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Cuvinte cheie: Valvi aortic3, inflamatie, diabet, glucoza, hidrogel

Boala valvei aortice (BVA) reprezintd o problema de sanatate la nivel mondial si una
dintre cauzele majore ale mortalitatii in randul persoanelor de peste 65 de ani (Nkomo,
Gardin et al. 2006, Yadgir, Johnson et al. 2020, Coffey, Roberts-Thomson et al. 2021).
Pentru mult timp BVA a fost considerata un proces pasiv, degenerativ, deoarece progresia
bolii se Tntinde pe parcursul a zeci de ani. Tn prezent, boala este recunoscuta drept un proces
activ, condus de inflamatia cronica, asemanator in fazele inicipiente cu ateroscleroza.
Terapia cu statine s-a dovedit insd ineficienta in ameliorarea BVA, aratand astfel ca
mecanismele de progresie ale celor doua patologii sunt diferite(Cowell, Newby et al. 2005).

Evolutia BVA cuprinde scleroza timpurie, caracterizata prin ingrosarea cuspelor dar
fara consecinte asupra functiei, si Stenoza tarzie, cand functia valvei este compromisa din
cauza depozitelor extinse de calciu. Detectia clinica a valvelor stenotice se face prin
identificarea unui murmur cardiac si este confirmata ecocardiografic, bazandu-se astfel pe
simptomele din stadiile avansate cand structura si functia valvei sunt afectate(Lindman,
Bonow et al. 2013). In prezent, nu exista markeri predictivi sau terapii farmacologice pentru
gestionarea BV A, iar singura optiune de tratament pentru valvele aflate in stadii avansate de
calcificare este inlocuirea chirurgicald a acestora cu proteze mecanice sau biologice, care la
randul lor se pot calcifica. Se estimeaza cd, odatd cu imbatranirea populatiei, incidenta BVA
0 sd creasca semnificativ, mai ales in tarile dezvoltate, devenind o importantd problema
socio-economica(Kodali, Velagapudi et al. 2018). Diabetul este unul dintre factorii de risc
cunoscuti pentru dezvoltarea BVA, iar acesta a fost asociat recent cu progresia accelerata a
bolii si gravitatea simptomelor la pacientii cu stenoza aortica moderata(Han, Shi et al. 2021,
Manduteanu, Simionescu et al. 2021, Natorska 2021). Astfel, in diabet, valva aortica (VA)
se calcifica accelerat, ceea ce duce la disfunctia valvei si a inimii prin mecanisme care sunt
incomplet intelese.

Prezenta teza a fost structuratd in doua parti, si anume partea I, “Stadiul actual al
cunoasterii”’, unde este prezentata o analiza a literaturii de specialitate necesara pentru a pune
in context cercetarea si partea II, “Contributii originale”, unde este descrisa cercetarea
experimentalad propriu-zisa.

Astfel, in prima parte sunt abordate aspecte legate de dezvoltarea valvei in stadiile
embrionare si postnatale, structura si arhitectura valvei aortice, celulele rezidente si rolul lor
fiziologic, mecansimele declansate la nivel celular in patologia valvulara asociata diabetului
si o trecere in revistd a modelelor in vivo si in vitro utilizate pentru studiul valvulopatiei

aortice.



Dezvoltarea, structura si celulele rezidente din valva aortica

Valva aortica (VA) este una dintre cele patru valve de la nivelul inimii care asigura
curgerea unidirectionald a sangeluri din ventriculul stang catre aorta. Dezvoltarea VA are
loc atat in perioada embrionard, in fazele de formare ale structurilor anatomice la nivelul
inimii, cat si In perioada postnatald, cand are loc stabilizarea populatiilor celulare si
definitivarea arhitecturii valvei. In etapa embrionara, formarea valvelor cardiace are loc
atunci cand la nivelul tubului cardiac se formeaza pernutele endocardice prin semnalizarea
mediata de proteinele morfogenetice osoase (BMP-uri) din superfamilia factorilor de
crestere transformanti B (TGF-). O sub-populatie de celule endoteliale endocardice intra in
tranzitie endotelial-mezenchimald (EndMT) si migreaza in jeleul cardiac unde prolifereaza
si da nastere populatiei de celule valvulare interstitiale (VIC) din pernutele endocardice
(O'Donnell and Yutzey 2020). Tn aceste valve embrionare Tncepe un proces complex de
remodelare orchestrat de catre VIC, care este finalizat in perioada postnatald cand valva
capatd structura trilaminard caracteristicd, iar populatia de celule rezidente se
stabilizeaza(Hinton, Lincoln et al. 2006, Nordquist, LaHaye et al. 2018).

Cuspele valvei mature sunt structuri avasculare, la nivelul carora se disting trei
straturi cu organizare si compozitie diferitd in elemente de matrice extracelulara (MEC):
(1) fibrosa — situat spre aorta, si care este compus in principal din fibre de colagen de tip I si
III orientate circumferential, conferind rezistentd mecanica valvei; (2) ventricularis — situat
spre ventricul, fiind in principal compus din fibre de elastina orientate radial care confera
elasticitate tesutului; (3) spongiosa — stratul din mijloc, compus in principal din proteoglicani
(PG), glicozaminoglicani (GAG) si fibre de colagen, care absoarbe socurile mecanice si
serveste drept interfatd intre celelalte doua straturi.

Cele trei straturi ale cuspelor VA sunt populate de celulele rezidente valvulare, iar
studii recente au aratat ca acestea sunt in proportie de 80-85% VIC (negative pentru CD31
si CD45), 5-7% VEC si ~10% celule de origine imuna (Hulin, Anstine et al. 2018, Hulin,
Hortells et al. 2019).

Celulele endoteliale valvulare (VEC) sunt dispuse sub forma unui monostrat
compact care captuseste la exterior cele trei cuspe ale VA si asigura interfata de comunicare
dintre sange si interstitiul valvular. Principala functie a endoteliului este cea de bariera
selectiva si neaderentd, care intermediaza transportul de oxigen si nutrienti din sange catre
spatiul interstitial, dar si raspunsul imun. VEC sunt o populatie de celule endoteliale diferita

de celulele endoteliale vasculare si prezintd heterogenitate ridicatd: VEC de pe cele doua
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fete ale cuspelor sunt diferite, astfel ca endoteliul de pe fata ventricularis exprima inhibitori
ai calcificarii cardiovasculare iar cel de pe fata fibrosa prezinta profil puternic antioxidativ
si exprimare crescutd a sintazei endoteliale a oxidului nitric (eNOS)(Simmons, Grant et al.
2005). In patologie, VEC sunt implicate in initierea si progresia bolii VA prin recrutarea de
celule imune, dereglarea semnalizarii protective a oxidului nitric (NO) sau prin initierea
tranzitiei endotelial-mezenchimala (EndMT) (Ma, Zhao et al. 2020, Majumdar, Manivannan
et al. 2021).

