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REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Hormonii sunt definiti ca fiind substante chimice elaborate de o celuld sau grup de
celule specializate (numite celule endocrine) si care sunt transportate prin sistemul circulator
la o celuld tinta care raspunde printr-o modificare a functiei sale.!

Estrogenii sau Oestrogenii, sunt un grup de compusi din clasa hormonilor steroidici ce
si-au primit denumirea In functie de importanta lor atat in ciclul menstrual cat si in ciclul
reproductiv. In organismul uman, estrogenii se gisesc sub trei forme: estradiol (produsi de citre
ovare), estrone (produsi in timpul menopauzei) si estriol (produsi de catre placenta).

In afara de protectia ce o oferd sistemului reproducator, hormonii estrogeni sunt
cunoscuti a fi benefici si pentru alte organe si tesuturi. Efectele benefice ale estrogenilor s-au
observat in creier (ofera neuroprotectie in cazul bolii Alzheimer), in ficat (reglarea
colesterolului si a lipoproteinelor), la oase (previne aparitia osteoporozei), in piele (combate
imbatranirea) si poate reduce riscul cancerului de colon. 23

De asemenea, s-a demonstrat ca, estrogenii exercitd efecte protectoare si asupra
sistemului cardiovascular, asupra procesului de ischemie/reperfuzie, asupra tesutului cardiac
lezat in urma unui infarct miocardic.*°

Corpul uman produce trei forme de hormoni estrogeni, si anume estradiol (E2,
C18H2402), estrona (E1, C1sH2202)si estriol (E3, C18H2403). Cea mai studiatd forma dintre
cele 3 mentionate anterior, este 17-beta estradiolul (E2), fiind si principalul contributor la
activitatea estrogenica a femeilor aflate n perioada de pre-menopauza.

Pentru a-si exercita functiile biologice, hormonii estrogeni se leagd la situsuri de
recunoastere specifice numite receptori. Existenta unui receptor estrogenic a fost demonstrata
de Elwood Jensen in 1958, iar gena corespunzitoare a fost clonatd tocmai in anul 1985.6

Mortalitatea cauzata de bolile cardiovasculare este rara in cazul femeilor aflate Tn pre-
menopauza. Barbatii cu varstd similarda in comparatie cu femeile aflate la pre-menopauza,
prezinta un risc mai mare de a dezvolta hipertensiune arteriald, precum si alte afectiuni
cardiovasculare (exemplu: boala arterialda coronariand), insd, In cazul femeilor situatia este
diferita atunci cand se instaleazd menopauza sau deja se afla la post-menopauza.

Mai multe studii observationale si unele studii clinice efectuate la femei aflate la post-
menopauza sustin ipoteza cu privire la E2 cd este hormonul sexual ce actioneazd ca un

"protector” al sistemului cardiovascular si circulator.”-8



Pe de alta parte, progrese continue se inregistreaza n terapiile destinate regenerarii
tesuturilor ce folosesc celule stem pluripotente adulte/precursoare pentru a reconstrui sau
regenera diferite tesuturi.

Domeniul celulelor stem mezenchimale (MSCs) a inregistrat progrese considerabile in
ultimul deceniu, iar in randul surselor multiple de celule stem, MSCs derivate din matricea
ombilicald umana, si anume, gelatina Wharton (WJ), au fost propuse ca o nouad sursa potentiala
de celule care pot fi utilizate pentru tratamentul bolilor cardiovasculare (CVD) si in cazul
terapiilor pentru cancer.®

Datorita descoperirii caracteristicilor exceptionale ale MSCs si a incurajarii de a implica
MSCs atét in studii pre-clinice cat si clinice, se accepta acum pe scara larga faptul ca MSCs
vor oferi un avantaj revolutionar in viitorul apropiat in interventia terapeutica a diferitelor boli
sau in regenerarea tesuturilor.

Rezultatele multiplelor studii clinice si pe animale (dar nu toate) au evidentiat
potentialul de imbunatatire a neovascularizarii, reducerea cicatricilor si recuperarea functionala
atunci cand se folosesc MSCs. Mai mult, modelele in vitro si in vivo sugereazd ca MSCs
grabesc angiogeneza post-ischemica si formarea vaselor de sange. 2°

Cu toate acestea, o capcand majora a terapiei cu MSCs este grefarea scizuta a celulelor
transplantate in zonele infarctizate, adica circa 0,5% din MSCs transplantate au rdmas in
miocard dupd4 zile.'? Desi calea de administrare, adicd intravasculard sau intra-cardiaca, poate
explica diferentele, grefarea sau integrarea MSCs raimane procentual scazutd (intre 1-3%).11

Deficientele profunde in intelegerea mecanisticd a reparatiilor si regenerarii cardiace
mediate de MSCs ramén incd un obstacol in avansarea, optimizarea si implementarea terapiei
cu acest tip de celule.

