
 

 

 

                      

 

 

 

ACADEMIA ROMÂNĂ 

Şcoala de Studii Avansate a Academiei Române 

Institutul de Biologie și Patologie Celulară „Nicolae 

Simionescu” 
 

 

 

 

 

 
 

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 
 
 

Nanoterapii inovatoare pentru boala valvei aortice în diabet 

 

 

 

 

 

 
 

 CONDUCĂTOR DE DOCTORAT:  

 Acad. MAYA SIMIONESCU 

DOCTORAND:  

                                               GEANINA VOICU 

 

 

 
2022 

 



2 
 

 

Cuprins 

INTRODUCERE ................................................................................................................................... 11 

LISTĂ ABREVIERI ................................................................................................................................ 14 

I. STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII ................................................................................................ 17 

I.1 Boala valvei aortice .................................................................................................................. 17 

I.1.1 Biologia și ontogeneza valvei aortice ................................................................................ 17 

I.1.1.1 Organizarea valvei aortice .......................................................................................... 17 

I.1.1.2. Ontogeneza valvei aortice ......................................................................................... 18 

I.1.1.3 Structura valvei aortice .............................................................................................. 18 

a. Celule endoteliale valvulare (VEC) ............................................................................ 18 

b. Celule interstițiale valvulare (VIC) ............................................................................. 19 

c. Alte tipuri celulare ..................................................................................................... 20 

I.1.2 Calcificarea valvei aortice (CVA) ........................................................................................ 20 

I.1.2.1. Epidemiologia calcificării valvei aortice .................................................................... 20 

I.1.2.2. Factori de risc ai calcificării valvei aortice ................................................................. 21 

I.1.2.3. Mecanismele celulare și moleculare ale calcificării valvei ........................................ 22 

a. Activarea celulelor endoteliale ...................................................................................... 23 

b. Diferențierea celulelor interstițiale valvulare native (quaiescent, qVIC) în 

miofibroblaste ................................................................................................................... 24 

c. Osteodiferențierea celulelor valvulare interstițiale ...................................................... 25 

d. Remodelarea matricei extracelulare ............................................................................. 31 

e. Formarea nodulilor de calcificare .................................................................................. 32 

I.1.2.4. Calcificarea valvei aortice (CVA) și ateroscleroza ...................................................... 33 

I.1.2.5. Calcificarea valvei aortice în diabet ........................................................................... 34 

I.2 Abordări terapeutice în calcificarea valvei aortice ................................................................... 36 

I.2.1 Înlocuirea chirurgicală a valvei aortice .............................................................................. 36 

I.2.2 Inhibitori ai moleculelor și căilor de semnalizare implicate în calcificarea valvei aortice 37 

I.2.3 Statine ............................................................................................................................... 38 

I.2.4 Alte tratamente ................................................................................................................. 38 

I.3 Folosirea nanoparticulelor în tratamentul bolilor cardiovasculare ......................................... 39 

I.3.1 Tipuri de nanoparticule ..................................................................................................... 39 

a. Nanoparticule pe bază de carbon ................................................................................. 40 

b. Dendrimeri .................................................................................................................... 41 

c. Nanoparticule polimerice .............................................................................................. 41 

d. Nanoparticule lipidice ................................................................................................... 42 

file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606219
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606220
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606221
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606222
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606223
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606224
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606225
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606226
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606227
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606228
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606229
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606230
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606231
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606232
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606233
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606234
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606235
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606235
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606236
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606237
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606238
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606239
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606240
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606241
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606242
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606243
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606244
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606245
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606246
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606247
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606248
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606249
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606250
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606251


3 
 

I.3.2 Modalități de transport (pasiv/activ) ale nanoparticulelor ............................................... 44 

I.3.2.1 Transportul pasiv al nanoparticulelor ........................................................................ 45 

I.3.2.2 Transportul activ al nanoparticulelor ......................................................................... 46 

I.3.3 Molecule utilizabile drept ținte în transportul direcționat al nanoparticulelor la valva 

aortică afectată ......................................................................................................................... 46 

I.3.3.1 Molecule de adeziune celulară .................................................................................. 47 

a. Selectine ........................................................................................................................ 47 

b. Integrine ........................................................................................................................ 49 

c. Molecule de adeziune celulară din superfamilia imunoglobulinelor ............................ 49 

I.3.3.2 Colagen tip IV ............................................................................................................. 51 

I.3.4 ARN de interferență .......................................................................................................... 52 

I.3.5 Folosirea ARN-ului de interferență în tratamentul bolilor cardiovasculare ...................... 55 

I.4 Concluzii ................................................................................................................................... 57 

II. CONTRIBUȚII ORIGINALE ............................................................................................................... 59 

STRATEGII NANOTERAPEUTICE PENTRU BLOCAREA PROCESULUI DE OSTEODIFERENȚIERE AL 

CELULELOR VALVULARE INTERSTIȚIALE (VIC) ................................................................................... 60 

II.1. Osteodiferențierea VIC indusă de concentrații crescute de glucoză și factori osteogeni - Rolul 

factorului de transcriere Runx2 în osteodiferențierea VIC ............................................................... 60 

II.1.1. Introducere și obiective ................................................................................................... 60 

II.1.2. Protocoale experimentale și metode de analiză ............................................................. 61 

II.1.2.1. Materiale .................................................................................................................. 61 