In valva adulti sanitoasa, populatia de celule interstitiale consta majoritar din VIC
neactivate (qVIC) distribuie in toate cele 3 straturi ale cuspelor, resposabile de mentinerea
structurii trilaminare a MEC (Bogdanova, Zabirnyk et al. 2019). Celulele interstitiale
formeaza 1n valva o retea celulard extinsa care faciliteaza raspunsul unitar si transmiterea
rapida de informatii intre membrii retelei. Ca raspuns la stimulii mecanici sau patologici,
gVIC se pot diferentia in: (1) aVIC, care exprima metaloproteaze si sunt implicate in
remodelarea matricei extracelulare, provocand scleroza timpurie sau (2) obVIC, implicate
in acumularea depozitelor de calciu (Rutkovskiy, Malashicheva et al. 2017).

Celulele imune se stabilesc in valva inca din fazele de dezvoltare a inimii si
reprezinti a treia populatie majoritara din VA. In valvele murine au fost identificate limfocite
T, celule dendritice, mastocite si douad subpopulatii de macrofage: Mol si M2 (Hulin,
Hortells et al. 2019). Desi rolul celulelor imune in mentinerea homeostaziei VA nu a fost
incd studiat si descris in detaliu, se presupune ca acestea patruleaza tesutul valvular,
fagociteaza celule apoptotice sau agentii patogeni si migreaza in organele limfoide unde
initiaza raspunsul imun prin prezentarea antigenului (Hajdu, Romeo et al. 2011).

Implicarea diabetului in patologia BVA

Diabetul zaharat induce si accentueaza raspunsul inflamator si acumularea de lipide
asociate cu initierea si progresia BVA (Manduteanu, Simionescu et al. 2021), iar studiul
CANHEART a implicat diabetul ca factor semnificativ de risc in dezvoltarea stenozei aortice
(Yan, Koh et al. 2017). Diabetul nu numai ca predispune la BVA, dar se asociaza de
asemenea cu progresia accelerata a bolii si gravitatea simptomelor la pacientii cu stenoza
aortica moderata (Aronow, Ahn et al. 2001). Patologia diabetului asociat cu alte boli
cardiovasculare este complexa si se datoreaza in parte efectelor hiperglicemiei, care duce la
cresterea generarii speciilor reactive de oxigen (ROS) si promovarea exprimarii de citokine
si chemokine cu efect proinflamator (Dludla, Joubert et al. 2017, Wang, Liu et al. 2021).

Nivelul crescut al proteinei C reactive si hiperlipemia asociata diabetului favorizeaza

inflamatia cronica (Dongway, Faggad et al. 2015). Exista numeroase dovezi care implica
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proteine al caror nivel este crescut in diabet (TNF-a, MCP-1, IL-1p) in patologia valvei
aortice (Keane, Calton et al. 2017), astfel ca se poate specula ca mediul inflamator produs
in diabet declanseaza cel putin in parte mecanismele responsabile pentru disfunctia celulelor
valvulare. Tn diabetul de tip 2, hiperglicemia se asociaza de asemenea cu productia crescuti
de ROS si adeziunea monocitelor la endoteliu prin inhibarea productiei de NO si cresterea
nivelului de endotelina-1, E-selectind, ICAM-1 si VCAM-1. Monocitele ajunse in spatiul
subendotelial se diferentiaza in macrofage care secreta citokine proinflamatorii si inglobeaza
LDL modificat, transformandu-se apoi in celule spumoase (Manduteanu, Voinea et al. 1999,
Nandy, Janardhanan et al. 2011, Padilla, Carpenter et al. 2018, Meza, La Favor et al. 2019).
Inflamatia precede calcificarea, iar in zonele calcificate din valva au fost identificate celulele
imune infiltrate. Se cunoaste ca populatia de macrofage din valvele calcificate este mai
numeroasad decat cea din valvele normale si exprima atat markeri caracteristici Mol, cat si
Me2 (Li, Qiao et al. 2017).

in valvele stenotice provenite de la pacienti diabetici, exprimarea NF-kB si a FII si
FXa in fibrosa este crescuta fata de valvele de la pacienti fara diabet. Tn plus, experimentele
in vitro au confirmat ca glucoza crescuta provoaca inflamatia VIC primare prin intermediul
semnalizarii mediate de NF-kB, ducénd la calcificarea celulara (Kopytek, Mazur et al. 2021).

Tn valvele calcificate a fost evidentiata exprimarea redusi a VE-caderinei in fibrosa
si a fost identificatd in subendoteliu o populatie de celule care co-exprima a-SMA si CD31,
dar nu si markerul hematopoietic CD45, sugerand ca aceste celulele provin din EndMT.
Aceastd populatie celulara care prezinta si nivel crescut de NFkB nuclear a fost identificata
doar in fibrosa, si se localizeaza distal fatd de zona calcificata (Mahler, Farrar et al. 2013).
De asemenea, anterior s-a aratat ca celulele endoteliale izolate din valvele calcificate sunt
mai predispuse diferentierii osteogenice in vitro fatd de celulele endoteliale vasculare (Ma,
Zhao et al. 2020). Se cunoaste ca diabetul se asociaza cu inflamatia cronica, iar mediatorii
pro-inflamatori TNF-a, IL-6, LPS, IFN-y si TGF-B au fost implicati in activarea EndMT 1in
VEC (Mahler, Farrar et al. 2013, Ma, Sanchez-Duffhues et al. 2020). In vitro, TNF-a si IL-
6 au indus Tn celulele endoteliale valvulare aortice porcine (PAVEC) cultivate pe hidrogeluri
3D modificari asociate EndMT prin calea de semnalizare a factorului de transcriptie NFxB:
(1) scaderea exprimarii CD31 si a VE-caderinei, (2) migrarea celulelor in matricea de
colagen si (3) exprimarea de a-SMA (Mabhler, Farrar et al. 2013).

