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Introducere si obiectivele generale ale tezei

Elaborarea prezentei teze a pornit de la marea problematica a medicinei moderne, si
anume ateroscleroza, si mai exact de la totalitatea si severitatea determindrilor
aterosclerotice la nivel vascular periferic (carotidian si la nivelul membrelor inferioare).
Severitatea bolii aterosclerotice la nivel periferic, si nu numai, este influentata de prezenta
factorilor de risc (diabetul zaharat, dislipidemia, fumatul, varsta, asocierea altor
determindri aterosclerotice, obezitatea) si de complexitatea acestora. Evolutia bolii
medicatiei sau a stilului de viatd nesanatos. Aceasta tezda de doctorat si-a propus sa
gaseasca  corelatii ntre  parametrii plasmatici lipidici si inflamatori si boala
aterosclerotica, precum si identificarea unor markeri ai evolutiei bolii aterosclerotice.
Persistenta factorilor de risc Tn zonele arteriale pro-aterogene determina aparitia si
progresia unei cascade de evenimente ce se traduce prin aparitia si progresia placii de
aterom. Etapele formarii placii de aterom incep cu acumularea subendoteliald a
lipoproteinelor modificate oxidativ, care declanseaza activarea celulelor endoteliale (CE),
urmatd de disfunctia endoteliala, cu aparitia unor molecule de adeziune celulara
responsabile de declansarea unui puternic raspuns inflamator. Celulele inflamatorii
patrunse sub endoteliu, prin factorii pe care 1i secreta, determina acumularea de celule
musculare netede la nivelul intimei arteriale, cu formarea capului fibros. Celulele
musculare netede sufera si ele un process de transformare, intr-un fenotip secretor, dand
nastere unei lamine bazale hiperplazice, multistratificate, cu o matrice extracelulard bogata
in fibre de colagen si fibrile (Simionescu and Sima, 2012). in final, se formeaza placa de
aterom, care poate fi stabila sau instabild, in functie de compozitia celulard a acesteia.
Eroziunea sau subtierea capului fibros expune matricea extracelulara subendoteliald bogata
in celule proinflamatorii si procoagulante, celulelor din circulatia sanguina, initiindu-se
astfel procesul de tromboza. Aceasta cascadd de evenimente este amplificata si accelerata
in cazul diabetului zaharat, incepand cu aparitia timpurie a disfunctiei endoteliale (Toma et

al 2021), a placii aterosclerotice si trombozarea acesteia.



Structura tezei de doctorat

In prima parte a tezei de doctorat am abordat problematica pacientului ,,vascular”,
adica a pacientului care asociazd una sau mai multe determinari aterosclerotice, de obicei
cu multipli factori de risc asociati si neglijati, in proportie ridicata. Pacientul ajunge la
chirurgul vascular deoarece nu mai suporta durerea de repaus sau nocturna, sau cand
leziunea trofica de la nivelul piciorului capata un miros fetid pe care pacientul sau familia
nu 11 mai poate suporta, sau cand leziunile vasculare de la nivelul arterelor carotide se
soldeaza cu un accident vascular si atunci este nevoie de un examen de specialitate. De
asemenea, am descris pe scurt modalitatea de formare a placii de aterom si mecanismele si
moleculele implicate Tn acest proces aterosclerotic.

Partea a doua a lucririi, cea de contributii originale cuprinde:

- criteriile de inrolare a pacientilor si descrierea tipurilor de interventii chirurgicale
aplicate pacientilor inrolati in studiu;

- metodele biochimice si imunochimice pentru caracterizarea proteinelor si lipoproteinelor
plasmatice si metodele de biologie moleculard pentru analiza factorilor epigenetici
(microARN) in probe de plasma si aterom;

- identificarea unor parametrii biochimici si epigenetici cu potential de markeri ai gravitatii
bolii stenotice carotidiene si ai bolii arteriale periferice in doua studii specifice.

Am stabilit grupele de pacienti cu stenozd carotidiand si boald arteriala periferica,
grupul control pentru fiecare din cele doua categorii de pacienti, datele antropometrice,
diagnosticele secundare, tratamentul medicamentos al acestor categorii de pacienti. Am
studiat doud teritorii vasculare (arterele carotide si arterele periferice ale membrelor
inferioare) a caror afectare ateroscleroticd este frecventd si produce morbiditate si
mortalitate Tn cel mai nalt grad.