II.1.2.2. Culturi celulare ......................................................................................................... 62 

a. Izolarea și cultivarea celulelor valvulare interstițiale (VIC) ....................................... 62 

b. Caracterizarea VIC ..................................................................................................... 63 

II.1.2.3. Determinarea exprimării proteice a moleculelor osteogene în VIC activate și 

osteodiferențiate ................................................................................................................... 64 

a. Dozarea proteinei totale din lizat celular prin metoda Amido Black ........................ 64 

b. Identificarea și cuantificarea proteinelor prin tehnica Western Blot ....................... 65 

II.1.2.4. Evaluarea microscopică a depozitelor de fosfatază alcalină .................................... 66 

II.1.2.5. Determinarea activității fosfatazei alcaline și a concentrației de calciu în VIC 

osteodiferențiate ................................................................................................................... 66 

II.1.3. Rezultate.......................................................................................................................... 67 

II.1.3.1. Caracterizarea VIC .................................................................................................... 67 

II.1.3.2. Influența factorilor osteogeni și a concentrațiilor crescute de glucoză asupra 

exprimării moleculelor osteogene în VIC .............................................................................. 68 

II.1.3.3. Formarea depozitelor de fosfatază alcalină în VIC osteodiferențiate ...................... 70 

II.1.3.4. Creșterea activității fosfatazei alcaline și a concentrației de calciu în VIC 

osteodiferențiate ................................................................................................................... 70 

file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606252
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606253
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606254
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606255
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606255
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606256
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606257
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606258
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606259
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606260
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606261
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606262
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606263
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606264
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606265
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606265
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606266
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606266
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606267
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606268
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606269
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606270
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606271
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606272
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606273
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606273
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606274
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606275
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606276
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606277
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606277
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606278
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606279
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606280
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606280
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606281
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606282
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606282


4 
 

II.1.4. Discuții ............................................................................................................................. 71 

II.1.5. Concluzii .......................................................................................................................... 73 

II.2. Folosirea poliplexelor C60-PEI/ARNsh pentru transportul intracelular de ARNsh-Runx2 și 

blocarea osteodiferențierii VIC ..................................................................................................... 75 

II.2.1. Introducere și obiective ................................................................................................... 75 

II.2.2. Protocoale experimentale și metode de analiză ............................................................. 77 

II.2.2.1. Materiale .................................................................................................................. 77 

II.2.2.2. Multiplicarea plasmidelor ARNsh-Runx2 ................................................................. 77 

a. Obținerea bacteriilor competente DH5α E.coli ......................................................... 77 

b. Multiplicarea plasmidelor ARNsh în celule bacteriene competente DH5α E.coli ..... 78 

c. Izolarea plasmidelor ARNsh ...................................................................................... 80 

II.2.2.3. Sinteza poliplexelor C60-PEI/ARNsh ......................................................................... 81 

II.2.2.4. Caracterizarea poliplexelor C60-PEI/ARNsh ............................................................. 82 

a. Dimensiunea și potențialul Zeta al poliplexelor ........................................................ 82 

b. Electroforeză în gel de agaroză ................................................................................. 82 

d. Test de viabilitate celulară ........................................................................................ 82 

e. Preluarea poliplexelor C60-PEI/Cy3 de către VIC ...................................................... 83 

f. Transfecția VIC cu poliplexe C60-PEI/pEYFP .............................................................. 83 

II.2.2.5. Determinarea expresiei genice a moleculelor osteogene în VIC transfectate ......... 84 

a. Izolarea ARN-ului total .............................................................................................. 84 

b. Revers-transcrierea ARN-ului în ADN complementar ............................................... 85 

c. Cuantificarea în timp real a polimerizării în lanț a ADNc (RT-PCR) ........................... 85 

II.2.2.6. Determinarea exprimării proteice a moleculelor osteogene din VIC transfectate .. 86 

II.2.2.7. Evidențierea activității fosfatazei alcaline în VIC transfectate ................................. 87 

a. Evaluarea microscopică a depozitelor de fosfatază alcalină ..................................... 87 

b. Cuantificarea activității fosfatazei alcaline ................................................................ 87 

II.2.3. Rezultate.......................................................................................................................... 88 

II.2.3.1. Caracterizarea poliplexelor C60-PEI/ARNsh ............................................................. 88 

a. Dimensiune și potențial Zeta ..................................................................................... 88 

b. Eficiența de împachetare a plasmidului ARNsh în poliplexe C60-PEI/ARNsh ........... 88 

c. Citotoxicitatea poliplexelor C60-PEI/ARNsh .............................................................. 89 

d. Internalizarea poliplexelor C60-PEI/Cy3 în VIC ......................................................... 89 

e. Transfecția VIC folosind poliplexele C60-PEI/pEYFP ................................................. 89 

II.2.3.2. Scăderea nivelului genic și proteic al Runx2 în VIC transfectate cu poliplexe C60-

PEI/shRunx2 .......................................................................................................................... 91 

II.2.3.3. Scăderea exprimării proteice a moleculelor osteogene în VIC transfectate cu 

poliplexe C60-PEI/shRunx2 ................................................................................................... 92 

file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606283
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606284
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606285
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606285
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606286
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606287
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606288
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606289
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606290
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606291
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606292
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606293
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606294
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606295
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606296
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606297
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606298
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606299
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606300
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606301
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606302
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606303
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606304
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606305
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606306
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606307
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606308
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606309
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606310
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606311
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606312
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606313
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606314
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606315
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606315
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606316
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606316


