doctorat vine la intdlnirea dintre probleme ale lumii moderne (in care
stilul de viatd activ predispune la accidente severe in conditiile saltului tehnologic) si
consecintele alegerilor alimentare adictive (care au influentat socitetatea umana din cele mai
vechi timpuri) [1]. In aceste conditii, o patologie cu frecventa in crestere este cea a
traumatologiei vertebro-medulare, care afecteaza toate categoriile populationale, cu riscul

aparitiei disfunctiilor pe multiple paliere: individual, familial social [2] [3].

Ne-au contrariat observatiile privind cazuistica din Clinica de Recuperare Neuromusculara
(RNM) a Spitalului Clinic de Urgentd "Bagdasar Arseni” (SCUBA) referitoare la diferente
frecvente intre starea neuro-disfunctionald obiectiva dupa traumatisme vertebro-medulare
(TVM) intre pacienti cunoscuti cu abuz cronic etanolic si cei care nu aveau astfel de tulburari
comportamentale [4]. Astfel, cu avizul Comisiei de Etica a Spitalului (nr 35517/25.11.2015)
am initiat studiul clinic aferent prezentei teze doctorale cu scopul de a cerceta relatia etilism-

status neuro-disfunctional si evolutiv recuperator, neuromuscular, post TVM.

e vy

investigatii paraclinice inclusiv la nivel intim tisular si molecular a influentei pozitive
(benefice) a alcoolismului cronic asupra evolutiei (acute si subacute) a statusului clinic
neuro-disfunctional la pacientii cu TVM, in conditiile in care abuzul cronic etanolic se stie

ca determina afectari structurale si functionale in tesutul nervos.

Obiectivul general al acestui studiu doctoral este analiza si incercarea de a explica mai sus

mentionata constare, oarecum surprinzatoare, in contextul verificarii Ipotezei de lucru.
Obiectivele specifice sunt:

obiectivarea semnificatiei statistice a constatarii clinice din ipoteza de lucru (prin analiza
retrospectiva a cazurilor de pacienti cu TVM, internati in Sectia de RNM a SCUBA in

perioada 01.01.2005 pana in 01.06.2022);

incercarea prospectiva de a explica si identifica, prin demersuri de cercetare fundamentala,
a mecanismelor intime posibil implicate in generarea evolutiei (paradoxal) mai favorabile a

tesuturilor mielice in conditii de agresiune, in culturi celulare nemuritoare tumorale;

incercarea prospectiva de a explica si identifica, prin demersuri de cercetare fundamentala,

a mecanismelor intime posibil implicate in generarea evolutiei (paradoxal) mai favorabile a
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tesuturilor mielice Tn conditii de agresiune a celulelor gliale din culturi celulare primare (de

sobolan).
Lucrarea este structurata in doua sectiuni:

Partea generala care trece in revista date de actualitate stiintifica privind domeniile cercetate
(traumatologia vertebro-medulard, influentele impregnarii etanolice cronice asupra
organismului uman in general si asupra sistemului nervos central- cu focalizare principald
pe maduva spinala- in special si o scurta sistematizare a principalelor mecanisme ce tin de
biologia moleculard a evenimentelor lezionale post TVM, si interferente ale acestora cu
evolutia clinicd neurofunctionald, inclusiv recuperatorie in stadiile de la acut pana la
subacut).

Contributiile personale cuprind o analiza retrospectiva clinico-statistici a problematicii
studiate si o cercetare prospectivd experimentald a dinamicii la nivel intim In biologia
neuronala si gliocitard, inclusiv de la nivel mielic in conditii experimentale cu elemente
propensive reproducerii unor conditii asemanatoare/ partial asemanatoare celor din leziunile

mielice posttraumatice.

Primul demers a fost s ne documentam observatiile clinice prin evaluarea stadiului
cunoasterii problematicii la nivelul comunitatii stiintifice internationale [4]; apoi am realizat
un studiu clinic retrospectiv exhaustiv al pacientilor internati in Sectia RNM SCUBA cu
diagnostice de tetraplegie sau paraplegie post-TVM (din arhiva Clinicii mentionate in
perioada 01.01.2005- 01.06.2022) alcatuind o baza de date ce cuprinde 1057 astfel de cazuri,
la care am efectuat analiza statisticd a datelor obiective extrase din foile de observatie clinica
ale respectivelor persoane internate, inclusiv utilizand parametrii de evaluare clinico-
functionala cuantificati prin scalele/ grilele specifice de masurare (AIS, Frankel). Analiza
retrospectivd a datelor aferente celor 1057 pacienti ne-a dezvaluit cd acestea nu prezinta o
distribuitie normala (avand in vedere criteriile selective limitative aplicate), insd exista
corelatii semnificative statistic intre consumul abuziv cronic etanolic si statusul, precum, si
evolutia favorabile, din punct de vedere motor, cat si al randamentului recuperarii motorii si

senzitive la astfel de traumatizati vertebro-medular.

Ulterior, am realizat un studiu prospectiv pe linii celulare tumorale neuronale si gliale (in
Departamentul de Patologie Moleculard si Celulara al Institutului de Virusologie ”Stefan S.
Nicolau”) pe modele de suferintd celulara (prin traumatizare mecanicd si interventii

hipoxemiante) in culturi celulare neurale tumorale HTB-11 si U87 MG tratate excesiv cu
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alcool etilic si coresponderent in timp ca vechime cu alcoolismul. Am observat diferente
morfologice intre celule neurale (neuroni si gliocite) crescute cu si fara tratament etanolic,
precum si intre celulele expuse si neexpuse conditiilor traumatice (prin zgariere si hipoxie)
insd fard ca aceste deosebiri structurale sd pericliteze supravietuirea celulard. Apoi am
analizat (comparativ intre celulele expuse si neexpuse la tratamentul etanolic) raspunsul
molecular prin studierea cronologica a evenimentelor postraumatice celulare (dupa cum se
cunoaste din literaturd; initial, dupd producerea unui traumatism vertebro-medular, au loc
determina efluxul de potasiu in mediul extracelular- cu depolarizare de impact - si influxul
de calciu, urmate de productia in exces de glutamat, care determind un status de
hiperexcitabilitate locala, ce - aldturi de ischemie prin sangerare si tulburari vaso-spastice -
determind modificari hipoxice, care induc rapid disfunctii metabolice si stres oxidativ local,
cu activarea raspunsului imun Innascut la nivel de inflamazom, cu rol defensiv, fiind urmate
de initierea mecanismelor apopototice - implicate In procese atdt neuroprotective, cat si
neurodegenerative - precum si de influentarea moleculelor de semnalizare celularad, cu
reactivarea functionald a unor cai neurale embrionare). Evaluarea de biologie moleculara s-
a realizat In paradigma conceptuald proteozomica, prin evaluarea expresiei genice (la nivel
de ARN mesager) si de sinteza proteica, specifice etapelor cronologice posttraumatice
descrise mai sus. Expresia genica s-a evaluat prin reactie de polimerizare in lant in timp real
(real time polymerase chain reaction - RT PCR) iar sinteza proteica a fost cuantificata prin
tehnica DotBlot, ce a folosit anticorpi specifici. A mai fost evaluat si ciclul celular prin
citometrie in flux iar imaginile culturilor celulare au fost realizate la microscop cu inversie

st fluorescenta (dupa realizarea unor coloratii speciale).

Celulele impregnate cu etanol (desi au o rezistentd mai scazutd la stres) au prezentat
capacitatea regenerativa de a reumple golurile din testul zgarierii similar cu celulele netratate

cu alcool etilic.

Evaluarea raspunsului la hipoxie (obiectivat prin markerii moleculari: Hypoxia Inducible
Factori-1alfa — HIF-10, Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells-beta
- NFk-B, Vascular Endothelial Growth Factor- VEGF, Fms related receptor tyrosine kinase
-1 — FLT-1, Transforming Growth Factor beta - TGF-f, Protocaderinel2 - PCDH12,
Hemoxigenasel - HMOX1, Hemoxigenase2 - HMOX2, Carbonic Anhydrase 9 - CA9,
Hypoxia Inducible Factori-2alfa - HIF-2a, Indoleamine 2,3-DiOxygenase - IDO) al celulelor

de neuroblastom expuse la tratament cronic etanolic a aratat ca se produc urmatoarele efecte
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ale alcoolului etilic: de scadere a neurodegenerdrii si a neurotoxicitdtii de ameliorare
functionald a raspunsului/ rezilientei metabolico-functionale a neuronilor, deci
neuroprotector, antiinflamator, antiapoptootic, de angiogeneza, de remodelare sinapticd/

neuroplasticitate.

Studiul stresului celular (prin moleculele: interleuchina-1p - IL-1p, TNF-a - Tumor Necrosis
Factor, interleuchina-6 -IL-6, interleuchina-8 -IL-8, interleuchini-4 -IL-4, Catalaza,
Claspina, Clusterina, Hat Shock Protein27- HSP27, Hat Shock Protein60 - HSP60, Hat
Shock Protein70 - HSP70) a ardtat ca expunerea cronica la etanol induce (asupra celulelor
neurale tratate cu agenti hipoxemianti) urmdtoarele efecte: antioxidant, de reglarea
adaptativd a metbolismului energetic, neuroprotector, antiinflamator, antiapoptotic,
anticicatricial, inhibitor al regenerdrii nervoase ca raspuns defensiv, de refacere a

terminatiilor nervoase, de inhibitie a fenomenelor de dieback axonal.