Plasticitatea VIC si implicatiile pentru studiul BVA

MEC regleaza fenotipul celulelor valvulare rezidente prin intermediul integrinelor,

contribuie la mentinerea tensiunii bazale celulare si ofera celulelor informatii pozitionale
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(Santa-Cruz Mateos, Valencia-Exposito et al. 2020). De asemenea, MEC poate functiona ca
un rezervor de semnale biologice prin intermediul proteoglicanilor, care pot sechestra local
molecule de semnalizare. Datorita rolului complex pe care MEC il are in homeostazie, orice
modificare la acest nivel poate conduce la patologie. In vitro, VIC tranzitioneaza spontan in
miofibroblaste (aVIC) si prezintd capacitate ridicata de contractie, atunci cand sunt cultivate
pe substrat rigid sau sunt stimulate cu citokine specifice (TGF-f), capacitate migratorie si
proliferativa(Liu and Gotlieb 2008, Huang, Yang et al. 2012, Ma, Killaars et al. 2017).
Studiile unde celulele valvulare au fost cultivate pe matrici tridimensionale de compozitie si
rigiditate diversd, au evidentiat rolul semnificativ pe care substratul il are in modularea
fenotipului celular, cu implicatii in patologia valvulara (Hutson, Marohl et al. 2016,
Rutkovskiy, Malashicheva et al. 2017, Bogdanova, Zabirnyk et al. 2022). Plasticitatea VIC
se pastreazd deci si In culturd, astfel cd una dintre cele mai mari probleme in studiul
patologiei valvei aortice este lipsa unui model experimental in vitro care sa replice cat mai
apropiat compozitia si arhitectura tesutului valvular nativ.

In valva sanitoasi tranzitia qVIC in aVIC reprezinti un proces implicat in
mentinerea arhitecturii valvei prin secretia componentelor MEC (colagen, fibronectind,
condroitin sulfat, etc.) si de enzime care degradeaza aceste componente (MMP-uri,
catepsine). Odati terminati remodelarea MEC, aVIC sunt eliminate prin apoptozi. In
patologie, aceasta semnalizare este nsd afectatd si aVIC continud sinteza elementelor de
MEC, cauzind fibrozarea tesutului si calcificarea distroficd. Atunci cand devin activate,
celulele interstitiale prezintd fibre de stres, exprimare crescutd de a-SMA, miozina
muschiului neted, proteina specifica fibroblastelor (FSP-1) sau vimentind, dar si proteine ale
MEC si citokine. Printre inductorii de activare a VIC se numara modificarile asociate MEC,
stresul mecanic sau TGF-f (Ma, Killaars et al. 2017, Goody, Hosen et al. 2020, Di Vito,
Donato et al. 2021).

Tranzitia qVIC in obVIC are loc in prezenta de factori care promoveaza
osteogeneza sau condrogeneza. obVIC sunt implicate activ in procesul de calcificare a valvei
si sunt responsabile pentru stenoza tarzie. Tn acest stadiu, comportamentul celular este
guvernat de factorul de transcriptie RUNX2 si de proteinele morfogenetice osoase (BMPs),
iar obVIC secretd o serie de proteine exprimate in tesutul osos, precum osteopontina,
osteocalcina si fosfataza alcalind (Yip, Chen et al. 2009). Rezultatele noastre recente au
aratat ca hiperglicemia induce supraexprimarea moleculelor osteogene BMP-2, BMP-4 si
TGF-B in celulele valvulare aortice umane cultivate Tn modele 3D pe baza de gelatind

metacrilatd, cu efect asupra semnalizarii SMADI1/5/8/9 si a exprimdrii factorului de
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transcriptie RUNX2, implicand astfel diabetul ca si contribuitor la calcificarea valvei aortice
(Vadana, Cecoltan et al. 2020).

Studiul BV A in vivo si in vitro

Rolul celulelor valvulare in patologia valvei aortice in diabet inca nu este pe deplin
elucidat si este studiat in prezent in mai multe tipuri de modele in vivo (Sider, Blaser et al.
2011, Puperi, Kishan et al. 2016, Jung, Ahmad et al. 2022) si in vitro (Hjortnaes, Goettsch
et al. 2016, Porras, Westlund et al. 2018, Zabirnyk, Perez et al. 2020, Kruithof, van de Pol
et al. 2021).

Patologia BVA 1n diabet este extrem de complexa, astfel ca este necesar un model
in vivo care sa poata reda cat mai fidel ambele patologii. Modelele in vivo de diabet presupun
utilizarea de animale cu predispozitie de a dezvolta diabet sau inducerea diabetului cu
ajutorul agentilor chimici (diabetogeni) care distrug celulele B-pancreatice. Cei mai utilizati
agenti diabetogeni sunt streptozotocina si alloxan-ul, care sunt preluati in celulele -
pancreatice prin intermediul transportotului de glucoza GLUT2, unde genereaza ROS si
radicali liberi, provocand fragmentarea ADN-ului si apoptoza celulelor.

Tn literatura de specialitate sunt descrise numeroase modele de diabet in vivo, dar
pentru studiul BVA modelele curente prezinta limitari importante la nivel de recapitulare a
caracteristicilor patologiei umane. De asemenea, modelele de BVA 1n diabet sunt si mai
putine, iar fazele incipiente de aparitie a leziunilor la nivelul VA au fost descrise majoritar
in vivo la nivel ultrastructural (Filip, Nistor et al. 1987, Simionescu, Popov et al. 1996,
Tucureanu, Filippi et al. 2019).

In vivo, s-a aratat recent intr-un model de soarece dislipidemic predispus la
dezvoltarea diabetului de tip 2 (LDLr " /ApoB*%%/|GF-II) ci diabetul indus prin dietd
provoacd mai rapid stenoza aorticd (SA) si creste exprimarea la nivel de ARNm a genelor
osteogenice fati de soarecii nediabetici (LDLr'/ApoB1%1%) (Le Quang, Bouchareb et al.
2014). Similar, soarecii LDL™ ApoB!1% mentinuti pe dietd diabetogenica/procalcifica
timp de 12 luni prezintd depozite de calciu la nivelul VA si incidentd de doud ori mai mare
a stenozei aortice confirmata prin modificarea parametrilor hemodinamici (Scatena, Jackson
et al. 2018). Totusi, atunci cand diabetul este indus prin injectarea de streptozotocina intr-un
model de hamster hiperglicemic-hiperlipemic, rezultatele arata ca valva aortica (VA) este
primul teritoriu vascular afectat de diabet si hiperlipemie (HD), dupa doar 2 sdptaméani de la
inducerea diabetului. In valvele aortice de la hamsterii HD au fost identificate modificari
ultrastructurale ale VEC (cresterea abundentei de organite biosecretorii, a microfilamentelor

si microtubulilor) care s-au asociat cu hiperplazia membranei bazale la nivelul careia au fost
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identificate lipoproteine de joasad densitate (LDL) oxidate, sugerand ca hiperglicemia induce
in faza initiala disfunctia VEC (Simionescu, Popov et al. 1996).