5 
 

II.2.3.4. Scăderea activității fosfatazei alcaline în VIC transfectate cu C60-PEI/shRunx2 ..... 95 

a. Blocarea formării depozitelor de fosfatază alcalină .................................................. 95 

b. Scăderea activității enzimatice a fosfatazei alcaline ................................................. 97 

II.2.4. Discuții ............................................................................................................................. 98 

II.2.5. Concluzii ........................................................................................................................ 100 

II.3. Direcționarea specifică a lipopoliplexelor transportoare de ARNsh către ținte moleculare 

exprimate de VIC osteodiferențiate ............................................................................................ 101 

II.3.1. Introducere și obiective ................................................................................................. 101 

II.3.2. Protocoale experimentale și metode de analiză ........................................................... 103 

II.3.2.1. Materiale ................................................................................................................ 103 

II.3.2.2. Culturi celulare în sistem bidimensional (2D) și tridimensional (3D) ..................... 103 

II.3.2.3. Evaluarea expresiei de colagen IV și VCAM-1 în VIC osteodiferențiate ................. 104 

II.3.2.4. Obținerea lipopoliplexelor transportoare de ARNsh (LPP/ARNsh) direcționate 

specific ................................................................................................................................. 105 

II.3.2.5. Caracterizarea lipopoliplexelor (LPP) ..................................................................... 107 

a. Dimensiune și potențial Zeta, stabilitate coloidală și fizică ..................................... 107 

b. Colorare negativă pentru Microscopie Electronică de Transmisie (TEM) ............... 107 

c. Efectul electroliților asupra stabilității lipopoliplexelor .......................................... 108 

d. Eficiența de încapsulare a plasmidului în lipopoliplexe .......................................... 108 

e. Determinarea cantității de peptid cuplat la suprafața lipopoliplexelor prin tehnica 

UHPLC .............................................................................................................................. 109 

f. Citotoxicitatea lipopoliplexelor ............................................................................... 109 

g. Legarea lipopoliplexelor direcționate către colagen IV (ColIV-LPP/shRNA) la 

matricea extracelulară .................................................................................................... 110 

h. Preluarea LPP direcționate către colagen IV (ColIV-LPP/shRNA) sau VCAM-1 (V-

LPP/shRNA) de către VIC ................................................................................................. 110 

i. Testul de hemocompatibilitate ............................................................................... 111 

II.3.2.6. Transfecția VIC cu lipopoliplexele ColIV-LPP/shRunx2 și V‐LPP/shRunx2 în condiții 

statice .................................................................................................................................. 112 

a. RT-PCR ..................................................................................................................... 112 

b. Western blot ............................................................................................................ 113 

II.3.2.7. Transfecția VIC cu lipopoliplexele ColIV-LPP/shRunx2 și V‐LPP/shRunx2 în condiții 

dinamice .............................................................................................................................. 114 

II.3.2.8. Determinarea activității fosfatazei alcaline și a concentrației de calciu în VIC 

cultivate în sistem 3D, transfectate cu lipopoliplexe ColIV-LPP/shRunx2 și V‐LPP/shRunx2

 ............................................................................................................................................. 115 

II.3.2.9. Evidențierea depozitelor de calciu în VIC cultivate în sistem 3D și transfectate cu 

lipopoliplexe ColIV-LPP/shRunx2 și V‐LPP/shRunx2 ............................................................ 115 

II.3.3. Rezultate........................................................................................................................ 116 

file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606317
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606318
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606319
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606320
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606321
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606322
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606322
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606323
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606324
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606325
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606326
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606327
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606328
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606328
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606329
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606330
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606331
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606332
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606333
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606334
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606334
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606335
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606336
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606336
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606337
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606337
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606338
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606339
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606339
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606340
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606341
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606342
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606342
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606343
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606343
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606343
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606344
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606344
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606345


6 
 

II.3.3.1. VIC osteodiferențiate prezintă o supraexprimare de colagen IV și VCAM-1 ......... 116 

II.3.3.2. Caracterizarea lipopoliplexelor .............................................................................. 118 

a. Sinteza lipopoliplexelor ........................................................................................... 118 

b. Dimensiunea, potențialul Zeta și structura lipopoliplexelor ................................... 119 

c. Stabilitatea coloidală a lipopoliplexelor .................................................................. 120 

d. Agregarea indusă de electroliți ............................................................................... 121 

e. Citotoxicitatea lipopoliplexelor ............................................................................... 121 

f. Legarea lipopoliplexelor direcționate către colagen IV (ColIV-LPP/shControl) la 

matricea extracelulară .................................................................................................... 121 

g. Lipopoliplexele direcționate către colagen IV și VCAM-1 sunt preluate eficient de 

VIC osteodiferențiate ...................................................................................................... 123 

h. Hemocompatibilitatea lipopoliplexelor .................................................................. 125 

II.3.3.3. Lipopoliplexele cărăuși de shRunx2 determină scăderea expresiei moleculelor 

osteogene în VIC osteodiferențiate în sistem 2D ................................................................ 125 

II.3.3.4. Lipopoliplexele cărăuși de shRunx2 determină scăderea expresiei moleculelor 

osteogene în VIC osteodiferențiate în sistem 3D ................................................................ 130 