Cercetarea inflamazomului (prin moleculele: caspazei-1, interleuchinelor-1p, -18, NLR
family pyrin domain containing protein 3 - NLRP3, kinaza Receptor Interacting Protein -
RIP, Cicloxigenaza2 - COX-2, Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells - NF«kBI1, proteina p38a fosforilata - Phospho-p38a, Paroxonazal - PONI,
Paroxonaza2 - PON2, Paroxonaza3 - PON3) a descoperit urmatoarele influente ale
consumului cronic de etanol asupra celulelor neuronale stresate hipoxic: antiinflamator, de

diminuarea piroptozei, prosupravietuire celulard/ rezistenta biologica.

Tratamentul cronic cu etanol al culturilor neuronale nemuritoare (de neuroblastom), expuse
la conditii experimentale hipoxemiante, a produs urmatoarele consecinte la nivel de
metabolism glucidic celular (prin moleculele: Adenilkinaza3 - AK3, Fetuina-B - FETU-B,
PhosphoGlycerate Kinase - PGK1, Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 1 - PCSKI1,
PhosphoFructoKinase, Liver Type 1 - PFKLI1, High Mobility Group Box 1 - HMGBI,
Glucose transporter 1 - GLUT1, Tyrosine kinase with immunoglobulin like and EGF like
domains 1- TIE1, LactatDeHidrogenaza B - LDH B): epuizare energetica si de crestere a
nivelului acidului lactic, dar si de stimulare a activitatii proteolitice a insulinei, imbunatatirea
randametului utilizarii glucozei, cu favorizare a patrunderii intracelulard a acesteia, si

(inclusiv) cu remodelare vasculara.

Studiul apoptozei (prin moleculele: Caspazele -3, -7, -8, -9, -10, HTRA2/Omi, Livin, p21,
p27/Kipl, Phospho-p53 (S15), Phospho-p53 (S46), Phospho-p53 (S392), Phospho-Rad17

(S635), Small mitochondria-derived activator of caspases/ direct inhibitor of apoptosis-
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binding protein with low pI - SMAC/Diablo, Survivin, Tumor Necrosis Factor Receptor -
TNF R, X-linked inhibitor of apoptosis protein — XIAP, Bad, Bax, Bcl-2, Bcl-x, Pro-
Caspaza-3, Cleaved Caspase-3, Catalaza, Inhibibitor of apoptosis proteins-1 - cIAP-1,
Inhibibitor of apoptosis proteins 2 - cIAp-2, Claspina, Clusterina, Citocrome C, TNF-Related
Apoptosis Inducing Ligandl -1- TRAIL R1, TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand?2 -
TRAIL R2, Fas-Associated Death Domain - FADD, Fas) a aratat ca expunerea cronica la
etanol determina efecte antiapoptotice (pe calea extrinsecad si cea intrinseca), inclusiv in

conditii de interventii hipoxemiante.

Evaluarea moleculelor de semnalizare intercelulard (Laminin4 - LAMAA4, Chitinase 3—like
protein 1 - CHI3LI1, Lipocalina2 - LCN2, Tissue inhibitor of metalloproteinase-1 - TIMP1,
Semaforina3 - SEMA3) si a cailor embrionare de comunicare (Sonic hedgehog signaling —
SHH, Prominina-1 - CD133, Neurogenic locus notch homolog proteinl - Notchl, Hairy
Ears, Y-linked — Hey, Bone morphogenetic proteins 4 - BMP4, Hairy/enhancer of split —
Hes, Wingless/Integrated — WNT, Caderina 2 - CDH2, Vimentina — Vim, Nestina — Nestin,
Neuronal differentiation 1 - NeuroDI1, Glial fibrillary acidic protein - GFAP,
Oligodendrocyte transcription factor 2 - Olig2) la neuronii (tip neuroblastom) tratati cronic
cu alcool etilic a evidentiat urméatoarele consecinte: diminuare a cicatricilor nevraxiale;
stimularea dezvoltarii neuritelor, a remodelarii vasculare, neurogenezei, sinaptogenezei,

neuroregenerarii; cresterea capacitatii de diferentiere catre neuroni sau celule gliale.

Cum studiul pe celule tumorale prezintd marele dezavantaj al diferentelor semnificative
genetice si metabolice, fatd de celulele mielice netumorale am realizat (in Nucleul de
Cercetare RNM SCUBA) inca un studiu prospectiv asupra relatiei dintre expunerea etanolica
si suferinta (vertebro-)medulara traumatica in culturi celulare primare de sobolan nou-nascut
corespondenta temporald cu alcoolismul cronic la om). Analiza s-a realizat prin evaluarea
sintezei proteice (cu ajutorul testului ELISA) la nivel de inflamazom (cu evaluarea IL-6) si
a procesului de apoptoza (prin determinarea TNF-a) in celulele culturilor primare gliale
cerebro-spinal de la sobolan. Am observat ca, in culturile primare cu astfel de celule gliale,
stresul indus de tratamentului etanolic, suplimentat de hipoxie accentueaza comunicarea
inflamatorie intercelulard, fard insa a conduce la nivele marcate de moarte celulara

programata.
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Ultimul aspect al cercetarii noastre a vizat analiza prospectivd a fenomenelor la nivel
biologic uman, motiv pentru care am relizat analiza distributiei citochinelor (inflamatorii si
proapoptotice) in lichidul cefalo-rahidian recoltat de la cativa pacienti cu dura mater lezata
in urma unui TVM (recoltare posibila din considerente bioetice numai in astfel de situatii,
ceea ce explica numarul mic al acestor cazuri). Evaluarea experimentald a LCR s-a realizat
prin electroforezd si metoda ELISA pentru TNF-a si IL-6. Analiza LCR la pacientii
consumatori cronici de etanol in exces a evidentiat prezenta tendintelor proinflamatorie si
proapoptoticd, posibil inclusiv ca mecanism de izolare si protectie a zonei medulare lezate,

bineinteles numarul cazului studiate fiind insuficiente pentru prelucrare si analiza statistica.

In ansamblu, prezenta tezd de doctorat abordeaza un subiect considerim deosebit de
interesant si intalnit doar tangential — concret nu l-am regasit studiat din perspectiva ipotezei
noastre de lucru - in literaturd, ceea ce, mai ales in conditiile in care, din pacate, in prezent
inca nu existd nici o forma de interventie terapeuticd in masura sa vindece efectiv leziunile
medulare, inclusiv traumatice (consecintele neurodisfunctionale ale acestora sunt nu de
putine ori devastatoare prin uriasul lor potential invalidant, adesea pe viatd), deschide o cale
de explorare a unui domeniu care, in conditiile unor aprofundari suplimentare, ar putea

conduce la identificarea de solutii terapeutico-recuperatorii contributive.
L PARTEA GENERALA
1. Date generale despre traumatologia vertebro-medulara

Traumatismul vertebro-medular (TVM) ,,reprezintd cauza unui deficit plegic, cu
pierderea temporara sau permanentd a controlului nervos asupra unui teritoriu somatic si
vegetativ”’, provocat prin afectarea coloanei vertebrale si maduvei spinarii (si nervilor
spinali), dupa: acte de violentd, accidente rutiere, caderi, accidente sportive [4] [5] [6].
Incidenta TVM este de 10.4—83 cazuri/milion de pacienti/an (adica aproximativ 768 473 de
cazuri anuale), afectand mai ales pacientii din grupa de varsta de 30 ani [7], fiind o provocare
complexa (prin consecintele sale individuale, familiale si sociale) [8] [9]. Mortalitatea dupa
TVM este direct proportionald cu indltimea nivelului lezional (vertebro-medular), varsta

inaintata a victimelor si forta de impact traumatic [9].

In organism, TVM produce modificari variate: reprezentate de leziuni primare (consecintele
fortei de impact traumatic asupra coloanei vertebrale: flexie, extensie, rotatie, compresiune;
toate afectdnd maduva spinald, provocand contuzie medulard, cu disfunctii neurologice

tranzitorii sau permanente, in functie de severitatea injuriei) si secundare (in care suferinta
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nervoasa din zona de lezatd initial se intinde in jur, mai ales prin fenomenele ischemice
produse de leziuni vasculare, tromboze capilare, vasospasm si edem; cu aparitia unui

dezechilibru metabolic si energetic local semnificativ) [8] [9].

Tratamentul etiologic al suferintelor vertebro-medulare traumatice este incd in stadiul de
cercetare, fard sd fie cunoscute molecule terapeutice apte sd induca disparitia deficitelor

motorii si tulburdrilor de sensibilitate consecutive TVM.