In vitro, comportamentul celulelor interstitiale valvulare este influentat semnificativ
atat de substratul pe care acestea sunt cultivate, cat si de arhitectura modelului de cultura.
Culturile conventionale bi-dimensionale sunt cel mai putin reprezentative pentru situatia in
vivo, dar sunt cel mai des utilizate pentru studiul VIC datorita usurintei de stabilire a culturii.
Studiile au aratat ca, atunci cand VIC sunt cultivate pe substrat rigid cum este polistirenul
din placile de cultura, tranzitioneaza spontan in miofibroblaste (Ma, Killaars et al. 2017).
Deoarece a devenit evident rolul esential pe care MEC il are in reglarea functiei si disfunctiei
VIC (Gould, Matherly et al. 2014), un pas suplimentar fata de cultura 2D a fost acoperirea
suprafetei de culturd cu proteine ale MEC, iar acest tip de studii a furnizat informatii
importante legate de modul in care fenotipul VIC este reglat de substrat (Porras, van
Engeland et al. 2017). Dintre toate elementele de matrice testate, acoperirea cu laminina a
provocat agregarea VIC sub forma de noduli, iar colagenul de tip I a promovat un fenotip
neactivat al VIC (Rodriguez and Masters 2009). Astfel, cercetarile in vitro au continuat in
ultimii ani cu tentative de a identifica un substrat tridimensional potrivit la nivel de
compozitie sau arhitectura care sd mentina fenotipul neactivat al VIC (qVIC), cu
implementarea co-culturilor VIC-VEC si, nu in ultimul rand, cel mai recent, cu utilizarea de
celule endoteliale valvulare umane.

Modelele 3D in vitro reprezinta o alternativa mai reprezentativa din punct de vedere
al caracteristicilor structurale si functionale ale mediului celular nativ, favorizand interactia
cu celulele invecinate sau componentele MEC si ghidand comportamentul celular (Kaushik,
Ponnusamy et al. 2018, Hong, Kim et al. 2019).

Modelele in vitro pentru studiul patologiei VA sunt realizate cu celule izolate de la
pacienti sau provenite de la animale de mari dimensiuni care dezvolta patologie similarad cu
cea umana, dintre care cele mai utilizate sunt cele porcine (Bowler and Merryman 2015).
Desi sunt similare in multe privinte celulelor umane, celulele valvulare interstitiale porcine
(PVIC) reprezinta totusi un model limitat in vitro, mai ales daca sunt folosite la pasaje mari.
Se cunoaste ca atunci cand sunt mentinute in cultura pe termen lung, 20% dintre PVIC
prezinta inhibitie de contact si au comportament instabil. De asemenea, potentialul de
calcificare al PVIC scade dupa trei pasaje de la izolare (Chen, Yip et al. 2009). Pe de alta
parte, utilizarea celulelor umane este limitata de disponibilitatea materialului biologic.
Celulele umane sunt de cele mai multe ori extrase din probele de valve explantate de la

pacientii cu stadii avansate de calcificare a valvei, iar celulele control sunt obtinute doar de
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la pacientii cu insuficienta aortica sau care sufera transplant de inima (Goody, Hosen et al.
2020).

Un alt element esential pentru replicarea conditiilor din VA in vitro este utilizarea
unei co-culturi de VIC si VEC, pentru studiul interactiei intre cele 2 tipuri celulare.
Numeroase studii au asociat cultivarea PVIC in prezenta PVEC cu inhibarea tranzitiei lor in
aPVIC sau obPVIC (Butcher and Nerem 2006, Kennedy, Hua et al. 2009, Richards, El-
Hamamsy et al. 2013, Gould, Matherly et al. 2014). De asemenea, disfunctia sau denundarea
endoteliului a fost semnalata drept eveniment de initiere a transformarii patologice a VIC
(Hulin, Anstine et al. 2018, Hulin, Hego et al. 2018), facand evident faptul ca cele doua
populatii celulare isi regleaza reciproc comportamentul.

Modele 3D obtinute din tesuturi native

Multe dintre modelele 3D in vitro isi au originea in ingineria tisulara, unde
principalul obiectiv este acela de a dezvolta o varianta biologici de proteza a valvei. In acest
scop, au fost testate din punctul de vedere al compatibilitatii cu celulele valvulare o varietate
de metode si materiale sintetice sau naturale. Sistemele care mimeazd MEC nativa sunt de
preferat, deoarece furnizeazd un mediu care replicd arhitectura si conditiile din valva
(sechestrarea factorilor de crestere si a altor molecule, adeziunea celulara etc.) (Scott, Simon
et al. 2021). Una dintre variantele utilizate cu succes pentru cultura tridimensionald a
celulelor in vitro sunt hidrogelurile obtinute din polimeri naturali (colagen, gelatina) sau din
tesuturi decelularizate. Tesuturile decelularizate pot la randul lor sa fie (1) repopulate cu
celule, sau (2) procesate pentru obtinerea hidrogelurilor din MEC nativa.

Hidrogelurile reprezinta retele polimerice puternic hidratate care isi pastreaza
integritatea structurala atunci cand lanturile polimerice, care pot fi de naturd sintetica sau
naturald, sunt polimerizate prin metode fizice sau chimice. Hidrogelurile sunt considerate
analogul MEC native datorita proprietatilor de a retine volume mari de fluide la interior, al
elasticitdtii, dar si a faptului ca interfata dintre hidrogel si fluide se aseamdna cu cea
observata in majoritatea tesuturilor moi (Geckil, Xu et al. 2010). Avantajele modelelor de
culturd 3D au devenit evidente in ultimii ani, astfel ca in prezent se Incearcad dezvoltarea de
hidrogeluri compatibile pentru cultura celulelor valvulare umane. Tn trecut, diferite proteine
sau amestecuri proteice (Matrigel) prezente in matricea valvulard au fost utilizate pentru
cultura celulelor valvulare, rezultatele fiind promititoare. In prezent, utilizarea
hidrogelurilor obtinute din MEC nativa pentru studiul in vitro al BVA este inca foarte
limitatd. Rezultate promititoare au fost obtinute in cazul unui hidrogel produs din valve

aortice ovine decelularizate, care pastreaza o componenta proteica similara cu cea din valva
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nativd (colagen si laminind), dar un continut relativ scdzut de GAG. Acest hidrogel a
prezentat biocompatibilitate similard cu suporturile pe bazd de colagen I la nivel de
proliferare celulara si nu a avut efect citotoxic asupra VIC (Nehrenheim, Raschke et al.
2019).