Tn primul studiu, ne-am propus sa evaluim rolul miR-223, ca potential biomarker
pentru agravarea SAC la pacientii cu varsta peste 65 de ani si am corelat nivelele acestuia
cu parametrii asociati lipoproteinelor de densitate inalta (HDL). Concluzia acestui studiu
este ca pacientii cu SAC cu varsta peste 65 de ani au prezentat o crestere semnificativa a
nivelurilor miR-223-3p atat in plasma, cat si in placa de aterom carotidiand, comparativ cu
pacientii cu SAC sub 65 de ani.

Tn cel de al doilea studiu, ne-am propus si identificim modificiri ale compozitiei

subfractiilor HDL2 si HDL3 care se asociaza cu severitatea bolii arteriale periferice (BAP)



si determina alterarea functieit HDL masurata ca efecte antiinflamatorii exercitate asupra
CE umane activate cu factorul de necrozd tumorald alfa (TNFo). Am urmadrit sa
determindm care dintre modificdrile identificate la nivelul constituentilor HDL sunt
detectabile la proteine din plasma si ar putea prezice severitatea bolii la pacientii cu BAP,
pentru a fi transpuse in laboratoarele clinice. Astfel am constatat cresterea nivelurilor de
clusterina (CLU) si a activitatii specifice ale mieloperoxidazei (MPO) si diminuarea
activitatii specifice a paraoxonazei (PON1) in plasma, acestea reflectand alterarea
proteinelor HDL si a functionalitdtii acestora. Rezultatele ar putea fi translatate in
laboratoare clinice si ar putea servi la prognosticul severitatii BAP. De asemenea, in
acelasi studiu am analizat expresia din placa aterosclerotica si de la nivel plasmatic al hsa-
miR-142-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-92a-3p si am realizat corelatii cu
evolutia postoperatorie pe parcursul unui an a pacientilor cu BAP. Am dovedit pentru
prima datd legatura dintre nivelurile miARNSs din placa aterosclerotica si expresia pri-

miARNSs corespunzatoare in placa aterosclerotica.

I. Stadiul actual al cunostintelor

Tn acest capitol am cuprins date cunoscute despre structura peretelui arterial n
conditii fiziologice (tipurile de artere si structura peretelui vascular normal), ce se intampla
in conditii patologice, cum apare ateroscleroza, fazele de aparitie si dezvoltare a placii de
aterom, precum si despre factorii de risc bine cunoscuti care determina procesul
aterosclerotic. De asemenea, am prezentat date despre rolul factorilor epigenetici
(microARN) 1n ateroscleroza.

Boala cardiovascularda (BCV), principala cauza de mortalitate in lume, este un
proces complex, principalele manifestdri clinice incluzand infarctul miocardic, accidentul
vascular cerebral si BAP, care pot fi unice ca localizare sau cu determinari simultane la
doua sau trei niveluri arteriale. Procesul aterosclerotic este cel care genereaza BCV. Placa
ateroscleroticd este rezultatul actiunii unor factori de risc, considerati ca fiind clasici
(dislipidemia, stresul oxidativ, citokinele proinflamatorii, factori vasoconstrictori
incriminati in hipertensiune, produsi de glicooxidare asociati cu hiperglicemia si fumatul)
sau in absenta unei hipercolesterolemii sistemice, initierea formarii placii de aterom este o

reactie inflamatorie.



Evaluarea riscului cardiovascular individual implicd masurarea factorilor de risc
corelati cu riscul cardiovascular (lipidele, glicemia, varsta, sexul, fumatul si tensiunea
arteriald). La acesti factori clasici se incearcd stabilirea unor corelatii intre markerii
plasmatici si boala aterosclerotica, precum si predictibilitatea evolutieir bolii
aterosclerotice. Este cunoscut faptul cd boala vasculara afecteaza arterele la diferite
niveluri si se caracterizeazd prin efecte daundtoare la nivelul endoteliului vascular,
generand disfunctie endoteliala. Disfunctia endoteliald este raspunsul la actiunea factorilor
de risc cardiovascular. Ea reprezinta etapa timpurie cheie in dezvoltarea aterosclerozei, dar
apoi este implicatd 1n toate etapele progresiei placii aterosclerotice si in aparitia
complicatiilor acesteia. Indiferent de factorii care o genereaza, formarea placii de aterom
este un proces in care implicarea graduald a diferitelor tipuri de celule si a produsilor lor
secretorii duce la o serie de secvente de la formarea stratului lipidic la placa fibrolipidica,
la ruptura si aterotromboza.

Ateroscleroza este un proces multifactorial indus si favorizat de factori de risc
precum dislipidemia, stresul oxidativ si inflamator, diabetul zaharat (DZ), hipertensiunea,
fumatul, imbatranirea si mutatiile genetice (Authors/Task Force et al., 2019) si poate fi
localizat la mai multe niveluri, concomitent (coronarian, carotidian si la nivelul membrelor
inferioare).