Recuperarea dupa traumatismle vertebro-medulare este un proces anevoios (care are la baza
resursele spinale de reorganizarea structurilor nervoase ce au supravietuit posttraumatic), de
lunga durata de cele mai multe ori; fiind rezultatul muncii echipei de specialitate (formata
din: medic de recuperare, kinetoterapeut, psihologul clinician, asistent medical, infirmiera,
brancardier, ergoterapeut, la care se alatura membrii familiei pacientului) prin promovarea

supravietuirii pacientului, cu adoptarea unui stil de viata adaptat noii conditii [11] [12].

2. Alcoolismul cronic si consecintele sale fiziopatologice, respectiv complexe, in
leziunile mielice traumatice
Alcoolul (etilic) este, poate, cel mai ieftin si ultilizat antidepresiv de catre multi
oameni de-a lungul timpului. Consecintele acestui fapt sunt multiple, cdpatand dimensiuni
de problema a societatii. Creierul nostru dispune de cdi de recompensa si de toleranta care

transforma rapid consumul ocazional de etanol in stil de viata vicios.

Alcoolul etilic afecteaza dezvoltarea organismului uman 1n toate etapele sale, incepand din
timpul vietii intrauterine, influentadnd indivizii din toate categoriile de varsta, sex, stil de viata

sau alte comorbiditati.

Definim etilismul cronic drept o expunere indelungata (mai mare de 7 zile/ doua saptamani)
la doze mari de etanol: mai mult de 8 unitati etanolice standard zilnice (standard drink per

day= 10 mg etanol) [26] [27].

Din punct de vedere molecular, structurile etanolului si polietilen glicolului (o molecula
cercetata in tratamentul TVM) au multe cu proprietati fizico-chimice in comun, deoarece fac

parte din serii omoloage ale clasei alcoolilor.

Tabel.1. 1. Caracteristici fizico-chimice si structurale ale etanolului si PEG (preluat si tradus din
articolul propriu [3]) [42,43]

ALCOOLYV/ ETANOL (alcool etilic, POLIETILENGLICOL
POLIALCOOLI metilcarbinol, hidroxil de etil, (oxid de polietilena,
polioxietileni)
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monoxid de etan, etiol,
hidroxietan, metilcarbinol)

Modalitate de obtinere

unor plante

Fermentatia cerealelor/ fructelor/

Procedee de biosinteza
industriala

Proprietati fizice

Lichid, volatil, inflamabil, miros

Variabile in functie de

caracteristic greutatea moleculara: lichid
sau semisolid/ solid
Structura CH3-CH2-OH H-(O-CH2-CH2)n-OH
Greutate moleculara 46,076844 g/mol 18.02 + 44.05 ng/mol

(300- 10000000 g/ mol)

Densitate

0.7894 g/cm (la 25 ° Celsius)

Variabila

Punct de fierbere

78,37 % Celsius

182 —287 % Celsius

Punct de inghet

-114 ,4° Celsius

Variabil

Proprietati chimice

Alcool solubil in apa.

Alcooli solubili in apa,
metanol, etanol, acetonitrit,
benzen, diclormetan,
acetona. Insolubili in
dietileter, hexan

Efecte biologice

Traverseaza bariera hemato-

solvent, antitusiv, antidot,
combustibil (7 kcal/gram)

nevraxiala, euforizant, sedativ,
anxiolitic/ antidepresiv, antiseptic,

Laxativ osmotic, pelicule
de acoperire pentru
molecule de medicamente,
vector 1n terapia genica

abel.1.2. Farmacocinetica etanolului si PEG (preluat si tradus din articolul propriu [3]) [43—47]

Rata de extractie = 0.2

Nu exista proteine transportoare
plasmatice

Tinta: ficatul, cordul, nevraxul.

ALCOOLI/ POLIALCOOLI |Etanol Polietilenglicol (PEG
400/2000 / 5000)
Absorbtie Stomac, intestin subtire Administrare intravenoasa
Varf al concentratiei sangvine in 30-
60 minute
Distributie Distribuit oriunde 1n organism 0.07% pe gram de tesut

nevraxial
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Eliminare Limitata la maxim 8.5 g/h/70 kg PEG 2000- 1.4 ml/ min/ kg

Metabolizare hepatica (predominantd) [PEG 5000- 0.4 ml/min/kg
*alcooldehidrogenaza,
*aldehiddehidrogenaza

Expir (0.7%) - 0.16 L/h
Urina (0.3%) - 0.06 L/h
Transpiratie (0.1%) - 0.02 L/h

Tabel. 1.3. Farmacodinamia etanolului si a PEG (preluat si tradus din articolul propriu [2]) [43,47]

ALCOOLI/ POLIALCOOLI [Etanol Polietilenglicol

Mecanism de actiune Receptor NMDA antagonist  |Limiteaza leziunile
Receptor GABA- A agonist memb ranare secuqdare

injuriilor: scade eliberarea
Receptor SHT3 agonist intracelulara a speciilor
reactive de oxigen, a
radicalilor liberti;
stabilizeazd membranele
organitelor celulare
impotriva peroxidarii
lipidice

Stimuleaza receptorii opiozi si
productia de dopamina

Efecte Doze mici (0.33 g/kg): [Fuziunea si reparatia
imbunatitesc viteza de reactie membranelor celulare lezate
si acuitatea vizuala, memorarea

Expunere indelungata (aprox.
2.0 g/kg) : toleranta,
dependenta psihica si alcoolism

/Antidot intoxicatia cu
etilenglicol, cu metanol

Scéderea neurotoxicitatii
datorata receptorilor NMDA

3. Mecanisme de biologie moleculara in traumatismlui vertebro-medular si date
privind posibilitatile terapeutice actuale

Traumatismul vertebro-medular este definit ca un eveniment lezional acut, ce se
produce la nivel medular si al structurilor sale adiacente. Modificérile posttraumatice se
manifestd incd din stadiul initial, care se intinde in intervalul de 2-48 ore post lezionale [48].
Sunt descrise urmatoarele etape dupa TVM: faza acuta (la 0-48 ore post TVM), subacuta
(intre 2 zile si 2 saptamani posttraumatice) si cronica (consecutiva fazei subacute) [49]. Faza
acutd se subimparte intr-o faza imediata (in primele 0-2 ore) si o faza acuta precoce (la 2-

48 ore posttraumatic). In faza acuti imediati se produc rupturi axonale, hemoragii in
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substanta cenusie, ischemii locale, moarte neuronald. Acum se activeaza microgliile, cu
eliberare de TNF-a, IL-1B (chiar din primele minute de la producerea leziunii) si cu
producerea de glutamat in cantitati citotoxice [50]. Modificérile structurale si functionale
induse de TVM 1si au originea in disfunctii celulare nervoase la nivele diferite, incepand cu

procesul de diviziune celulara (in cazul gliocitelor si celulelor stem neurale).

FAZA ACUTA FAZA SUBACUTA FAZA CRONICA
/
FAZA .
L AEDTAT I FAZA ACUTA PRECOCE
4 J
T -
A% i 2H 3 B bu o faom  4sm || 4sH 2SAPT SAPT 30 ZILE
C-for 7 g | =~ [ crap
M T ) e 1p H cox-2 | ‘ A ] - ‘ GFAP |
I E i GLUTAMAT
. N — ~ HEMORAGIE - -
e MEDULARA et
TNFa HISTAMINA INFLAMATIE LDAT
L-1p ELASTAZA EDEM ?7s
GLUTAMAT MATRIX BYNORENL LNGF
METALOPROTEINAZE Fer TKB

Fig. 1.1. Fazele evolutive dupa TVM si modificarile moleculare produse in tesutul nervos.
Se disting urmatoarele etape dupa TVM: faza acutd (in primele 48 ore posttraumatice) este
alcatuita din fazele imediata (care se petrece in primele 2 ore dupa TVM) si din faza acuta
precoce (intre 2 ore si 48 ore postraumatice), faza subacuta (cu o durata de 2- 14 zile dupa
TVM) si faza cronicd (care incepe dupd primele 2 saptamani posttraumatice). In momentul
producerii TVM se elibereaza (in tesutul nervos): TNFa, IL-1B, glutamat; la o ora
postraumatica se elibereaza: c-fos, TNFo.,; la 3 ore dupa TVM se elbereaza: IL-6; la 6 ore
se elibereaza IL-1p; la 8 ore se produce: COX-2; iar la 24 ore se sintetizeaza. oxid nitric,
histamina, elastaza, matrix metaloproteinaze, in timp ce la 30 ore posttraumatice se produc:
GFAP si nestina, la 48 ore dupa TVM se produc (pe fondul sangerarii spinale si a edemului
local): specii reactive de oxigen, dinorfina si ioni ferici; dupa 28 de zile postraumatice sunt
produse:NGF, BDNF, NT-3, LNFG, TrKB; iar la 30 zile dupa producerea TVM se
sintetizeaza GFAP.