Polimerii naturali precum agaroza, alginatul, colagenul, fibrina, gelatina, chitosan-ul
sau acidul hialuronic pot fi de asemenea utilizati pentru obtinerea de hidrogeluri si generarea
de suporturi biologice. Datorita faptului ca reprezinta componenta majoritara a MEC din
valva, colagenul de tip I a fost printre primele materiale utilizate pentru cultura
tridimensionala in vitro a celulelor valvulare, iar VIC crescute in geluri de colagen 2% au
prezentat un fenotip mai putin activat (Cushing, Mariner et al. 2008). Tn ciuda avantajelor de
natura biologica ale colagenului, acest material prezinta si o serie de limitéri, precum faptul
ca VIC contractd aceste matrici. Din aceste motive, gelatina modificatd reprezintd o
alternativa a utilizarii colagenului. Gelatind metacrilatd (GelMA) permite obtinerea de
hidrogeluri cu rigiditate usor de ajustat, care favorizeaza adeziunea celulard si pot fi
combinate usor cu alte tipuri de materiale. Hidrogelurile de GelMA au fost utilizate cu succes
pentru cultura de PVIC sau co-cultura VIC-VEC porcine in sisteme de tipul “organ-on-a-
chip” (Chen, Srigunapalan et al. 2013). Pentru obtinerea de modele mai complexe, se
utilizeaza frecvent combinatia GelMA cu alte proteine ale MEC specifice VA, precum acidul
hialuronic (AH).

La nivel international, cercetarea din domeniu se concentreazd in principal pe: (1)
imbunatatirea Intelegerii proceselor biologice de baza asociate patologiei valvei aortice,
inclusiv cdile de semnalizare implicate si rolul inflamatiei in initierea si propagarea bolii; (2)
determinarea contributiilor unice asociate comorbiditatilor In BVA (3) dezvoltarea unor
metode de imagisticd pentru identificarea manifestarilor subclinice asociate BVA si (4)
investigarea fezabilitatii unei interventii farmacologice in stadiile initiale ale
BVA(Rajamannan, Evans et al. 2011).

Analiza prezentata in Partea I “Stadiul actual al cunoasterii” scoate in evidenta trei
probleme deosebit de importante, si anume: (1) BVA este acceleratd in diabet prin
mecanisme care nu au fost incd descrise, (2) modificarile moleculare din stadiile initiale ale
BVA in diabet nu au fost abordate in modelele in vivo si (3) modelele 3D in vitro existente
nu includ celule valvulare umane si comunicarea dintre ele, esentiale pentru reproducerea
mediului din VA nativa.

Tn acest context, ipoteza de la care a plecat prezenta aceasti cercetare este ci

hiperglicemia asociata diabetului induce modificari specifice Tn procesul inflamator din
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valva aorticd, contribuind la initierea si progresia acceleratd a BVA. Astfel, obiectivul
principal al studiului a fost investigarea mecanismelor prin care hiperglicemia induce si
propaga inflamatia celulelor valvulare aortice.

In acest sens, au fost stabilite urmitoarele obiective stiintifice:

1. Caracterizarea procesului inflamator in valva aortica asociat diabetului timpuriu Intr-
un model in vivo de soarece diabetic, hiperlipemic;

2. Dezvoltarea de modele 3D in vitro populate cu celule valvulare umane si utilizarea
lor pentru investigarea mecanismelor implicate in inflamatia celulelor valvulare in
conditii de expunere la concentratii crescute de glucoza..

Astfel, a doua parte a tezei constd in Contributiile originale aduse Tn vederea
indeplinirii acestor obiective, si este impartitd in doud capitole.

Capitolul I a avut ca obiectiv principal investigarea mediatorilor inflamatiei in
diabetul timpuriu in valva aortica intr-un model in vivo de soarece diabetic, hiperlipemic. in
acest scop, au fost utilizati soareci C57BL/6J masculi, ApoE 7", cirora le-a fost indus diabet
de tip I prin injectarea de streptozotocina (STZ), si soareci control (C), injectati doar cu
solutie vehicul de tampon citrat. Inca din ziua 4, la nivelul VA murine au fost evidentiate
leziuni cu infiltrate lipidice caracteristice etapelor timpurii ale bolii valvulare, prin coloratii
histologice ale lipidelor, colagenului si GAG. Analiza de imunofluorescentd a aratat o
crestere foarte rapida, din ziua a 4-a, a exprimarii moleculelor de adeziune P-selectina,
VCAM-1, ICAM-1 si PECAM-1 la soarecii din grupa STZ4, care s-au pastrat cel putin la
fel de ridicate in ziua 7 de la inducerea diabetului in grupa STZ7. De asemenea, markerii
mezenchimali, a-SMA si FSP-1, au crescut semnificativ la soarecii STZ4 si STZ7 fatd de
controalele C4 si C7, sugerand rolul diabetului Tn activarea celulelor valvulare. Vimentina,
un alt marker al celulelor mezenchimale a fost identificata ca fiind crescuta semnificativ la
grupele experimentale de 7 zile (C7 si STZ7) fata de 4 zile, implicand dieta bogata in lipide
in tranzitia celulelor valvulare catre fenotipuri mezenchimale.

La nivelul valvelor provenite de la soarecii diabetici au fost identificate prin
imunohistochimie celule implicate in EndMT Tn zona leziunilor bogate in lipide, sugerand
ca diabetul este implicat in supraexprimarea markerilor de disfunctie ai celulelor valvulare
aortice. Mediatorii inflamatori modificati in diabet au fost utilizati pentru generarea unei
matrici de corelatii impreuna cu proteinele implicate in remodelarea si calcificarea valvei in
diabet identificate, dar si cu parametrii plasmatici si functionali asociati starii diabetice
(Tucureanu, Filippi et al. 2019, Vadana, Cecoltan et al. 2020). Corelatii semnificative au fost

identificate intre mediatorii inflamatori, osteogeni si de remodelare si parametrii plasmatici,
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sugerand asociatii moleculare specifice care pot contribui la disfunctia timpurie a valvei,

detectatda in modelul de soarece diabetic hiperlipemic.
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Figura 1. Schematizarea concluziilor studiului in vivo. Soarecii ApoE™ injectati cu STZ si
hraniti cu dietd bogata in lipide prezinta supraexprimarea markerilor de activare a VEC (P-
selectina, VCAM-1, ICAM-1si PECAM-1) si de activare a VIC (a-SMA si FSP-1) la 4 si 7

zile §i celule implicate in EndMT.