Dislipidemia se defineste prin concentratii sanguine crescute de colesterol total
(total cholesterol, TC) si de LDL-colesterol (LDL-C) si/sau trigliceride (TG) si scaderea
colesterolului in HDL (Musunuru, 2010).

HDL sunt complexe macromoleculare alcdtuite din lipide si proteine, produse in
ficat si intestinul subtire, care transporta colesterol liber si esterificat, fosfolipide
(phospholipids, PL), TG si apoproteine (apolipoproteine - apoAl, apoAll, apoClll, apoE,
enzime — paraoxonaza 1 (PON1), mieloperoxidaza (MPO)) in circulatie (Camont et al.,
2011, Larach et al., 2012). In plasma umana, HDL sunt reprezentate de doud subfractii
majore: HDL> si HDL3, cu dimensiune, densitate si compozitie diferita (Eren et al., 2012).
HDL au proprietati anti-aterosclerotice datorita capacitatii lor de a prelua colesterolul in
exces din tesuturile periferice transportandu-l la ficat, asa-numitul revers cholesterol
transport (RCT), dar si datorita potentialului lor anti-oxidant, anti-inflamator si anti-
trombotic (Arora et al., 2016). Un efect atero-protector al HDL este conservarea functiei
CE (). In ultimii ani, calitatea si functia HDL au devenit un indicator consecvent al riscului
de BCV (Carnuta et al., 2017, Parhofer, 2015). In cazul cresterii stresului oxidativ, HDL

devine disfunctional si prezintd un numar crescut de molecule de MPO care inlocuiesc



moleculele de PON1 (Variji et al., 2019). Astfel, HDL disfunctional nu mai poate proteja
LDL de oxidare, aceste modificari fiind factorii cheie de risc pentru initierea si progresia
placilor aterosclerotice. Activitatea PONI 1n ser si in HDL la pacientii cu BAP este scdzuta
comparativ cu subiectii sanatosi, concluzia fiind cd HDL se oxideaza si devine
disfunctional (Tan et al., 2014, Shen et al., 2015, Luscher et al., 2014). Incercirile pentru
dezvoltarea de noi terapii pentru tratamentul pacientilor cu BAC bazate pe stimularea
ficatului si intestinului subtire de a produce HDL functional sunt de mare actualitate.

MicroARN-urile (miARN) sunt secvente scurte, necodante de ARN, de 20-25
nucleotide, implicate in controlul expresiei genice. Aceste miARN orchestreaza expresia
genelor la nivel post-transcriptional, regland sinteza proteinelor la nivelul ARN-ului
mesager (ARNmM) prin degradarea acestuia. Astfel, fiecare miARN poate deveni un factor
de transcriere si un reglator al expresiei genice cu implicatii in proliferarea si diferentierea
celulara, apoptoza si procese inflamatorii (Vogiatzi et al., 2018). Aceste miARN sunt
descrise ca reglatori in variate procese celulare intalnite in fiziopatologia BCV (Vogiatzi et
al., 2018), a cancerului (Rupaimoole and Slack, 2017), bolilor autoimune (Yan et al., 2019)
si a altor afectiuni. Mai mult, miARN se gasesc in diferite tesuturi si celule sanguine,
nivelul lor plasmatic fiind propus ca un potential biomarker in diagnosticul evenimentelor
cardiovasculare, cum ar fi infarctul miocardic (Devaux et al., 2012). Exisa cateva date
despre nivelul miARN 1in placa aterosclerotica (Parahuleva et al., 2018), dar nu au fost
raportate studii cu privire la corelatia nivelului expresiei miARN din placa si cel de la nivel
plasmatic, precum si corespondentul expresiei pri-miARN in placa.

Evenimentul vascular major in stenoza arterei carotide (SAC) este reprezentat de
accidentul vascular ischemic, iar dezvoltarea leziunilor la nivelul arterelor membrelor
inferioare genereaza BAP, cu repercusiuni importante asupra calitdtii vietii pacientului si
reintegrarea lui in societate.

Ateroscleroza arterelor carotide extracraniene reprezintd o problemda majora de
sanatate, cu o mortalitate prin accident vascular ischemic situata intre 10-30%. Semnele si
simptomele 1n boala ocluzivd cerebrovasculard extracraniand sunt reprezentate de
amauroza fugace, accidentul ischemic tranzitor, accidentul ischemic in evolutie si infarctul
cerebral. Explordrile imagistice care stabilesc diagnosticul si conduita terapeutica sunt
ecografia Doppler, angio tomografia sau angio RMN, angiografia carotidiana.