Hipoxia se defineste ca diminuarea sau privarea de oxigen la nivelul organelor, tesuturilor,
celulelor prin scaderea aportului de oxigen (datorata afectarii retelei vasculare, anemiei) sau

prin augmentarea consumului de oxigen (ca in cresterea subita a ratei de proliferare celulard)

[58].
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Fig. 4.1. Mecanismele celulare hipoxice cu influenta presiunii partiale a oxigenului, pO2, asupra
acidului dezoxiribonucleic, ADN, HIF, cu participarea, FIH; ARG,; CAD; proteinei 300, p300, VHL
si PHD. Observam activarea (pe calea atipica) a NF-kB (cu implicarea I-kb), a HRE cu stimularea
expresiei genelor: LDH-A; AK-3; ALD-A; PGK-1; PFK-L; VEGF; EPO; Glut-1, IL-8; Bcl-2; MMP;
SDF' (desen preluat si tradus din articolul propriu [209])

Inflamazomul este un complex citosolic multiproteic care functioneaza ca un receptor
intracelular pentru stresul celular si din mediul inconjurdtor [98] mediind rdspunsul imun

innascut, ce poate provoca leziuni tisulare cand se activeaza excesiv [99] [100].
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Fig. 1.2. Modificari metabolice si inflamatorii initiale dupd TVM. Evenimentele din TVM duc la
aparitia DAMP si PAMP (in spatiul intercelular), care interactioneaza cu PRR, apoi cu CTL, RLR,
NLR si TLR (a carei activitate este controlata si de catre HSP70), care determina activarea ASC (si
a CARD din interiorul sau), urmatd de interactiunea caspazicd.: cu caspaza-1 (ce duce la inflamatie
prin stimularea IL-1§ si IL-18, pe calea canonica de activare a inflamazomului) sau cu caspazele -
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4 si -5 (care stimuleaza GSDM si piroptoza pe calea non-canonica de activare a inflamazomului).
Steresul produs de TVM poate activa si MAPK membranre, care apoi initiaza caile p38 (cu
stimularea iNOS ce duce la neurotoxicitate) si caile BMK (care este stimulatda de TRAF2) si JNK
(activata de TRAF2, care stimuleaza cjun si ATF2). Stresul produs dupa TVM poate actiona si la
nivel nuclear, prin intermediul RAD17 (care este fosforilata la S635 si S645, inhibdnd activitatea
mitotica). Tot la nivel nuclear, TVM poate duce la activarea transcriptionala a IDO-1 care poate
inhiba sinteza serotoninei din triptofan sau poate stimula calea acidului quinerinic (cu riscul
producerii neurotoxicitatii si a neurodegenerdrii). Insa stresul poate activa si clusterina
citoplasmatica care poate inhiba ROS (cu rol antioxidant). ROS activate pot stimula tioreduxinal,
ce poate stimula proteinele JNK si p38 din calea MAPK. TVM la nivel nuclear poate stimula si
sinteza HSP27 (cu rol citorotector), a claspinei si a p27 (care inhiba activarea ADN). lar hipoxia
consecutivi TVM influenteaza ADN (nuclear si mitocondrial) prin stimularea HMOXI, care
determina cresterea nivelurilor HIF-1o. si HIF-20, care apoi activeaza HRE, detrmindnd apoi
sinteza ALDOA (cu stimularea ARNm pentru lanturile usoare ale neurofilamentelor), a GLUTI (care
favorizeaza intrarea glucozei in interiorul celulei, iar FETUB produce rezistentd la actiunea
glucozei), a CAY9. La nivel mitocondrial TVM stimuleaza HSP60, iar hipoxia consecutiva duce la
stimularea HRE care controleaza metabolismul energetic celular prin implicarea in fosforilarea
ADP (stimuland AK3), in fosforilarea ADP (stimuldnd PGK1), in producerea acidului lactic (prin
sinteza PFK-L), in conversia bilaterala lactatat- piruvat (prin sinteza LDHA si LDHB). Hipoxia
mitocondriala stimuleaza si EGF cu posibile consecinte in remodelarea vasculara. lar HRE
stimuleaza si PON2, avdnd consecinte in activarea NF-kB (prin inhibarea IKKo si IKKp). Pe de alta
parte, TVM poate inhiba ROS prin stimularea SOD1 si a SOD2, a CAT. La nivel citosolic, SCI poate
stimula TIE1 (implicata in stimularea remodelarii vasculare), iar la nivelul reticului endoplasmic,
determina cresterea producerii BNDF si a NGF (prin intermediul PCSK1).

Moartea celulard, conform clasificarii Comitetului de nomenclaturd pentru moartea
celulelor (Nomenclature Committee on Cell Death- NCCD) din 2018 poate fi de doua tipuri:
accidentala (accidental cell death- ACD) si programata/ reglementata (regulated cell death -
RCD) [120][9]. ACD este o forma de moarte celulara instantanee produsa de dezintegrarea
membranei celulare prin actiunea factorilor agresivi (fizici, chimici sau mecanici), iar RCD
este consecinta activdrii unei sau mai multor cai de semnalizare celulalrd (putand fi

influentatd farmacologic) [9][120].

Dupa TVM, moartea celulara se produce prin ambele cdi: ACD si RCD [120]. Moartea
celulara neurala se realizeazd prin: apoptoza, necroza, necroptoza, feroptoza, piroptoza,

autofagie, paratantoza, oncoza [121][122] [123] [55] [9][120][124].

Apoptoza este un proces foarte bine reglat, noninflamator de moarte celulara programata,
esential pentru reinnoirea permanentd (la nivel de celular si al Intregului organism) [125]

[124] [126].

23



SPATIU CITOSOL

Y NUCLEU

/ EZARAREA? o
o INTRISSIC

APOPTOSIS
INHIBAREA CICLULUI CELULAR.

N

s EAS F [ ProcasPazato ]
A
TRALRI
TRAL D
PROCASPAZA%
—lb \ CASPAZA10 =
CASPAZAT

CASPAZA6

d p— N ((Procasmzato /
[ TRADD [ PROCASPAZAS ]
™™

DISC

CASPASEACTIVATED
DNA INHIBITOR

TNFR1 RIP1 p . )
o> T b [ ([ cmocowe
o> N anart v |

COMPLEX1 INFLAMATIE

APOPTOZOME

; RIP1 + [ PERMEABILIZATION
4 LYSOSOMAL +
N MEMBRANE
s N\
T GELE )

COMPLEX? 3. [ CASPAZAT H caspazal2 | = &
NECROPTOZA .
o
AUTOFAGIE s L

Fig. 1.3. Cai ale mortii celulare in TVM. TVM activeaza apoptoza pe calea extrinseca §i intrinsecd.
Astfel, FASL si TRAIL actioneaza asupra DISC (format din FAS, TRAILRI si TRAIL2 care
interactioneaza cu FADD, activand procaspaza-8); similar cu TNFo, care actioneaza asupra DISC
(format din TNFRI, TNFR2 care interactioneaza cu TRADD, activand procaspaza-8). DISC apoi
activeaza caspaza-8 care stimuleaza caspazele efectorii (-3, -6, -7), ce actioneaza asupra PARP,
lamininei si inhibitorului ADN activat de caspaze, declansidnd apoptoza pe calea extrinseca.
Caspaza-8 (prin intermediul T-BID) stimuleaza genele proapoptotice (BIM, BAX, BIK, BAK, BMF,
BOK, HRK, BID, NOXA, BAD, PUMA) care, impreunda cu MPT (a carei expresie este stimulata de
hipoxie, ROS si leziuni ale ADN) activeaza MOMP care (intermediata de pi-SMAC/ DIABLO si OMI/
HTRA2) declanseaza calea intrinseca a apoptozei si inhiba XIAP care (impreund cu survin) inhiba
APAF-1 (care alcatuieste apaoptozomul impreunda cu citocromul C). TVM, prin intermediul ROS,
stimuleaza §i feroptoza. Apoptozomul activeazd necroptoza (intermediat de p53) si stimuleaza
transformarea pocaspazei-9 in caspza-9 care stimuleaza caspazele efectorii ale cdii apoptotice
extrinsece (-3, -6, -7) care activeaza si MOMP (fiind implicate si in calea apoptoticd intrinsecd).
Echilibrul in cale apopototica intrinseca este mentinut cu ajutorul genlor antiapototice (BCL-2,
BCL-XL, BCL-W, MCL-1) si al proteinei livin (care inhiba caspazele -3, -7, -9 si stimuleaza XIAP).
TNFo activeaza si inflamatia, actiondnd asupra complexului 1 al inflamazomului (format din
TNFRI, TNFR2, TRADD, RIPI, CIAPI, CIAP2) care (impreund cu RIPKI si RIPK3) actioneaza
asupra complexului 2 al inflamazomului (format din RIP1, RIP3, FADD, TRADD si caspaza-8).
Complexull al inflamazomului, prin intermediul TAK-1, TAB2, IKK (inhibat de CYLD) stimuleaza
NF-kB decansdnd inflamatia. Complexul? al inflamazomului, prin permeabilizarea membranei
lizozomal si a AIF, a PARP declanseaza necroptoza. AIF mitocondrial determind activarea NLS
citoplasmtic (care determind leziuni ADN nuclear); iar actiunea AIF este inhibata de calpaina. TVM
poate produce leziuni ADN nuclear care stimuleaza expresia p53 (cu activarea repararii ADN, dar
Si cu activarea cdii apoptotice extrinsece) §i fosforilarea p53 la serina 46 (cu activarea apoptozei pe
calea intrinseca). Fosforilarea p53 la serina 15 poate fi determinata de inhibarea ciclului celular
sub actiunea p21. Calea apoptotica intrinsecd este activata si prin actiunea la nivelul ADN
alcomplexului p300-CBP (stimulat de cited-2). In apoptozd poate fi implicat si reticulul
endoplasmatic, care poate atasa caspaza-12 si caspaza-7, cu declansarea procesului de autofagie.
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Privind modificari structurale nevraxiale posttraumatice, la nivel microscopic, sistemul

nervos central reprezintd o structurad complexa alcatuita din celule care sunt inglobate intr-o