II.3.3.5. Lipopoliplexele cărăuși de shRunx2 determină scăderea activității fosfatazei 

alcaline și a concentrației de calciu în VIC osteodiferențiate în sistem 3D ......................... 132 

II.3.4. Discuții ........................................................................................................................... 133 

II.3.5. Concluzii ........................................................................................................................ 139 

STRATEGII NANOTERAPEUTICE CAPABILE SĂ ÎNCETINEASCĂ PROCESUL DE CALCIFICARE AL VALVEI 

AORTICE ÎNTR-UN MODEL EXPERIMENTAL MURIN ........................................................................ 141 

II.4. Biodistribuția lipopoliplexelor transportoare de ARNsh in vivo ........................................... 141 

II.4.1. Introducere și obiective ................................................................................................. 141 

II.4.2. Protocoale experimentale și metode de analiză ........................................................... 143 

II.4.2.1. Materiale ................................................................................................................ 143 

II.4.2.2. Obținerea modelului experimental animal: șoarecele ApoE-deficient diabetic .... 143 

II.4.2.3. Evaluarea expresiei de colagen IV și VCAM-1 la nivelul valvei aortice .................. 144 

a. Obținerea de criosecțiuni din valvele aortice murine ............................................. 144 

b. Imunohistochimie .................................................................................................... 144 

II.4.2.4. Obținerea lipopoliplexelor transportoare de ARNsh dublu direcționate către 

colagen IV și VCAM-1 (ColIV/V-LPP/ARNsh) ........................................................................ 145 

II.4.2.5. Evaluarea biodistribuției LPP/ARNsh după injectarea intravenoasă în șoareci ..... 145 

a. Imagistică de fluorescență ex vivo ................................................................................... 146 

b. Evaluarea biodistribuției LPP/ARNsh după injectarea intravenoasă în șoareci .............. 146 

II.4.3. Rezultate........................................................................................................................ 146 

II.4.3.1. Evidențierea expresiei de colagen IV și VCAM-1 în valva aortică murină .............. 146 

II.4.3.2. Caracterizarea ColIV/V-LPP/ARNsh ........................................................................ 147 

file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606346
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606347
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606348
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606349
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606350
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606351
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606352
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606353
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606353
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606354
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606354
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606355
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606356
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606356
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606357
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606357
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606358
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606358
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606359
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606360
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606361
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606361
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606362
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606363
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606364
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606365
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606366
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606367
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606368
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606369
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606370
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606370
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606371
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606372
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606373
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606374
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606375
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606376


7 
 

II.4.3.3. Biodistribuția ColIV/V-LPP/ARNsh în organe.......................................................... 147 

II.4.3.4. Biodistribuția ColIV/V-LPP/ARNsh în valva aortică ................................................ 149 

II.4.3.5. Transfecția in vivo folosind lipopoliplexe dublu direcționate transportoare de 

plasmid ce codifică o proteină fluorescentă ....................................................................... 150 

II.4.4. Discuții ........................................................................................................................... 151 

II.4.5. Concluzii ........................................................................................................................ 154 

II.5. Evaluarea in vivo a efectelor terapeutice ale lipopoliplexelor transportoare de ARNsh-Runx2

 ..................................................................................................................................................... 155 

II.5.1. Introducere și obiective ................................................................................................. 155 

II.5.2. Protocoale experimentale și metode de analiză ........................................................... 155 

II.5.2.1. Materiale ................................................................................................................ 155 

II.5.2.2. Prepararea ColIV/V-LPP transportoare de C60-PEI/shRunx2 ................................. 156 

II.5.2.3. Model experimental animal: șoarecele ApoE-deficient hiperlipemic diabetic ...... 157 

II.5.2.4. Tehnica Real-Time PCR (RT-PCR) ............................................................................ 158 

II.5.2.5. Tehnica de imunohistochimie ................................................................................ 159 

II.5.2.6. Colorarea secțiunilor de valvă aortică murină cu Oil Red O................................... 159 

II.5.2.7. Evaluarea activității fosfatazei alcaline în valva aortică după tratamentul cu 

ColIV/V-LPP/ARNsh-Runx2 .................................................................................................. 159 

II.5.3. Rezultate........................................................................................................................ 160 

II.5.3.1. Scăderea expresiei genice a moleculelor implicate în CVA după tratamentul 

șoarecilor cu ColIV/V-LPP/ARNsh-Runx2 ............................................................................ 160 

II.5.3.2. Scăderea exprimării proteice a moleculelor implicate în CVA după tratamentul 

șoarecilor cu ColIV/V-LPP/ARNsh-Runx2 ............................................................................ 161 

II.5.3.3. Blocarea formării depozitelor lipidice la nivelul rădăcinii aortice murine după 

tratamentul șoarecilor cu ColIV/V-LPP/ARNsh-Runx2 ........................................................ 162 

II.5.3.4. Scăderea activității fosfatazei alcaline în valva aortică murină după tratamentul 

șoarecilor cu ColIV/V-LPP/ARNsh-Runx2 ............................................................................ 163 

II.5.4. Discuții ........................................................................................................................... 164 

II.5.5. Concluzii ........................................................................................................................ 168 

CONCLUZII GENERALE ................................................................................................................. 169 

Bibliografie .................................................................................................................................. 172 

VALORIFICAREA REZULTATELOR ................................................................................................. 214 

LUCRĂRI PUBLICATE ȊN REVISTE INTERNAŢIONALE COTATE ISI (7 lucrări) ............................. 214 

BREVETE .................................................................................................................................. 215 