La nivelul valvelor provenite de la soarecii diabetici au fost identificate prin
imunohistochimie celule implicate in EndMT Tn zona leziunilor bogate Tn lipide, sugerand
ca diabetul este implicat in supraexprimarea markerilor de disfunctie ai celulelor valvulare
aortice. Mediatorii inflamatori modificati in diabet au fost utilizati pentru generarea unei
matrici de corelatii impreuna cu proteinele implicate in remodelarea si calcificarea valvei in
diabet identificate, dar si cu parametrii plasmatici si functionali asociati starii diabetice
(Tucureanu, Filippi et al. 2019, Vadana, Cecoltan et al. 2020). Corelatii semnificative au fost
identificate intre mediatorii inflamatori, osteogeni si de remodelare si parametrii plasmatici,
sugerand asociatii moleculare specifice care pot contribui la disfunctia timpurie a valvei,
detectatd in modelul de soarece diabetic hiperlipemic.

Cercetarea din Capitolul Il a vizat investigarea in vitro a mecanismelor implicate in
inflamatia celulelor valvulare in conditii de expunere cronicd la concentratii crescute de
glucoza, si a avut trei obiective specifice: (1) izolarea si caracterizarea de celule valvulare

aortice umane primare (2) dezvoltarea de modele 3D in vitro populate cu celule valvulare
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umane si (3) descrierea mecanismelor implicate in inflamatia celulelor valvulare in conditii
de expunere cronica la concentratii crescute de glucoza in modelele 3D dezvoltate.

Pentru indeplinirea obiectivului specific (1), celulele valvulare umane au fost izolate
prin digestie enzimatica din valve aortice umane obtinute de la Spitalul Militar Central
(Bucuresti) in urma operatiilor de inlocuire a valvei. Culturile pure de celule valvulare
endoteliale si interstitiale primare au fost stabilite prin separarea cu sfere magnetice CD31+,
iar markerii specifici VIC si VEC au fost pusi in evidentd prin imunohistochimie.

Tn cadrul obiectivului (2) au fost investigate mai multe variante de modele in vitro:
cuspa porcina decelularizata repopulata cu celule umane (subcapitolul 11.1.2.), model
bioprintat pe baza de hidrogeluri comerciale (subcapitolul I1.1.3.) si modele pe baza de
hidrogeluri dezvoltate in cadrul laboratorului nostru din gelatind metacrilata (subcapitolul
I1.1.4.) si din radacina aortica porcind decelularizata (subcapitolul 11.1.5.).

Modelul de cuspa porcina decelularizata si repopulata cu celule umane (subcapitolul
II.1.2.) a presupus 2 etape: (1) decelularizarea tesutului nativ si (2) repopularea matricei
obtinute cu celule umane. Pentru prima etapa, decelularizarea a fost confirmatd prin
cuantificarea ADN-ului din matricea rezultata si coloratii histologice pentru evidentierea
celulelor si a proteinelor de MEC. Pentru a doua parte, au fost testate multiple tehnici pentru
repopularea matricei cu celule umane. La exterior s-a reusit obtinerea unui monostrat
uniform de celule endoteliale, dar randamentul de repopulare a matricei la interior cu
fibroblaste/VIC nu a fost suficient de ridicat pentru realizarea unui model in vitro pentru
investigarea patologiei valvei aortice.

Dintre formulele de hidrogeluri comerciale testate pentru obtinerea unui model
bioprintat in vitro (subcapitolul 11.1.3.), hidrogelurile pe baza de gelatind au prezentat
compatibilitate cu celulele confirmatd prin teste de viabilitate si microscopie. VIC
incapsulate in hidrogelurile Biolnk si Gel4Cell au prezentat viabilitate ridicata si au format
0 retea tridimensionald la interiorul constructilor 3D. Pe de altd parte, VEC nu sunt
compatibile cu tipul de culturd incapsulata, dar atunci cand sunt cultivate deasupra
hidrogelurilor pe bazd de gelatind prolifereaza si formeaza monostrat caracteristic. Dintre
cele 3 formule testate, hidrogelurile pe baza de gelatina care au prezentat cea mai ridicata
biocompatibilitate, au fost si cel mai greu de bioprintat datorita proprietdtilor variabile si a
protocolul de bioprintare, dar nu si cu cu celulele valvulare umane.

Plecand de la rezultatele promitatoare de biocompatibilitate cu celulele valvulare ale

hidrogelurilor comerciale pe baza de gelatina si a informatiilor din literatura de specialitate,

19



in umatoarea parte a cercetdrii (subcapitolul II.1.4.) am dezvoltat in cadrul laboratorului
nostru o formula de hidrogel pe baza de gelatind metacrilata (GP-1). Rezultatele de
biocompatibilitate si caracterizare fenotipica au ardtat ca hidrogelul GP-1 dezvoltat in
laborator nu este citotoxic, permite proliferarea celulara, iar celulele valvulare incapsulate in
hidrogel sau cultivate la suprafata lui isi pastreazd markerii caracteristici. De asemenea,
exprimarea genica la nivel de ARNm determinata prin RT-PCR si proteica determinata prin
Westrn Blot a a-SMA, marker de activare a VIC, scade atunci cand celulele sunt cultivate
in hidrogelul GP-1 fata de cultura 2D clasica, replicand fenotipul VIC caracteristic valvei
native. Exprimarea genica crescutd la nivel de ARNm a a-SMA din prima sdptamana este
comparativa cu cea din cultura 2D, si se asociaza cu exprimarea crescutda a MMP-urilor si a
unor elemente de MEC (colagen I, colagen III, elastind si laminind), sugerand un proces
initial de remodelare si adaptare a celulelor in noua matrice (Ciortan, Macarie et al. 2020).