24



retea moale de polizaharide (formata din proteine si glicozaminoglicani, cei mai cunoscuti

fiind: laminina, fibronectina si colagenul IV) [138].
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Fig. 1.4. Semnalizarea intercelulara dupa TVM. TVM activeaza celula astrocitara care: sinetizeaza
CHI3LI (favorizdnd inflamatia cronica in spatiul intercelular), stimuleaza ADAMSTI (cu inhibitia
sinaptogenezei), activeaza calea WNT (ce duce la neuroinflamatie si neurodegenerare, fiind inhibata
sub actiunea DKK). La nivel neuronal, TVM activeaza calea WNT, stimuleaza ADAMSTI,
reactiveaza calea SEMA3 (care se cupleaza de receptorii NPN1, NPN2, NCAM-1 si PLEXIN,
stimuland sinaptogeneza), actioneaza asupra receptorilor BMP prin intermediul BMP4 (cu
stimularea MAPK, a factorilor de crestere si a serin treoonin kinazeil), a SMADI (cu acetilarea
histonei 4 ce determind axonogenezd, proces inhibat de SIRT2). TVM influenteaza si celulele stem
neurale prin activarea: CD133 membranar (care, alaturi de SRC, fosforileaza p53 si PI-3K care
activeaza Akt), a TIMPI (care inhiba MMP, ce impreund cu preselin actioneaza asupra NOTCHR
activand calea NOTCH care determina apooptoza sau activarea genelor Hes si Hey care determina
activarea suplimentard a NCS), a interactiunii microtubulilor cu vimentina, desmina si nestina (care
favorizeaza neurodegenerarea), a FABP-1 (cu stimularea neurogenezei), a SHH (care activeaza
OLIG2) si a GFAP. La nivelul spatiului intercelular, TVM stimuleaza formarea cicatricelor gliale
(sub actiunea TIMP1) care sunt alcatuite din: laminina (cu lanturile o, B, y), GFAP, colagen I i IV,
fibronectina, CDH?2 si vimentind, cicatrice care limiteazd regenarea nervoasa postraumaticd, insa
diminueaza si procesul inflamator local.

Sunt studiate diferite substante medicamentoase si metode terapeutice cu rol potential
benefic in ameliorarea deficitelor survenite dupa producerea unui TVM. Se considera
favorizante procesului de neurorecuperare (inclusiv dupa traumatisme mielice) substante ca:
antiinflamatorii nesteroidiene, vitamine din grupul B, litiul, molecule antioxidante (vitamine
A, E, C, coenzima Q10), molecule chelatoare de fier (deferoxamina), statine, inhibitori ai
fosfodiesterazei (metilxantine - teofilina), antagonisti ai acroleinei (acid acetilcisteinic),
promotori ai cresterii neuritelor (Keltican), molecule neurotrofice (Cerebrolisyn,
Actovegin), eritropietina, molecule antiexcitatorii neuronale (Memantina, Riluzole),
blocante ale canalelor de calciu [20] [6]. In acelasi timp, se fac cercetiri despre o clasi de
molecule terapeutice, cu efect pozitiv in recuperarea a T(V)-M: cea a polietilenglicolului

(PEG). PEG aplicat la locul injuriei mielice (imediat si la 8 ore postleezional) in T(V)M
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severe — produse prin comprimarea medulara [ 195]- la porcul de Guineea adult a determinat
consecinte neuro-functionale foarte bune (la 23 din 25 animale tratate intralezional,
intravenos si subcutan cu PEG posttraumatic), printr-un efect protectiv impotriva leziunilor

membranelor axonale la neuronii spinali ai animalelor de experienta [196—198].
IL. CONTRIBUTII PERSONALE
4. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Experienta clinica dobanditd dupa perioade indelungate de lucru cu pacienti traumatizati
vertebro-medular ne-am facut sa constatdm diferente clinico-evolutive post TVM (intre
cunoscutii cu abuz etanolic cronic si cei cu o dietd normald, ceea ce ne-a determinat sa

initiem o cercetare amanuntite a problematicii (intr-un studiu doctoral).

Ipoteza de lucru a acestei teze doctorale se referd la influenta pozitivd (beneficd) a
alcoolismului cronic asupra evolutiei (acute si subacute) a starii clinice la pacientii cu TVM,
deoarece abuzul etanolic cronic determina afectdri structurale si functionale in tesutul

nervos.

Obiectivul general al acestui studiu doctoral este analiza si demonstrarea validitatii Ipotezi

de lucru.
Obiectivele specifice sunt:

demonstrarea semnificatiei statistice a ipotezei de lucru (prin analiza retrospectiva a

cazurilor pacientilor cu TVM);

demonstrarea prospectivd a ipotezei de lucru la nivelul celulelor neuronale din culturi

celulare (nemuritoare) tumorale;

demonstrarea prospectiva a ipotezei de lucru prin studiul celulelor gliale din culturi celulare

primare (de sobolan).
5. Metodologia generala a cercetarii

Initial, am realizat un studiu retrospectiv al datelor din arhiva Clinicii de Recuperare
Neuro-Musculara a Spitalului Clinic de Urgenta "Bagdasa Arseni” si s-au prelucrat datele
prin analiza statistica, folosind programul IBM SPSS Statistics v22. Unele grafice s-au facut

cu ajutorul programului MS Office 365 Excel.
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Evaluarea ipotezei de lucru s-a realizat prospectiv pornind de la modele experimentale care
au intentionat sa reproducd suferinta neurald podusda de TVM. Astfel, avand in vedere
afectarea posttraumatica (in diverse momente evolutive) a vascularizatiei structurilor
vertebro-medulare (cu aparitia fenomenelor ischemice tisulare), am considerat foarte
important rolul hipoxiei celulare in evolutia lezionala neurald. Hipoxia influenteaza atat
metabolismul si structura celulelor neurale, cét si morfo-fiziologia nevraxiald. De aceea, am
ales s reproducem (pentru studiile prospective pe culturi celulare) suferinta posttraumatica
prin inducerea hipoxiei (prin tratamente cu molecule specifice: deferoxamina si clorura de
cobalt). Studiul prospectiv s-a efectuat pe culturi celulare neurale tumorale si primare
nevraxiale de sobolan nou-nascut. S-au realizat determinari de biologie moleculara si pe

probe de LCR ale pacientilor cu TVM operati.

6. Studiul 1: Analiza retrospectiva a datelor
Am cercetat arhiva Clinicii de Recuperate Neuro-Musculara a Spitalului "Bagdasar
Arseni” in perioada 01.01.2005- 01.06.2022 si am obtinut date pentru un numar de 1057,

internati si tratati pe sectie pentru status acut si subacut dupa TVM.

Studiul a aratat (cu semnificatie statisticd) cd starea motorie dupd TVM este superioara
pentru pacientii consumatori cronici de etanol, la fel ca si randamentul proceselor de

recuperare senzitivo-motorie.

Tabel 6.48. Rezultatul comparatiilor statistice ale datelor numerice independente Scor ALS in functie

de Consumul cronic etanolic

Consum  cronic Diferenta
etanolic N Media mediilor Valoare p
Nu 816 41.1691
la internare 8.3869 <0.0001
Da 241 49.556
Nu 816 43.0294
Scor AIS motor | la externare 9.3772 <0.0001
Da 241 52.4066
Nu 780 4.364
Delta 3.3386 <0.0001
Da 232 7.7026
Nu 816 119.7868
la internare 4.1966 0.738
Scor AIS Da 241 123.9834
senzitiy Nu 816 125.6814
la externare 6.3062 0.104
Da 241 131.9876
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Nu 814 7.8958
Delta 1.9036 <0.0001
Da 241 9.7994

7. Studiul 2: Evaluarea experimentala a neuronilor din culturi celulare tumorale

Dorinta de clarificare a relatiei sistemului nervos cu alcoolul etilic (mai ales 1n
conditii traumatice), ne-a indreptat si catre studiul comportamentului celulelor neuronale, pe
care le-am expus timp indelungat (cronic) la etanol. Experimental, am realizat un model de
suferintd neurald (prezentd si In conditii traumatice datorita fenomenele ischemice ce se

produc) prin inducerea hipoxiei celulare.