LUCRĂRI PREZENTATE LA MANIFESTĂRI ȘTIINȚIFICE INTERNAȚIONALE ................................ 216 

PREMII ..................................................................................................................................... 217 

BURSA OBȚINUTĂ PE DURATA PROGRAMULUI DOCTORAL ....................................................... 217 

FINANȚAREA CERCETĂRILOR (GRANTURI) .................................................................................. 217 

file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606377
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606378
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606379
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606379
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606380
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606381
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606382
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606382
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606383
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606384
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606385
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606386
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606387
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606388
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606389
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606390
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606391
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606391
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606392
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606393
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606393
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606394
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606394
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606395
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606395
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606396
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606396
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606397
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606398
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606399
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606400
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606401
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606402
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606403
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606404
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606405
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606406
file:///C:/Users/geanina.voicu/Desktop/doctorat/Geanina%20Voicu%20teza%20doctorat%20IBPC.docx%23_Toc108606407


8 
 

Cuvinte cheie: calcificare valvă aortică, celule valvulare interstițiale, osteodiferențiere, 

factor de transcriere Runx2, diabet, nanoterapii, poliplexe, lipopoliplexe direcționate, 

colagen IV, molecula de adeziune a celulelor vasculare VCAM-1, molecule osteogene, 

depozit de calciu 

Număr total de pagini – 219 

Număr de figuri în Partea I – 12 

Număr de tabele în Partea I – 2 

Număr de figuri în Partea II – 43 

Număr de tabele în Partea II – 8 

Referințe bibliografice – 462 

Lucrări publicate în reviste indexate ISI în perioada stagiului de doctorat – 7 (2 autor 

principal) 

Lucrări în pregătire – 2 

Postere prezentate la manifestări științifice internaționale – 3 (autor principal) 

Comunicări orale susținute la manifestări științifice internaționale – 1 (autor principal) 

Brevete – 1 

Bursă obținută pe durata programului doctoral – 1 (bursă doctorală de la Academia 

Română) 

Participarea la proiecte de cercetare naționale legate de tematica tezei de doctorat – 1 

 

Introducere și obiective 

Calcificarea valvei aortice este o boală degenerativă care afectează 5% din populația 

de peste 65 ani, România fiind una dintre țările cu cea mai mare rată de mortalitate din 

Europa (http://www.romedic.ro/stenoza-aortica). Diagnosticarea timpurie și gestionarea 

tratamentului sunt de o importanță capitală în terapia bolii valvei aortice, întrucât nu există 

un tratament care să blocheze progresia acesteia. În cazul pacienților cu simptome grave, 

intervenția chirurgicală de înlocuire de valvă rămâne singura abordare (Kanwar et al., 2018; 

Iung et al., 2003), prognosticul sever al bolii nefiind influențat de medicația actuală folosită 

pentru tratarea simptomelor. Progresia calcificării valvei și necesitatea unei intervenții 

chirurgicale variază considerabil de la pacient la pacient, în majoritatea cazurilor obstrucția 

totală înregistrându-se în decurs de 2-5 ani de la instalarea calcificării (Owens et al., 2010). 

Valva aortică este alcătuită din trei straturi de celule valvulare interstițiale (VIC) cu 

rol în menținerea homeostaziei valvei, separate de cavități printr-un strat de celule valvulare 

endoteliale (VEC) (Rutkovskiy et al., 2017). Principalul proces implicat în calcificarea valvei 

aortice este diferențierea osteoblastică a VIC sub influența factorului de transcriere asociat 

Runt 2 (Runx2)/Factorul de legare la nucleu 1 (Cbfa1). Runx2 determină creșterea expresiei 

unor molecule specifice VIC osteodiferențiate: fosfatază alcalină, osteocalcină, 

osteopontină, sialoproteină osoasă, și contribuie la depunerea activă de calciu (Hortells et 

al., 2018). 

Deși alterarea metabolismului lipidelor și inflamația sunt implicate în inițierea 

calcificării valvei aortice, procesul activ de depunere a calciului este cel mai important în 
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progresia bolii (Pawade et al., 2015). Diabetul zaharat este un factor de risc și de predicție al 

degenerării valvei aortice, contribuind la progresia calcificării prin inducerea disfuncției 

celulelor endoteliale valvulare, remodelarea matricei extracelulare, instalarea inflamației și 

calcificarea ectopică (depunerea calciului în alte țesuturi decât cel osos) (Larrew et al., 2013). 

La momentul actual nu se cunosc ținte particulare sau terapii specifice pentru 

tratamentul bolii valvei aortice în asociere cu diabetul zaharat. Fiind o arie de interes cu 

evoluție rapidă, nanoterapia bolii valvei aortice are implicații pe plan medical, dar și socio-

economic, efectele acesteia fiind îmbunătățirea condiției de viață, creșterea speranței de viață 

și scăderea morbidității și mortalității. 

Scopul prezentei teze de doctorat a fost de a identifica mecanismele și moleculele 

implicate în osteodiferențierea celulelor valvulare interstițiale, proces principal în 

calcificarea valvei aortice în asociere cu diabetul zaharat, și dezvoltarea și aplicarea unor 

strategii nanoterapeutice țintite pentru blocarea acestui proces în vederea reducerii sau 

combaterii timpurii a calcificării valvei aortice.  
Au fost propuse și realizate următoarele obiective specifice: 

1. Studiul mecanismelor implicate în osteodiferențierea celulelor valvulare 

interstițiale (VIC) și identificarea de potențiale ținte terapeutice. În cadrul 

acestui obiectiv s-au descris modificările timpurii și avansate induse, in vitro, 

de concentrații crescute de glucoză și factori osteogeni în VIC. 