Pentru obtinerea unui model cu structura proteica mai apropiata de cea a MEC din
VA nativa, am dezvoltat 0 a doua formuld de hidrogel din matrice extracelulard nativa
porcind (HDRA). La fel ca si in cazul primelor studii, hidrogelul a fost evaluat din punct de
vedere al compozitiei proteice, prin coloratii histologice si SDS-PAGE. Astfel, s-a aratat ca
principala componenta din HDRA este colagenuul de tip I si/sau I1I, asemanatoare stratului
fibrosa din valva. Analiza histologica a ardtat cd structura constructilor pe baza de HDRA
este foarte similara din punct de vedere al densitatii si porozitdtii cu cea a tesutului valvular
nativ decelularizat. Din analiza de biocompatibilitate cu celulele valvulare umane realizata
prin imunohistochimie si determinarea viabilitdtii, a rezultat cd VEC formeaza un monostrat
continuu la suprafata constructilor HDRA, exprima markerul endotelial CD31 si prolifereaza
in cultura, iar VIC se distribuie uniform in interiorul hidrogelului unde formeaza o retea
complexa.

Pentru Tndeplinirea obiectivului (3) modelele in vitro pe bazad de hidrogel din
gelatind metacrilatd (GP-1) si hidrogel din radacina aorticd porcina decelularizata (HDRA)
dezvoltate in cadrul laboratorului nostru au fost utilizate pentru a investiga inflamatia
celulelor valvulare aortice umane in conditii de expunere la cronica la concentratii crescute
de glucoza.

Tn modelul in vitro bazat pe hidrogel GP-1 si populat cu celule valvulare umane in
co-cultura, rezultatele de RT-PCR au aratat cd, atunci cand sunt expuse la concentratii
crescute de glucoza (HG), VEC devin disfunctionale prin supraexprimarea la nivel de
ARNm de citokine si chemokine cu efect pro-inflamator (MCP-1, TNF-a si IL-8 la 7 zile si
MCP-1 si IL-1p la 14 zile de HG) si molecule de adeziune (VCAM-1 si E-selectind la 7 si
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14 zile de HG). In contrast, expunerea la HG pani la 14 zile nu modifica exprimarea a-SMA
in VIC, sugerand ca glucoza nu este implicata in tranzitia VIC catre un fenotip activat de tip
miofibroblast. VIC rdspund insd la concentratia crescutd de glucoza prin asumarea unui
fenotip inflamator, caracterizat prin cresterea exprimarii de citokine si chemokine cu efect
pro-inflamator, la 7 (IL-1P) si 14 zile (TNF-a, IL-8 si IL-1p) de expunere la HG. Activarea
VEC are deci loc in principal in ziua 7 de expunere la HG, dupa care este posibil sa se
propage la VIC in ziua 14. Expresia proteica a mediatorilor inflamatori IL-1B si MCP-1
secretati in mediu de celulele valvulare cultivate in HG determinatd prin ELISA creste
semnificativ doar in ziua 14, confirmand astfel ca inflamatia celulelor valvulare este mai

pronuntatd la un timp experimental mai lung..
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Figura 2. Schematizarea concluziilor studiului pe modelul in vitro GP-1. Expunerea
cronica la HG induce un raspuns inflamator secvential al celulelor valvulare: la 7 zile
raspunsul inflamator al VEC este cel dominant, si se caracterizeazd prin supraexprimarea
VWF, MCP-1, IL-18, VCAM-1 si E-selectina. La 14 zile VIC tranzitioneaza catre un fenotip
inflamator puternic (supraxexprimarea IL-15, TNF-a, IL-8), sugerdnd ca inflamatia cronica

a VIC se poate datora in parte VEC, instalandu-se deci mai tarziu in timpul progresiei BVA;
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Un potential mecanism implicat in exprimarea si eliberarea IL-1f in conditii de expunere

cronica la concentratii crescute de glucoza este mediat de calea PKC.

La nivel molecular, utilizand modelul de co-cultura in hidrogel GP-1, am identificat
un potential mecanism de exprimare a IL-1B 1n conditii de expunere cronicd la glucoza
crescuta, intermediat de pPKC. Astfel, am observat cd exprimarea pPKC creste semnificativ
in VEC la 7 zile si in VIC la 14 zile in conditii de HG, iar inhibarea ei reduce semnificativ
concentratia de Il-1p secretat Tn mediu in conditii de HG. Astfel, rezultatele obtinute in
modelul GP-1 sugereaza ca, in conditii de HG, procesul inflamator la nivelul valvei este
declansat intai de VEC, dupa care se propagd la VIC, unde inflamatia se cronicizeaza si
poate favoriza calcificarea valvei.

Tn modelul in vivo bazat pe hidrogel HDRA au fost investigate in principal
modificarile fenotipice ale VEC cu implicatii in patologia valvulara. Rezultatele de
exprimare genica si imunohistochimie au aratat ca, atunci cand constructii HDRA populati
cu celule valvulare umane sunt expusi unor concentratii patologice de glucoza, are loc
declansarea EndMT, observata si in modelul in vivo, caracterizata prin supraexprimarea
markerilor mezenchimali (a-SMA si vimentind), scdderea exprimadrii markerilor endoteliali
(CD31 si VE-caderina) si cresterea co-localizarii a-SMA si CD31 in celulele valvulare. Se
poate concluziona astfel ca o concentratie patologica de glucoza, similard celei din diabet,
favorizeazda EndMT, posibil prin crearea unui mediu pro-inflamator in valva, asa cum am
aratat ca se intampla in constructii GP-1. Anterior, Mahler si colab. (2013) au demonstrat ca
citokinele inflamatorii (TNFa si IL-6) induc EndMT in celulele endoteliale valvulare ovine,
proces prin care sunt generate miofibroblaste implicate In remodelarea patologica a valvei
(Mabhler, Farrar et al. 2013).

O alta molecula a carei exprimare crescuta se asociazd cu disfunctia VEC si care a
fost identificata drept agent proinflamator in diabetul timpuriu este ET-1 (Iglarz and Clozel
2007, Saleh, Boesen et al. 2011). Importanta ET-1 Tn diabet a fost evidentiata prin studii care
au aratat cd HG creste exprimarea ET-1 in celulele primare si liniile de celule endoteliale
aortice si ca dereglarea sistemului ET-1 joacad un rol important in instalarea si progresia
patologiei macro- si microvasculaturii in diabet (Pernow, Shemyakin et al. 2012, Manea,
Todirita et al. 2013). A fost aratat ca ET-1 si receptorii sdi sunt supraexprimati in stenoza
aortica, sugerand cd o serie de modificari patologice asociate leziunilor aterosclerotice si
calcificarii valvei pot fi o consecinta a semnalizarii ET-1(Peltonen, Taskinen et al. 2009).