Constatarile de mai sus evidentiaza nevoia crescuta de optimizare a terapiei cu MSCs.
Tn plus, identificarea moleculelor speciale pentru a putea pre-conditiona MSCs n scopul
cresterii eficientei lor de adaptare si retentie si de a migra sau a fi redirectionate catre locul
potrivit (leziune sau tesut ischemic) rimane o mare provocare, insa reprezinta sio caracteristica
importanta pentru regenerarea tesutului sau organului respectiv .12

In sistemul reproductiv, estradiolul declanseazi remodelarea tesuturilor, prin urmare,
este posibil ca acest hormon sexual sa faciliteze procesele de protectie, inclusiv repararea
leziunilor ischemice. Se presupune ca estrogenii pot facilita procesele biochimice si celulare in
MSCs, generand factori paracrini, care faciliteaza grefarea si integrarea MSCs, astfel, ajutand

la repararea cardiaca.



Un alt tip de celule cu potential angiogenic sunt celulele endoteliale progenitoare
(EPCs) obtinute fie din surse fetale, fie din sange periferic.

EPCs au fost descrise pentru prima data de citre Asahara et al 20 ca fiind celule CD34*,
care sunt capabile sa participe la procesele de vasculogeneza, de atunci, biologia EPCs a
castigat o atentie deosebita si rapida.

Pentru a recrea un endoteliu sdnatos, este necesar a se lua in considerare o sursd exogena
de EPCs mai tinere si mai sandtoase. Pentru a atinge acest obiectiv, EPCs derivate din sangele
din cordonul ombilical ar putea reprezenta candidatii potriviti pentru re-endotelializarea
vaselor carora li s-a aplicat un tratament vascular sau au suferit o leziune.

Aceste tipuri noi de celule endoteliale sunt relativ usor de obtinut, au un potential
proliferativ ridicat, sunt potrivite pentru transplant si poseda o tolerantd imuna care permite
transplantarea cu succes in ciuda disparitatii antigenului leucocitelor umane (HLA), sau se pot
potrivi de la donator la pacientul primitor prin utilizarea HLA -urilor prezente si cunoscute.!4%

iICelulele din sangele cordonului ombilical pot, de asemenea, sa se divida si sa formeze
un numar decelule de 100 de ori mai mare comparativ cu numarul de celule obtinut din sangele
periferic, si sa aiba o cantitate semnificativ mai mare de activitate telomerazica.'®

Motivele posibile pentru care nivelurile de EPCs scad odatd cu varsta includ o
capacitate redusd de a se mobiliza sau de a se diferentia si/sau epuizarea celulelor
stem/progenitoare din maduva osoasd. EPCs pot avea o sensibilitate crescuta la apoptoza din
cauza unui dezechilibru intre factorii pro- si anti-apoptotici si/sau scaderea apararii impotriva
radicalilor liberi. Dovezi recente au ardtat cd EPCs derivate din maduva osoasd sunt
directionate spre locurile cu leziuni vasculare si adera la peretele vascular ranit pentru a recrea
un strat endotelial intact.!”*8 Cresterea numérului de EPCs circulante dupd administrarea de
statine, estrogen, VEGF, G-CSF si efectuarea exercitiilor fizice, au aratat o re-endotelializare
imbunatatita dupa lezarea vasculara.1®20

De asemenea, odata cu trecerea anilor, studii recente au ardtat ca procesul de
imbatranire este mediat de catre 17-beta estradiol. Acest hormon sexual a demonstrat efectele
sale benefice prin reducerea senescentei EPCs datorita scaderii receptorului angiotensinei de
tip 121 si prin promovarea activitatii telomerazei.??

Luand in considerare datele existente in literatura de specialitate, scopul acestui proiect
cuprins in teza dedoctorat a fost evaluarea rolului hormonului estrogenic 17-beta estradiol (E2)
asupra adeziunii, proliferarii, migrarii si incorporarii in tesutul cardiac a celulelor stem obtinute

din sange de cordon ombilical (celule endoteliale progenitoare) si din gelatina Wharton (celule



stem mezenchimale) si descifrarea mecanismelor moleculare implicate in procesele de

angiogeneza, remodelare si regenerare tisulara folosind sisteme in vitro, ex-vivo si in vivo.
Prezenta teza de doctorat contine 2 studii majore.