2. Conceperea, obținerea și caracterizarea unor nanoparticule țintite pentru 

blocarea osteodiferențierii VIC și validarea efectului terapeutic al acestor 

nanoterapii folosind modele experimentale in vitro. S-au obținut și 

caracterizat poliplexe formate din fulerena C60-PEI complexată cu plasmide 

ARNsh și lipopoliplexe direcționate specific, formate prin încapsularea 

poliplexelor menționate în liposomi. Efectul terapeutic al nanoparticulelor a 

fost stabilit pe sisteme de culturi celulare bi- și tridimensionale de VIC 

osteodiferențiate cultivate în mediu cu o concentrație crescută de glucoză și 

factori osteogeni. 

3. Validarea preclinică a nanoterapiilor dezvoltate folosind modelul 

experimental in vivo de șoarece ApoE-deficient hiperlipemic și diabetic. În 

cadrul acestui studiu s-a demonstrat acumularea lipopoliplexelor țintite 

obținute și caracterizate anterior in vitro în valva disfuncțională și efectul 

terapeutic al acestor nanoparticule în valva aortică a șoarecilor ApoE-

deficienți hiperlipemici și diabetici. 

 

Structura tezei de doctorat 

Prezenta teză de doctorat este structurată în două părți principale, divizate în opt 

capitole. 

Prima parte, alcătuită din trei capitole, cuprinde aspecte teoretice cu privire la 

biologia și patologia valvei aortice, dar și la principalele terapii abordate în boala valvei 

aortice. Capitolul 1 descrie anatomia, fiziologia și ontogeneza valvei aortice, cu accent 

asupra principalelor mecanisme celulare și moleculare implicate în calcificarea valvei aortice 

în diabet. Capitolul 2 prezintă pe scurt stadiul actual al abordărilor terapeutice în calcificarea 

valvei aortice, urmând ca în Capitolul 3 să se detalieze diferitele tipuri de nanoparticule 

transportoare de ARN de interferență sau medicamente folosite ca tratament în bolile 

cardiovasculare, principalele căi de transport ale acestora la valva aortică și mecanismul de 

acțiune al ARN-ului de interferență în terapia valvei aortice calcificate. De asemenea, în 

acest capitol se face referire și la moleculele supraexprimate de valva aortică afectată, ce pot 

fi folosite în direcționarea nanoparticulelor (colagen IV, molecule de adeziune a celulelor 

vasculare). 
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Partea a doua a lucrării cuprinde contribuțiile originale, structurate în cinci capitole. 

În primul capitol este descris protocolul de osteodiferențiere al VIC aortice umane (oVIC) 

in vitro folosind mediu de cultură HGMO ce conține concentrații crescute de glucoză și 

factori osteogeni (acid ascorbic, dexametazonă și β-glicerofosfat), aplicabil atât în cultură 

bidimensională (2D), cât și tridimensională (3D). În fazele timpurii ale calcificării valvei 

aortice, după denudarea stratului de VEC, lipidele și celulele imune ajung în stratul 

subendotelial. Citokinele eliberate de celulele imune inițiază procesul inflamator, 

determinând remodelarea matricei extracelulare și tranziția fenotipică a VIC la 

miofibroblaste (aVIC), caracterizate prin supraexpresia actinei α a mușchiului neted și 

prezența fibrelor de stres. În stadiile avansate, ca răspuns la stimularea pro-osteogenică 

(inflamație, stres mecanic), are loc osteodiferențierea VIC, principalul proces implicat în 

calcificarea ectopică a foițelor valvulare. Se cunoaște că diabetul este unul dintre factorii 

acceleratori ai depunerii active de calciu în valva aortică (Bossé et al., 2009).  

Principalele rezultate obținute: 

• Mediul HGMO ce conține o concentrație crescută de glucoză și factori 

osteogeni induce osteodiferențierea VIC (oVIC) prin supraexprimarea 

moleculelor osteogene (fosfatază alcalină, osteopontină, sialoproteină osoasă, 

proteină morfogenică osoasă) și 

• Creșterea anormală a activității enzimatice a fosfatazei alcaline și acumularea 

de calciu în oVIC. 

Rezultatele acestui studiu au fost publicate în revista Pharmaceutics (factor de impact 

6.321) (Voicu et al., 2020). 

 

În Capitolul 2 al tezei de doctorat este prezentat protocolul de formare al poliplexelor 

prin complexarea conjugatului fulerenă C60-polietilenimină (C60-PEI) cu plasmide ce 

conțin secvențe specifice short hairpin ARN (ARNsh) pentru factorul de transcriere Runx2 

implicat în osteodiferențierea VIC, caracterizarea și efectul terapeutic indus de silențierea 

Runx2 în oVIC prin intermediul acestor poliplexe.  

Principalele rezultate obținute: 

• Conform caracterizării fizico-chimice, poliplexele au dimensiuni de ~ 250 nm la 

rapoarte N/P mai mari de 25, iar potențialul Zeta crește dependent de raportul N/P, 

fiind de +15 mV la raportul N/P=25. 