Din aceste motive, am investigat efectul HG asupra exprimarii ET-1 Th VEC cultivate in
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HDRA. Rezultatele de RT-PCR au aratat ca exprimarea ET-1 si a receptorilor sai (ET-A si
ET-B) este crescuta in VEC din constructii HDRA expusi 7 zile la HG fata de martorul de
glucoza normala (NG). Tn plus, rezultatele ELISA arata ca nivelul de IL-1p si MCP-1 din
mediul de cultura al constructilor expusi la HG este redus semnificativ atunci cénd
constructii sunt expusi la HG in prezenta de antagonisti ai receptorilor ET-1. Antagonistul
receptorului de tip B reduce secretia de citokine si chemokine pro-inflamatorii aproape de
nivelul observant la martorul NG, demonstrand astfel implicarea semnalizarii ET-1 in
inflamatia VEC initiata de HG. Deoarece se cunoaste cd IL-1f este implicatd in tranzitia
fenotipica a celulelor endoteliale vasculare din cadrul EndMT, se poate presupune ca IL-18
ar putea fi implicat in EndMT 1in celulele endoteliale valvulare. A fost demonstrat anterior
ca atat ET-1 cat si IL-1p sunt implicate In inducerea EndMT 1n celulele endoteliale din alte
paturi vasculare (Chaudhuri, Zhou et al. 2007, Widyantoro, Emoto et al. 2010). Rolul ET-1
in EndMT a fost studiat in vivo in soareci diabetici deficienti pentru gena care codifica
proteina ET-1, unde s-a aratat ca ET-1 promoveaza dezvoltarea fibrozei cardiace (Cho, Lee
et al. 2018).

Expunerea VEC cultivate pe HDRA la glucoza crescutd a dus de asemenea la
supraexprimarea moleculelor de adeziune ICAM-1 si VCAM-1 implicate in recrutarea de
monocite in spatiul subendotelial.

Datele obtinute pe modelul HDRA sugereaza cd glucoza crescuta promoveaza
EndMT a VEC, posibil prin semnalizarea ET-1 si secretia de IL-1B. De asemenea, mediul
inflamator creat poate contribui la cresterea aderentei endoteliului pentru celule imune si si
propagarea inflamatiei in valva.

Studiile prezentate in cadrul tezei referitoare la procesul inflamator in conditii de
diabet, impreuna cu cele realizate in cadrul grupului nostru de cercetare (Tucureanu, Filippi
et al. 2019) referitoare la markerii de calcificare, au aratat ca procesul inflamator si tranzitia
osteogenicad a celulelor interstitiale valvulare au loc concomitent in diabetul timpuriu, cu
implicatii asupra disfunctiei valvei. Pdna in prezent, efectelul hiperglicemiei asupra celulelor
valvulare umane cultivate Tn modele 3D in vitro nu a fost investigat de niciun alt grup, astfel
ca rezultatele obtinute n aceasta cercetare sunt originale.

Obtinerea acestor rezultate a fost posibila prin utilizarea tehnicilor de lucru cu
animale pentru stabilirea modelului in vivo, decelularizarea tesuturilor si dezvoltarea de
hidrogeluri pentru obtinerea modelelor in vitro, utilizarea tehnicilor de biologie moleculara,
imunohistochimie sau adeziune in flux, ceea ce subliniazd caracterul interdisciplinar si

complexitatea cercetarii prezentate.
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Una dintre limitarile acestei cercetari constd din utilizarea unui model murin de
diabet, care nu replica foarte exact patologia umana. Desi exista avantaje experimentale certe
si se pot obtine date importante despre patofiziogia diabetului, se cunoaste ca diabetul
dezvoltat in modelele animale nu este echivalent cu diabetul uman, astfel ca este necesara
precautie in interpretarea rezultatelor si extrapolarea lor la patologia umani. In cazul
modelelor in vitro, o limitare consta din lipsa caracterizarii hidrogelurilor dezvoltate in
cadrul laboratorului nostru din punct de vedere al proprietétilor fizice relevante pentru
cultura de celule in vitro (rigiditate, viteza de degradare, vascozitate ), datorata lipsei unei
infrastructuri adecvate pentru o astfel de analiza. Din acest motiv, in vederea imbunatatirii
formulelor de hidrogel GP-1 si HDRA pentru extinderea studiilor prezentate in aceasta
cercetare, imi propun sa colaborez pe viitor cu o unitate de cercetare care sa realizeze astfel

de analize.
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Figura 3. Schematizarea concluziilor studiului pe modelul in vitro HDRA. Expunerea
cronica la oncentratie crescutd de glucoza favorizeaza (1) initierea procesului de EndMT,
caracterizata prin scaderea exprimarii markerilor endoteliali (CD31 si VE-caderina),

supraexprimarea markerilor mezenchimali (a-SMA si vimentina) si cresterea co-localizarii
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a-SMA si CD31 in celulele valvulare; (2) recrutarea monocitelor prin supraexprimarea
moleculelor de adeziune VCAM-1 si ICAM-1 la niveleul VEC si (3) exprimarea si eliberarea
de citokine si chemokine pro-inflamatorii IL-14 si MCP-1, prin mecanisme mediate in parte
de ET-1 si receptorii sai ET-Ra si ET-RD.

Complexitatea si dezvoltarea lentd a BVA in timp pot fi considerate o oportunitate
in ceea ce priveste posibilitatea de a planifica interventii terapeutice inainte ca interventia
chirurgicald sa devina inevitabild. Astfel, identificarea principalelor molecule asociate
procesului inflamator indus de diabet celulelor valvulare si descrise in acest studiu are ca
perspective in primul rand definirea unor abordari terapeutice tintite, specifice, care in
prezent nu sunt disponibile. De altfel, molecula de adeziune VCAM-1, gasita ca fiind
supraexprimatd de endoteliul valvular in studiile din teza de fata, a fost deja utilizata cu
succes drept tintd pentru oprirea tranzitiei osteogene a VIC. Astfel, tintirea cu Runx2-
shRNA in vitro a redus nivelul de Runx2, OSP, BSP, BMP-2 (Voicu, Rebleanu et al. 2022),
iar rezultatele preliminare in vivo sunt promitatoare. Mai mult, hidrogelurile si modelele 3D
dezvoltate Tn acest studiu pot reprezenta un punct de plecare pentru dezvoltarea unui model
bio-printat de foita valvulara populata cu celule umane, care sa reprezinte o platforma de

testare a terapiilor farmacologice pentru tratamentul BVA.
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