Tratamentul bolii ocluzive cerebrovasculare extracraniene presupune mai multe
abordari si anume: schimbarea stilului de viatd, tratamentul medicamentos si, dupa caz,

tratamentul chirurgical. Endarterectomia carotidiana (EAC) se adreseaza pacientilor cu



SAC simptomaticd, dar si unui grup de pacienti asimptomatici cu risc crescut de eveniment
vascular cerebral (conform ghidurilor internationale).

Ateroscleroza arterelor periferice a membrelor inferioare reprezinta un procent mic
al mortalitatii globale de cauze cardiovasculare, cca 1-2%, dar reprezintd o cauza comuna
de morbiditate generata de reducerea mobilitatii, prin claudicatie intermitenta, durere de
repaus sau ischemie acutd. BAP a membrelor inferioare poate fi simptomaticd sau
asimptomatica, localizata la diverse niveluri ale axului arterial periferic (artere femurale
comune, profunde, superficiale, poplitee si trunchiuri gambiere) si poate determina
manifestari clinice diverse, de la durere de tip claudicatie intermitentd, cu reducerea
progresiva a perimetrului de mers pana la durere de repaus (care nu lasa pacientul sa se
odihneascd si care necesitd de obicei folosirea unei cantitati importante de opiacee) si
aparitia leziunilor trofice minime sau extensive de tipul gangrenei. Implicatii importante in
evolutia pacientilor cu BAP o are si asocierea diabetului (Abou-Zamzam et al., 2007)

Diagnosticul BAP se face prin efectuarea unei anamneze minutioase, examinarea
clinica a pacientului cu aprecierea pulsurilor periferice, masurarea indicelui glezna-brat,
efectuarea unei ecografii Doppler si a angiografiei de membre inferioare sau a unui angio
CT/RMN.

Tratamentul BAP implica controlul factorilor de risc (tratamentul conservator) si
tratamentul chirurgical, acesta din urma putand fi de revascularizare (by-pass, angioplastie)

sau de amputatie.

I1. Contributii originale

Acest capitol cuprinde:
I1.1. Identificarea unor parametrii biochimici si epigenetici cu potential de
markeri ai gravitatii stenozei arterei carotide (SAC).
11.2. Identificarea unor parametrii biochimici si epigenetici cu potential de
markeri ai gravitatii bolii arteriale periferice (BAP).

Identificarea unor parametrii biochimici si epigenetici cu potential de markeri ai
gravitatii stenozei arterei carotide (SAC) a avut ca scop evaluarea asocierii hsa-miR-223-
3p (MiR-223) cu varsta la pacientii cu SAC dupa interventia chirurgicala de EAC, adica
estimarea rolului miR-223 ca potential biomarker pentru agravarea SAC la pacientii cu

varsta peste 65 de ani si asocierea acestuia cu parametrii asociati HDL.



Studiul a cuprins 32 de pacienti cu SAC > 70% internati in spital pentru procedura
de EAC si 28 de subiecti sanatosi control (N). Cei 32 de pacienti cu SAC, internati in spital
pentru procedura de EAC, au fost Tmpartiti in 2 grupe, in functie de varstd: pacienti cu
SAC cu varsta sub 65 de ani (n = 13) si pacienti cu SAC cu varsta peste 65 de ani (n = 19).
Am selectionat pacientii in functie de criteriile de includere si excludere pe care le-am
stabilit inainte de inceperea studiilor, iar interventiile chirurgicale au respectat
recomandarile societdtilor de profil.

Au fost determinati parametrii plasmatici si au fost caracterizate proteinele
plasmatice la pacientii cu (SAC (Figura 1) prin metode specifice si de asemenea s-a
efectuat analiza Western blot a probelor de la pacientii cu SAC.

Am procesat specimenele de placi aterosclerotice carotidiene pentru microscopie
opticd si am aplicat metode de biologie moleculara pentru analiza factorilor epigenetici
(microARN) 1n probele de plasma si placa aterosclerotica de la pacientii cu SAC, apoi am
analizat statistic rezultatele miARN de la pacientii cu stenoza arterei carotide (SAC).