• Poliplexele sunt citocompatibile cu VIC umane la toate rapoartele N/P investigate 

(10, 15, 20, 25). 

• Poliplexele sunt preluate eficient de către VIC, fapt dovedit de prezența intracelulară 

a punctelor roșii reprezentând plasmidul fluorescent Cy3. 

• Poliplexele au o capacitate de transfecție ridicată la raportul N/P=25. 

• Testele funcționale au arătat că poliplexele ce conțin secvențele plasmidiale ARNsh 

numerotate cu sh_1 și sh_2 (C60-PEI/sh_1, C60-PEI/sh_2) reduc exprimarea 

proteică a factorului de transcriere Runx2, dar și a altor proteine implicate în 

activarea și osteodiferențierea VIC (αSMA, Smad2/3, pSmad2/3, fosfatază alcalină, 

osteopontină, sialoproteină osoasă, proteină morfogenică osoasă 4). 

• Poliplexele C60-PEI/sh_1, C60-PEI/sh_2 scad activitatea fosfatazei alcaline după o 

singură sau o dublă transfecție a oVIC. Activitatea scăzută a fosfatazei alcaline se 

menține mai mult de o săptămână de la ultima transfecție (până la 21 zile). 

Rezultatele acestui studiu au fost publicate în revista Pharmaceutics (factor de impact 

6.321) (Voicu et al., 2020).  

 

Capitolul 3 prezintă protocolul de obținere al lipopoliplexelor ce presupune încapsularea 

poliplexelor preformate C60-PEI/sh_1 la raportul N/P=25 în liposomi anionici stabilizați cu 
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polietilenglicol și direcționarea lor specifică către molecule supraexprimate de oVIC: 

colagenul IV și molecula de adeziune a celulelor vasculare VCAM-1. De asemenea, aceste 

nanoparticule sunt caracterizate și prin evaluarea potențialului lor de a bloca diferențierea 

osteoblastică a VIC cultivate în sistem 2D și 3D. 

În ciuda eficienței ridicate de transfecție in vitro, utilizarea poliplexelor in vivo nu a avut 

efecte terapeutice semnificative, din cauza sarcinilor pozitive ce determină interacțiunea 

nespecifică cu proteine plasmatice și acumularea acestor poliplexe în ficat și splină (Fischer 

et al., 2004). Pentru creșterea stabilității poliplexelor în circulația sangvină și pentru a 
îmbunătăți rata de transfecție, scăzând în același timp toxicitatea, acestea pot fi încapsulate 

în liposomi stabilizați steric cu polietilenglicol (Ko și Bickel, 2012), ceea ce permite și 

funcționalizarea liposomilor în vederea unui transport direcționat către situsul afectat (Călin 

și Mânduțeanu, 2017).  

Principalele rezultate obținute: 

• oVIC prezintă o supraexpresie a colagenului IV și VCAM-1, molecule ce pot fi 

folosite pentru direcționarea lipopoliplexelor. 

• S-au obținut lipopoliplexe prin încapsularea poliplexelor C60-PEI/sh_1 în liposomi 

anionici, folosind tehnica de evaporare în fază inversă. 

• Caracterizarea fizico-chimică a indicat dimensiuni medii ale lipopoliplexelor de ~ 

200 nm și un potențialul Zeta negativ, de -30 mV, acestea fiind dispersii apoase 

stabile coloidal și electrolitic. 

• Lipopoliplexele ColIV-LPP/shControl și V-LPP/shControl sunt cito- și 

hemocompatibile și sunt preluate într-o proporție crescută de oVIC.  

• Lipopoliplexele ColIV-LPP/shRunx2 și V-LPP/shRunx2 determină reducerea 

semnificativă a nivelului genic și proteic al Runx2 în oVIC, atât în sistem 2D, cât și 

3D, ceea ce are ca efect și reducerea nivelelor altor molecule osteogene implicate în 

osteodiferențierea VIC (osteopontină, sialoproteină osoasă, proteină morfogenică 

osoasă 2). 

• Testele funcţionale au arӑtat cӑ transfecția oVIC cu ColIV-LPP/shRunx2 și V-

LPP/shRunx2 scade activitatea fosfatazei alcaline și blochează formarea depozitelor 

de calciu, printr-un mecanism ce implică scăderea nivelului de Runx2. 

Rezultatele acestui studiu au fost publicate în revista International Journal of Molecular 

Sciences (factor de impact 6.009) (Voicu et al., 2022).  

 

Capitolul 4 cuprinde rezultate obținute in vivo, pe un model animal de șoarece ApoE-

deficient diabetic și hiperlipemic injectat intravenos cu lipopoliplexe dublu direcționate către 

colagen IV și VCAM-1 (ColIV/V-LPP/shControl). S-a investigat biodistribuția acestor 

lipopoliplexe la nivelul organelor murine, și în special la nivelul valvei aortice, 

lipopoliplexele fiind marcate cu rodamină-DSPE pentru evaluarea localizării 

lipopoliplexelor în organe ex vivo prin tehnica IVIS. Datorită fotostabilității și emisiei în 

spectrul vizibil, rodamina este folosită cu succes în studiile de imagistică și de microscopie 

de fluorescență (de Almeida et al., 2007). 

Principalele rezultate obținute: 

• Valvele aortice ale șoarecilor ApoE-deficienți diabetici și hiperlipemici 

prezintă o expresie crescută de colagen IV și VCAM-1. 