Ulterior am evaluat comparativ (intre celule neuronale expuse si neexpuse la etanol)
comportamentul celular si modificarile de biologie moleculara caracteristice. S-au realizat
cercetari pe linia celulara de neuroblastom HTB-11 expusa la etanol (numitd apoi SK-N-
SH). Studiul viabilitatii a aratat ca o concentratie de 50mM etanol nu afecteaza semnificativ
viabilitatea celulara (98,7% celule fiind viabile) si din acest motiv a fost utilizata ca tratament
cronic cu etanol (si realizarea de tratamente pentru 2 saptamani si pentru mai mult de 9
saptamani ale culturilor celulare). Tratamentul hipoxemiant a folosit inductorii de hipoxie:
clorura de cobalt (CoCl) si deferoxamind (DFX) in concentratii de S0uM si 100uM.

Evaluarea prin testul zgarierii este redata in Fig. 7.2.
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Fig. 7.2. Proliferarea si migrarea celulelor SK-N-SH: A. tratate (9w) si netratate cu etanol

S-a analizat si productia speciilor reactive de oxigen (ROS), care la concentatii mici de

inductori hipoxici (50uM CoCl; si DFX) au avut valori minime pentru celulele mentinute in

etanol mai mult de 9 saptamani.
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Fig. 7.6. (a, b, ¢, d) Cuantificarea viabilitatii celulare si a ROS la 6 §i la 24 ore

Expresia genelor proteinelor implicate in raspunsul hipoxic este redata in Fig. 7.7.
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Fig. 7.7. RT PCR Hipoxie
Expresia genelor proteinelor stresului celular este redata in Fig. 7.10.
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Fig. 7.10. RT PCR Stres celular

Sinteza proteinelor stresului celular este redata in Fig. 7.12.
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Fig. 7.12. Sinteza proteinelor de stres celular in conditiile expunerii etanolice si hipoxiei

(A-aspectul geluleui DotBlot si B-reprezentarea grafica a rezultatelor logaritmate)

Expresiile genelor proteinelor implicate in inflamazom (piroptozd) sunt redate in Fig.7.13.
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Fig. 7.13. Expresia genelor implicate in piroptoza

Expresiile genelor proteinelor metabolismului glucidic sunt redate in Fig. 7.16
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Expresia genelor proteinelor apoptotice este redata in Fig. 7.17.
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Fig. 7.17.Analiza expresiei genelor caspazelor apoptotice -3, -7, -8, -9, -10 (4) si a
variatiei genelor BAX/Bcl-2 (proapoptotica/ antiapoptotica) (B)

Sinteza proteica apoptotica este descrisa in Fig. 7.18.
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Fig. 7.18. Sinteza proteica in apoptoza: A-vizualizata pe gel DotBlot experimental §i B-

reprezentata grafic
Expresia genelor proteinelor implicate 1n cdile embrionare de semnalizare este redata in

Fig. 7.21.
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Fig. 7.21. Analiza expresiei genelor proteinelor implicate in cai de semnalizare embrionare

Evaluarea prin citometrie in flux a ciclului celular este redata in Fig. 7.23.
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Fig.7.23. Evaluarea comparativa a ciclului celular

HTB11 HTB11 1500 HTB11
Watson l DFX CoCI2
1500
RMS = 48,69 100 100
%G1=6877 Watson Watson
%S =19,06 RMS = 41,8 RMS = 34,6
%G2=14,88 %G1 =77,25 1000 - %G1 = 62,66
» 1000 %S = 20,98 %S = 23,47
3 %G2=5,2 a %G2=14.94
R
500 500
A
£ 1 -
0 200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
FL3:FL3 FL3:FL3 FL3:FL3
HTB11EtOH77 HTB11EtOH77 HTB11EtOH77
Watson 1500 DFX 1500 CocCI2
RMS = 26,13 100 100
%G1 =63,96 Watson Watson
%S =17,69 RMS = 22,01 RMS = 47,61
%G2=14.09 %G1 = 69,8 %G1 = 62,79
2 1000 %S =21,98 1000 %S =16,64
3 %G2 = 5,97 73 %G2=13.73
>
500 500
1 A
|-, -,
A, S ‘ 5 LA \ : o0 lo /M : :
0 200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
FL3:FL3 FL3:FL3 FL3:FL3

8. Studiul 3: Evaluarea celulelor neurale din culturi celulare primare

O limitare importantd a acestui doctorat este datd de imposibilitatea realizarii

experimentelor pe celulele nervoase umane normale, motiv pentru care am realizat modele

experimentale pe celule umane din linii tumorale acreditate. Insa, din dorinta de a urmari

comportamentul celular in conditii de normalitate, am realizat un experiment pe celule

neurale (gliale) recoltate de la sobolan nou-ndscut (din specia Wistar) (cu respectarea tuturor

recomandarilor de lucru pe animale) in care am evaluat sinteza proteica TNF-a si 1L-6

murine [267].

Observam rezultatele ELISA ale sintezei proteice TNF-a si IL-6 in culturile celulare primare

in Fig. 8.5.
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Fig. 8.5. Sinteza proteica TNF-a (B) si IL-6 (C) la nivelul gliocitelor (in lizatul celular si
mediul de cultura) (4)

In Fig. 8.6. sunt redate valorile sintezei proteice IL-6 si TNF-a in probele LCR studiate.
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9. Concluzii si contributii personale

Complexitatea reactiilor organismului are la baza varietatea mecanismelor si
proceselor de biologie moleculara ce caracterizeaza celulele (inclusiv) din maduva spinarii.
Asa incat, evolutia clinicd poate fi uneori contradictorie si surprinzatoare in raport cu nivelul
cunostintelor de care dispunem la un moment dat. Astfel, putem reafirma ca alcoolul etilic
este un toxic ce nu trebuie neglijat, deoarece afecteaza organismul uman in totalitate iar
relatia etanolului cu sistemul nervos este complexa, tinand seama de capacitatea neuronala
uriasd de adaptare [278], printr-o plasticitate care este departe de a fi clarificata [279] [280].
Asa cum aratam inca din introducere: fatd de diverse elemente agresoare, la nivelul
nevraxului se constituie complicate si adesea interconditionate elemente (ceea ce face de
foarte multe ori extrem de dificild, dacd nu chiar imposibild, trasarea a unei granite clare
intre cele detrimentale si cele protective) de aparare sau/ si reparatorii. Avand in vedere
rezultatele inca nesatisfacatoare privind posibilitatile de vindecare a leziuniilor mielice,
traumatologia vertebro-medulard este in continuare o provocare pentru lumea medicala,
lasand inca un amplu loc cercetarii, interpretarii si progresului. Recuperarea medicala este o
specialitate ce intentioneaza sa reintegreze (familial/ social si profesional) pacientul afectat
de disfunctii cu etiologii variate; iar traumatologia vertebro-medulard ocupa un loc aparte in

eforturile pacientului de revenire la starea anterioara TVM.

Din toate aceste motive, am considerat utild cercetarea (atat sub aspect statistic restrospectiv,
cat si al mecanismelor intime (genomoleculare si celulare) a datelor de observatie si evaluare
obiectiva cuantificate, prin experienta noastra clinica, ce au ardtat (mai intai) un status neuro-
disfunctional mai putin sever si (respectiv) un proces de recuperare in principal motorie mai
buna (in stadiile acut, subacut si cronic) la pacientii cu alcoolism cronic fatd de cei ce nu
abuzeaza de etanol. Concrect, studiul clinic retrospectiv a 1057 pacienti cu TVM 1n stadiile
acut, subacut internati in sectia RNM a SCUBA, pe o perioada de circa 15 ani, a aratat (cu
semnifactie statisticd) un status motor mai bun pentru pacientii consumatori cronici de

etanol, precum si un randament superior in procesele de recuperare senzitiva consecutive.

In cadrul demersului nostru doctoral, avand in vedere ipoteza de lucru, am inclus si elemente
prospective de cercetare fundamentala prin evaluarea impactului modelului traumatic direct
si hipoxic asupra celulelor expuse la impregnare etanolica si in culturi neurale tumorale si
gliale primare. In masura posibilititilor tehnice si a limitarilor inevitabile conexe, s-au

efectuat studii observationale pe culturi celulare de neuroblastom (SK-N-SH) atat supuse

36



impregnarii etanolice cronice, cat si fara un astfel de tratament si (respectiv) comparatii de
biologie moleculara intre reactiilor celulelor exprimentale (tratate sau nu cu alcool etilic) la

conditii hipoxemiante induse de DFX si CoCl,.

Am evaluat prospectiv, deasemenea (in functie de limitarile inclusiv economice, inerente)
unele molecule proinflamatorii si proapoptotice la pacienti cu dura mater lezatd in urma

TVM, la care a fost astfel posibila recoltarea de LCR.

Am urmarit si dinamica moleculara dupa modelul de traumatism celular prin hipoxie si prin
zgariere. Analiza microscopica a statusului postlezional traumatic (prin zgariere) a evidentiat

ca nu existd o diferenta ntre comportamentul rezilient si (respectiv) prin hipoxie.