Tn prima parte a tezei de doctorat - Stadiul actual al cunostintelor - organizati in 4
capitole, sunt prezentate notiuni teoretice referitoare la caracterizarea, efectele biologice si
mecanismele de actiune ale estrogenilor si receptorilor estrogenici. De asemenea, sunt
terapeutice ce implica utilizarea unor tipuri de celule stem considerate posibili agenti
terapeutici in bolile cardiovasculare.

In a doua parte a lucrarii de doctorat - Contributii originale - cercetirile noastre au
fost concentrate in doua studii majore legate de efectul E2 asupra proliferarii, migrarii/integrarii
MSCs sau EPCs in regenerarea tesutului cardiac (studii in vitro, ex vivo si in vivo).

Deoarece estrogenii stimuleazd cresterea si activitatea celulelor cardiovasculare?32,
impreund cu faptul ca promoveaza cresterea si angiogeneza in celulele endoteliale progenitoare
si in celulele stem?>2%, primul nostru obiectiv a fost sd identificim dacd E2 poate
facilita/creste adeziunea si proliferarea MSCS/EPCs si daca caracterul de celula stem al
MSCSs/EPCs este pastrat si dupa tratamentul cu hormonul sexual. Pentru a atinge acest obiectiv,
in primul rand, am izolat si caracterizat MSCs/EPCs din gelatina Wharton si sangele cordonului
ombilical, apoi am testat concentratia optima de E2 pentru aceste tipuri de celule stem.

Recent, rezultatele multor studii ofera dovezi cd E2 influenteaza biologia si fiziologia
vasului de sange si a inimii, prin interactiunea directa cu celulele vaselor de sange (celulele
musculare netede, celulele endoteliale) si cu a celulelor existente in inima (miocite si
fibroblaste) prin intermediul receptorilor estrogenici (ERs), ER-alfa si ER-beta. Prin urmare,
cel de-al doilea obiectiv a fost de a elucida rolul celor doi ERs, in medierea efectelor anterior
mentionate.

Mai mult, al treilea obiectiv a fost acela de a examina prin analiza proteomica
potentialele procese pro-reparatorii, cdile si mecanismele afectate de modificarile pe care le-ar
putea provoca E2 in MSCs dupa tratamentul adecvat cu acest hormon.

Un al patrulea obiectiv, |-a constituit confirmarea si/sau validarea datelor obtinute in
vitro, iar pentru indeplinirea acestui obiectiv, am procedat la studiul in vivo pe animale de

laborator.



In concluzie, studiile noastre s-au axat pe elucidarea potentialului de adeziune,
proliferare si/sau a mecanismelor aparute in urma expunerii MSCs/EPCs la tratamentul cu E2,
tratament ulterior ce poate spori capacitatea celulelor stem de a repara/regenera tesutul cardiac

lezat.

Concluzii generale obtinute in cadrul prezentei teze de doctorat

1. Celulele umane (folosite in studiile noastre) supuse stimularii cu E2 ar putea constitui un
instrument util Tn tratarea leziunilor cardiace, in special la femei.

2. Utilizarea celulelor stem provenite din sangele de cordon ombilical si gelatina Wharton
tratate cu estradiol poate fi o alternativa utild pentru depasirea limitdrilor terapeutice pentru
tratarea leziunilor cardiace la femei.

3. Accesul facil si cultivarea MSCs sau EPCs din sursele alese in studiile noastre ocoleste
problemele etice cu care se confrunta celulele stem embrionare.

4. Infuzarea celulelor tratate cu estradiol pentru o scurta durata (48 ore) ar limita riscul de
carcinogeneza asociatd estrogenului si ar permite tratarea leziunilor cardiace.

5. Mecanismele celulare, biologice si moleculare identificate in celulele umane tratate cu
estradiol utilizAnd screening-ul proteomic, pot oferi noi perspective in intelegerea si
dezvoltarea strategiilor de optimizare a tratamentului miocardului lezat, mai ales la femei.

6. Boala cardiovasculara creste in cazul femeilor aflate la menopauza, perioada caracterizata
prin scaderea nivelului de estrogeni. Deoarece subiectii din acest grup au o mare probabilitate
de a suferi boli de inima pentru care necesita tratament, stimularea celulelor izolate din surse
fetale cu estrogen, precum si pre-tratamentul subiectilor de sex feminin, ar putea favoriza
grefarea celulelor, rezultdnd o refacere eficientd a functiei cardiace.

7. Elaborarea unui sistem in vitro original, brevetat de noi si aplicat celulelor endoteliale
progenitoare supuse tratamentului cu hormonul sexual E2, care demonstreaza in timp real
migrarea §i interactiunea celuld-celula (tehnica de “scratch/wound healling”), proces modulat

de prezenta antagonistului de molecula.
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