• Lipopoliplexele ColIV/V-LPP/shControl se localizează specific la nivelul 

valvei aortice, biodistribuția fiind corelată cu prezența expresiei ridicate de 

colagen IV și VCAM-1 în valvă. 

• Expresia fluorescentă a proteinei YFP la nivelul valvelor aortice se menține 

până la 48 ore de la injectarea ColIV/V-LPP/pEYFP. 
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Rezultatele prezentate în Capitolul 5 demonstrează efectul terapeutic al 

lipopoliplexelor dublu direcționate transportoare de secvențe ARNsh-Runx2 într-un model 

animal de șoarece ApoE-deficient diabetic și hiperlipemic. 

Principalele rezultate obținute: 

• Lipopoliplexele ColIV/V-LPP/shRunx2 scad expresia genică și proteică a Runx2 în 

valva aortică, determinând și reducerea expresiei genice a osteopontinei, 

osteocalcinei și fosfatazei alcaline. ColIV/V-LPP/shRunx2 determină scăderea 

nivelului genic de Runx2 și în alte organe (plămân, rinichi, ficat), dar fără 

semnificație statistică. 

• Reducerea nivelului de Runx2 blochează depunerea lipidelor și scade activitatea 

fosfatazei alcaline în valva aortică. 

 

Rezultatele obținute în cadrul tezei de față au condus la următoarele concluzii cu 

caracter original: 

 

• Concentrațiile crescute de glucoză și factorii osteogeni (acid ascorbic, dexametazonă, 

β-glicerofosfat) determină o creștere dependentă de timp a exprimării proteice a 

moleculelor osteogene implicate în activarea (actina α a mușchiului neted) și 

osteodiferențierea celulelor valvulare interstițiale (VIC) (Runx2, fosfatază alcalină, 

sialoproteină osoasă, osteopontină). Creșterea nivelului proteic al moleculelor 

osteogene se asociază cu activitatea ridicată a fosfatazei alcaline și creșterea 

concentrației de calciu în VIC osteodiferențiate, creșterea fiind direct proporțională 

cu perioada de expunere la factori osteogeni. 

• Nanopoliplexele formate prin complexarea fulerenei (C60)-PEI cu plasmide ARNsh-

Runx2 sunt citocompatibile și realizează un transport intracelular eficient de 

plasmide ARNsh, determinând scăderea nivelului proteic al moleculelor osteogene 

Runx2, actina α a mușchiului neted, Smad2/3, fosfatază alcalină, sialoproteină osoasă, 

osteopontină, proteină morfogenică osoasă 4, precum și reducerea activității 

fosfatazei alcaline. 

• Lipopoliplexele formate prin încapsularea poliplexelor C60-PEI/ARNsh-Runx2 în 

liposomi funcționalizați cu peptide ce recunosc specific colagenul IV și VCAM-1 

(ColIV-LPP/ARNsh-Runx2 și V-LPP/ARNsh-Runx2), molecule supraexprimate în 

valva aortică disfuncțională, sunt nanotransportori adecvați pentru transportul 

direcționat de plasmide ARNsh-Runx2 in vivo. Aceste lipopoliplexe țintite determină 

scăderea semnificativă a expresiei genice și proteice a moleculelor osteogene în VIC 

osteodiferențiate cultivate în două sisteme de cultură, bidimensional în monostrat și 

tridimensional în construcți de tip hidrogel obținut din rădăcină aortică porcină. De 

asemenea, activitatea fosfatazei alcaline și concentrația de calciu scad semnificativ 

după transfecția cu lipopoliplexele ColIV-LPP/ARNsh-Runx2 și V-LPP/ARNsh-

Runx2. 

• In vivo, într-un model animal de șoarece ApoE-deficient hiperlipemic diabetic, 

lipopoliplexele dublu direcționate către colagen IV și VCAM-1 se acumulează 

selectiv la nivelul valvei aortice disfuncționale. Administrările repetate de 

lipopoliplexe reduc leziunile aterosclerotice prin scăderea expresiei factorilor 

osteogeni Runx2, osteopontină, osteocalcină, fosfatază alcalină implicați în 

calcificarea valvei aortice.  

 

Aceastӑ teză de doctorat aduce urmӑtoarele contribuţii originale: 

► Stabilirea unui model in vitro de osteodiferențiere a celulelor valvulare interstițiale. 
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► Silențierea factorului de transcriere Runx2 poate reprezenta o strategie nouă terapeutică, 

eficientă în blocarea osteodiferențierii VIC și a progresiei bolii valvei aortice. 

► Dezvoltarea de nanocărăuși de ARNsh specific pentru Runx2, țintiți către valva aortică 

afectată și adecvați pentru administarea in vivo. Acești nanocărăuși sunt lipopoliplexe, și 

anume liposomi ce încapsulează poliplexe C60-PEI/ARNsh-Runx2, funcționalizați cu 

peptide de recunoaștere a colagenului IV și a moleculei de adeziune a celulelor vasculare 1 

(VCAM-1). Lipopoliplexele blochează diferențierea osteoblastică a celulelor valvulare 

interstițiale in vitro și calcificarea valvei aortice in vivo, prin reducerea nivelului factorului 

de transcriere Runx2 și a altor proteine osteogene (osteopontină, sialoproteină osoasă, 

fosfatază alcalină, osteocalcină și proteina morfogenică osoasă). 
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