Inducerea experimentald a hipoxiei celulare ca model de traumatism al neuronilor studiati a
determinat scaderea proteolizei HIF-1a, desi expresia sa genica nu a crescut, urmata de
tendinte pentru: scaderea neurodegenerdrii si a neurotoxicitatii (prin favorizarea sintezei
serotoninei produsa de inhibitia sintezei proteice IDO), ameliorare functionala a radspunsului/
rezilientei metabolico-functionale a neuronilor (prin cresterea CA9 si  HIF-1p),
neuroprotectie (prin inhibitia expresiei genice NF-kB), actiune antiinflamatorie (prin
stimularea expresiei genice TGF-B), antiapoptotice (prin stimularea sintezei proteice
HMOXI1 si HMOX?2), regenerare si remodelare vasculara (prin stimularea expresiei genice
a VEGF si FLT1), remodelare sinaptica/ neuroplasticitate (prin stimularea expresiei genice

PCDH12).

Stresul celular produs de modele traumatice neuronale experimentale a determinat
urmatoarele efecte: antioxidant (prin stimularea sintezei catalazei si prin scaderea productiei
ROS, a sintezei SOD: si a clusterinei), de reglarea adaptativa a metbolismului energetic (prin
scaderea sintezei HSP60), neuroprotector (prin stimularea sintezei claspinei, a fosforilarii
HSP27), antiinflamator (prin inhibitia expresiei genice IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8),
antiapoptotic (prin inhibitia expresiei genei TNF-a si scaderea sintezei proteice a HSP70, a
clusterinei, thioredoxinei-1), anticicatriceal (prin inhibitia expresiei genei IL-6), inhibitor al
regenerarii nervoase ca raspuns defensiv (prin inhibitia expresiei genei IL-4), de refacere a
terminatiilor nervoase (prin ameliorarea sintezei proteice a sirtuinei 2), de inhibitie a

fenomenelor de dieback axonal (prin stimularea fosforilarii JNK).

Modificarile metabolice la celule neurale experimentale expuse modelului de traumatism

hipoxic au determinat urmatoarele efecte: de epuizare energetica (prin inhibitia expresiei
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genice a AK3) si de crestere a acidului lactic (cu scaderea dehidrogenarii acestuia la acid
piruvic), de cresterea activitatii proteolitice a insulinei (prin stimularea expresiei genice a
FETU-B), de imbunatatirea randamentului utilizarii glucozei (prin stimularea expresiei
TIE1), cu favorizarea patrunderii intracelulare a glucozei (prin stimularea expresiei genei

GLUT1) si remodelare vasculara (prin stimularea expresiei TIE1).

Raspunsul inflamator al neuronilor experimentali expusi modelului de traumatism celular
(prin hipoxie) a determinat urmatoarele efecte (mediate de inflamazom): antioxidant (prin
scaderea sintezei proteice a PON2 si PON3), antiinflamator (prin inhibitia: expresiei genei
caspazei-1, a expresiei genice NLPR3 dupa tratamentul cu DFX 50/100uM si 50uM CICo,
a expresiei genice a RIPK 1 in urma tratamentului cu DFX 50/100uM; prin scaderea: sintezei
COX2 si NF-kB1, PON2, PON3; a fosforildrii p-38a), de diminuare a piroptozei (prin
inhibitia expresia genei gasderminei), prosupravietuire celulard/ rezistenta biologica (prin

inhibitia expresia genice gasderminice).

In privinta mortii celulare programate prin apoptoza, tratamentul culturilor celulare cu etanol
determind inhibitia expresiei genei proapototice Bax (mitocondrial toxic) Intr-o maniera
corespunzatoare cu durata expunerii la alcool, iar inhibitia expresiei Bcl-2 pare sa varieze
in sens invers cu durata expunerii etanolice. Analiza sintezei proteinelor apoptotice aratd o
corespondentad intre expresia genica si sinteza proteica a Bax si Bcl-2, cu inhibitia procesului
apoptotic, augmentatd de stresul hipoxic adaugat suplimentar (sinteza Bcl-2 fiind mai
crescutd 1n conditii hipoxemiante). Sinteza proteica controlatd de gena Bax este cel mai
puternic inhibata in culturile SK-N-SH 9w, in timp ce sinteza proteicd Bcl-2 este stimulata
in aceste conditii; fapt care demonstreaza un efect antiapoptotic al alcoolului etilic in stransa
legatura cu durata tratamentului. Dinamica sintezei proteice Bad aratd cum tratamentul
cronic cu etanol inhibd apoptoza mai mult decat se intampla in prezenta hipoxiei celulare.
Dinamica sintezei proteice Bcl-x aratd cum afectdrile apoptotice (induse de expunerea
celulard cronica la etanol) sunt inhibate (intr-o mai micd masurd) si in cazul suferintelor
hipoxice induse, cu o posibild tendintd de supravietuire mai pronuntatd in situatia
tratamentului Indelungat cu alcool etilic. Valorile experimentale ale procaspazei-3 arata o
tendintd antiapoptoticd ce se manifestd la celulele crescute in medii de culturd cu adaos
etanolic, tendintd care se anuleaza in conditii hipoxice. Raspunsul celular privind sinteza
caspazei-3 active, a cIAP-1 si cIAP-2 aratd scaderea apoptozei in celulele tratate cronic cu
etanol, diminuare apoptotica ce pare sd 1si mentind trendul (dar intr-o mai mica masurd) si

in conditii hipoxice acute prin tratamentul cu clorura de cobalt. Sinteza proteicd a
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citocromului C, corespunde cu efectul antiapoptotic al expunerii cronice la alcool etilic,
tendintd care scade In conditiile hipoxice supraadaugate. Sinteza receptorilor TRAIL
(membrii ai familiei TNF-a): TRAILR1 (DR4) si TRAILR2 (DRSY) este inhibata in culturile
celulare SK-N-SH 9w, tendintd care se mentine si in cazul conditiilor hipoxice. Sinteza
FADD este inhibata in culturile SK-N-SH 9w, fapt ce se mentine (dar de manierd mai redusa)
si in conditiile stresului hipoxemiant proodus de deferoxamina si clorura de cobalt. Aceste
constatari experimentale aratd cd expunerea cronicd la etanol are efecte antiapoptotice,
manifestate inca de la intierea caii apoptotice extrinseci. Sinteza Fas este inhibata in culturile
SK-N-SH crescute cu expunere cronica la etanol, tendinta ce se mentine (dar de o maniera
mai redusd) si in conditii hipoxice acute produse de clorura de cobalt si deferoxamina.
Sinteza OMI/ HTRA2 este inhibata in culturile celulare tratate cronic cu etanol, tendinta
care se mentine (dar de o manierd mai redusa) si expunerii sa conditii hipoxice. Livin, o
proteina ce apartine familiei inhibitorilor apoptozei, este diminuatd atat in culturile SK-N-
SH expuse cronic la etanol, cat si in conditii hipoxice suplimentare produse prin tratament
cu deferoxamind si clorura de cobalt, stimuldnd procesul apoptotic. Legat de sinteza
proteinei P21, aceasta a fost inhibatd in cazul expunerii cronice la etanol si a crescut in
condintii hipoxice supraaddugate aratand ca, in hipoxia culturilor celulare tratate cu etanol,
ciclul celular se petrece cu viteza mai scdzutd, in timp ce dinamica spatiald a prelungilor
celulare neuronale pare sa fie mai activa. In literatura se afirmi ca fosforilarea S15 a p53
aratd tendinta de ameliorare metabolica neuronald, cu stimularea celulelor stem neuronale,
ceea ce s-a observat si in urma hipoxiei induse cu ajutorul deferoxaminei. Asa cum am aratat
anterior, date din literaturd afirma ca, in conditii stresante, fosforilarea S46 a p53 dovedeste
tendinta antiapoptotica prezentd la celulele de neuroblastom experimentale si expuse la
tratamente hipoxemiante. Fosforilarea la serina 392 a p53 are efect de inhibare a dezvoltarii
celulare (conform din datelor din literatura la care s-a facut referire anterior), iar analiza sa
in celulele tratate cronic cu etanol a evidentiat o dezvoltare celulara mai buna, comparativ
incluziv cu situatiile hipoxice acute. Fosforilarea la serina 635 a Radl7 aratd cd stresul
expunerii Indelungate la etanol, augmentat de conditiile hipoxice incetineste diviziunea
celulara, datoritd unui control mai atent al ciclului celular pentru prevenirea aparitiei erorilor
genetice. Sinteza proteicd Smac/ DIABOLO arata un efect antiapoptotic mai pronuntat n
culturile SK-N-SH tratate cronic etanolic, fatd de culturile SK-N-SH dezvoltate in mediu
de culturd fard etanol; efect care se mentine si in conditii hipoxice. Sinteza proteica a
Survivin, aratd ca expunerea cronica la etanol are un efect antiapoptotic asupra culturilor

SK-N-SH, efect ce se pastreaza si in conditii hipoxice. Sinteza proteica TNFR-1 este inhibata
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la celule SK-N-SH expuse cronic la etanol, tendinta ce se mentine si In conditii hipoxice.

Sinteza proteinei XIAP aratd un efect antiapoptotic care se manifestd n conditii hipoxice.

Ciile de semnalizare intercelulard au fost cercetate la nivel de expresie genica si de sinteza
proteicd pentru neuronii din linia SK-H-SH tratati cu etanol si supusi modelului de
traumatism celular prin hipoxie. S-au observat din aceastd perspectivd tendinte
neuroprotectoare (prin stimularea sinteza proteinei Dkk-4, de scddere a fenomenelor
inflamatorii (prin inhibarea expresiei genelor CHI3L1 si LCN2), de diminuare a cicatricilor
nevraxiale (prin inhibarea expresiei genelor LAMA4, TIMPI1, a vimentinei, nestinei,
caderinei, Olig2, GAFP, SEMA3, molecule cu rol de semnalizare dar, cel putin unele dintre
ele, implicate si in dezvoltarea cicatriciald), de dezvoltarea neuritelor si remodelare
vasculard, de neurogeneza (prin inhibarea expresie genei SEMA 3 si stimuldrii expresiei
genei BMP4), de sinaptogeneza (prin scaderea sintezei proteice a ADAMTSI), de
neuroregenerare (prin stimularea expresiei genei Wnt), de favorizare (teoreticd) a capacitatii
de diferentiere cétre neuroni sau celule gliale 1n linia SK-N-SH (prin stimularea expresiei
genelor CD133, NeuroD, FABP-1; prin stimularea expresiei genei CD133, NeuroD, FABP-
1; prin scaderea inhibitiei genelor Notch, Hey si Hes). Situatia favorizanta (teoretic) a
capacitatii de diferentiere catre neuroni sau celule gliale pentru linia celularda SK-N-SH (in
conditiile experimentale de mai sus) nu a fost confirmata la testul de zgariere (constatare
histologica valabila si in legaturd cu observatia stimularii neurorgenerarii experimentale

descrise anterior).

Analiza ciclului celular nu a prezentat diferente semnificative intre culturile celulare
studiate, desi sinteza proteica P27 aratd cd expunerea indelungata la etanol si conditiile
hipoxice supraaddugate, determind un raspuns favorabil in dinamica ciclului celular
neuronal. Reiteram si printre concluzii, alaturi de limitarile tehnice propriu-zise si (respectiv)
economice aferente ale acestei lucrari doctorale si pe aceea ca o mare parte din demersurile
din cercercetarea fundamentald s-au efectuat pe linii de neuroblastom datoritd necesitatii
obiective de a putea lucra perioade Indelungate pe culturi celulare nemuritoare; pe de alta
parte insd, bineinteles ca existd si importante diferente de comportament biologic, insculsiv
reactionar la stres/injurii al unor astfel de celule tumorale- si neuronii sau gliocitele non-

neoplazice.

Desi excesul etanolic influenteaza negativ sistemul nervos [281] [282] [283] inclusiv prin

efect pro-oxidant [284][285] problematica relatiei etanol-sistem nervos uman este foarte
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complexd. S-ar parea cd suferinta nevraxiald din alcoolismul cronic determind scaderea
numadrului neuronilor si a capacitdtilor lor biologice, cu limitarea hiperexcitabilitétii, ce poate
conduce inclusiv la hiperstimulare metabolicd nesustenabila cu apopotoze extensive-
apoptosis like/ bad apoptosese, proceses urmarte de instaurarea (prin reducerea severa de
neuroni la nivel lezional si intreruperea substratului de comunicare supra/ infralezional) a

deficitului neurofunctional: tetraplegie sau paraplegiei.

Tocmai de aceea, un alt studiu l-am efectuat pe culturi celulare primare gliocitare de la
sobolan nou-ndscut, in care s-a a evaluat inflamatia (IL-6) si apoptoza (TNF-o) dupa
traumatizarea hipoxica a respectivelor celule expuse la etanol in mod excesiv, cu urmatorul
design: celule martor neexpuse la etanol si neexpuse la hipoxie, celule expuse excesiv la
etanol, celule traumatizate hipoxic (doar cu deferoxamina, impregnate si neimpregnate
etanolic) si traumatizate termic. In sinteza, studiul pe culturile primare nevraxiale arata (in
cazul expunerii etanolice) o comunicare inflamatorie intercelulara foarte eficientd, cu un
maxim apoptotic doar in cazul tratamentului combinat cu etanol si deferoxamina, insd cu un
nivel scazut al comunicarii intercelulare apoptotice al celulelor tratate cu etanol (simplu sau
in combinatie cu deferoxamina). In cadrul unui alt studiu (pilot) foarte restrans ca numar de
participanti- din motive bioetice (recoltarea s-a facut numai la pacienti cu dura mater rupta
si scurgere de LCR) examinarea a evidentiat: prezenta tendintelor proinflamatorii si
proapoptotice. Observdm cum stresul tratamentului etanolic, suplimentat de hipoxie
accentueaza comunicare inflamatorie intercelulara, fara sa conduca la cele mai inalte nivele
de moarte celulara programata. Examinarea LCR de la pacienti cu TVM reia discutia despre
efectele inflamatiei si mortii celulare in fazele initiale dupa TVM, cind observam statusuri
proinflamatorii si proapoptotice mai bine reprezentate la pacientii cu alcoolism cronic,

posibil si ca mecanism de izolare si protectie a zonei medulare lezate.

Rezultatele experimentelor noastre par surprinzatoare, atat in dimensuiunea clinico-statistica
retrospectiva, cat si in cele constate experimental propensiv. Recapituland rezumativ:
impregnarea cronicd medulard cu etanol, am constat cd are ca principale rezultate
“protective” post agresiuni: o reducere a fenomenelor neuro-excitotoxice dupda TVM
(inclusiv prin actiune inhibitorie a receptorilor NMDA [286]), o productie diminuata de ROS
(inclusiv, printr-un posibil efect mitohormesis, stimulant al efectelor antioxidante din cadrul
elementelor de raspuns antioxidant: Antioxidant Response Element - ARE [287,288]) deci

un stres oxidativ mai scazut, o diminuare a mecanismelor proapoptotice.
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Bineinteles ca aceste rezultate (care incearca sa explice suportul de la nivel geno-molecular
si celular a statusului si evolutiei, constate clinico-statistic a fi mai bune la bolnavii alcoolici
cronici) nu epuizeaza, nici pe departe, vastul teren inca neexplorat in acest extrem de

complexsi de complicat domeniu de patologie.

Nu trebuie uitat cat de importanta este si relatia doza-efect, chiar si atunci cand este vorba
de molecule cu rol antioxidant (un exemplu 1n acest sens, nelegat de subiectul nostru, este al
resveratrolului: o molecula suportiva pentru rezilienta celulard la stres si apoptoza, ce poate
deveni neurotoxicd in cantitati ce depasesc anumite limite)[289]. Totodata, este deschisa
discutia asupra efectelor benefice care pot fi produse de alte molecule ce intrd in compozitia
bauturilor alcoolice precum si influenta componentelor din aceste bauturi asupra altor cai

moleculare fizio- patologice de la nivelul celulelor celulelor, inclusiv mielice.

Sistemul nervos uman detine proprietdti endogene (deocamdata foarte dificil de valorificat)
de recuperare postlezionalad grupate in conceptul modern al activitatii endogene de aparare,
functie neuro-biologica sistematizata in: neurotroficitate, neuroprotectie, neuroplasticitate,
neuro-/(sinapto-)geneza [290]. Avand in vedere datele din literaturd (confirmate si de
studiile noastre actuale) putem spune cd leziunile nevraxiale (inclusiv TVM) sunt unele
foarte complexe (cu o demarcatie fragila intre procesele ARE neuroprotective si cele
deteriorative), fara sa existe (pana in prezent) un tratament curativ al TVM. In acest context,
decomdata deceptionant, impregnarea cronica etanolica a tesutului maduvei spindrii merita
studiatd exhaustiv pentru a incerca extragerea unor componente si cdi biologice reactionale
de la nivel intim care, eventual despartite molecular de balastul nociv al ingestiei cronice de

alcool, si-ar putea gasi o posibild valoroasa contributie terapeutica.

Nu ultimul rand, sunt de reiterat potentialele efecte terapeutice, in TVM, ale unor molecule
asemanatoare structural cu alcoolul etilic (spre exemplu, polietilenglicolul), care au produs
in unele studii experimentale efecte favorabile neuroprotectoare [291]: in astfel de situatii,

cercetarile ar trebui sa persevereze pentru a decanta efectele benefice de cele toxice.

Studiile din aceasta teza doctorala au consitente elemente de originalitate, avand in vedere
cad nu am intalnit pand in prezent cercetari focalizate pe efectele (inclusiv) favorabile ale
consumului cronic de etanol asupra statusului si evolutiei recuperatorii, neurofunctionale a

tesutului nevraxial afectat prin TVM.
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