Din totalul pacientilor cu SAC care au suferit interventie chirurgicald pentru
indepartarea placii carotidiene, un procent de 66,7% au prezentat o evolutie buna si 33,3%
au avut o evolutie nefavorabila. Pacientii cu SAC cu evolutie nefavorabild a bolii au
prezentat o crestere a concentratiei plasmatice a TG, CRP, formei oxidate a ApoAl (MDA-

ApoAl) si acidului sialic, fatd de cei cu evolutie favorabila (Figura 1).
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Figura 1. Corelatii intre evolutia pacientilor cu stenoza arterelor carotide la 1 an de la
interventie (A) si parametrii plasmatici determinati initial (B). Datele sunt exprimate
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Noutatea studiului nostru este cd pacientii cu SAC cu varsta peste 65 de ani
comparativ cu pacientii cu SAC sub 65 de ani au prezentat o crestere semnificativa a

nivelurilor miR-223-3p atét Tn plasma, cat si in placa de aterom carotidiana (Figura 2).
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Figura 2. Nivelurile miR-223-3p la pacientii cu SAC. Niveluri de miR-223-3p (a) si pri-
miR-223 (b) in ateromul carotidian si de miR-223-3p in plasma (c) la pacientii cu SAC cu
varsta peste 65 de ani comparativ cu cei sub 65 de ani. Datele sunt ilustrate sub forma de
histograme cu bare de eroare SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01 comparativ cu grupul < 65 ani.

Din cate stim, acesta este primul studiu care raporteaza corelatia nivelurilor miR-
223-3p in plasma si placa de aterom carotidiand cu varsta pacientilor cu SAC.

Am demonstrat in acest capitol o productie sporita de miR-223-3p, local si specific
in celulele ateromului carotidian de la pacientii varstnici cu SAC, asociatd cu expresia
crescuta local a pri-miR-223, aceste date corelandu-se cu observatiile grupului lui Li (Li et
al., 2017) care sustin ipoteza ca la pacientii varstnici cu SAC, o productie sporita de miR-
223 apare 1n pldcile aterosclerotice ca raspuns la diferiti factori oxidativi si inflamatori ce
ar putea afecta activitatea promotorului miR-223.

Tmpreuna, datele noastre si ale celorlalte grupuri sugereaza ca:



1. nivelurile crescute de miR-223-3p plasmatice observate la pacientii varstnici cu
SAC se coreleaza cu productia locala crescutd de miRNA in ateromul carotidian,

2. nivelurile crescute de miR-223-3p se coreleaza cu procesele oxidative si
inflamatorii care apar in timpul Tmbatranirii,

3. modularea expresiei miR-223-3p ar putea fi utilizata ca o posibila abordare
terapeutica pentru prevenirea restenozei dupa endarterectomie la pacientii cu SAC.

O limitare a prezentului studiu este numarul relativ mic de pacienti cu SAC
analizati. In ciuda acestui fapt, analizele statistice utilizate, impreuna cu distributia miR-
223 1n plasma si aterom carotidian, au dat rezultate statistic semnificative. O alta limitare al
studiului nostru si al altora privind analiza miARN este lipsa metodelor standardizate de
masurare a nivelurilor absolute de miARN 1n plasma, ceea ce face compararea cu alte date
din literatura destul de dificila.

Cel de al doilea studiu s-a ocupat de identificarea unor parametrii biochimici si
epigenetici cu potential de markeri ai gravitatii bolii arteriale periferice (BAP).

Tn studiul acesta, ne-am propus si identificim modificiri ale compozitiei
subfractiilor HDL, si HDL3 care se asociazd cu severitatea BAP si determind alterarea
functiet HDL masurata ca efect anti-inflamator exercitat asupra CE umane activate cu
TNFa. Un alt scop al studiului a fost de a determina care dintre modificarile identificate la
nivelul constituentilor HDL sunt detectabile in plasma si ar putea prezice severitatea bolii
la pacientii cu BAP, pentru a fi transpuse 1n laboratoarele clinice.

Am analizat nivelurile unui set de 4 miARN-uri (hsa-miR-142-3p, hsa-miR-223-3p,
hsa-miR-155-5p, hsa-miR-92a-3p) in plasma si in placile aterosclerotice femurale la
pacientii cu BAP, care au dezvoltat evenimente cardiovasculare in decursul unui an de la
interventia chirurgicald primard. Am ales acest set de miARN pe baza studiilor anterioare
din departamentul Lipidomica al IBPC-NS si al altor date publicate in literatura. Astfel, am
analizat expresia din placa si de la nivel plasmatic al hsa-miR-142-3p, hsa-miR-223-3p,
hsa-miR-155-5p, hsa-miR-92a-3p si am realizat corelatii cu evolutia pacientilor cu BAP.
Am raportat ca hsa-miR-142-3p poate fi considerat un biomarker predictiv pentru
evenimentele cardiovasculare.

Studiul a cuprins 47 de pacienti diagnosticati cu BAP (4 femei si 43 de barbati)
BAP, cu varste cuprinse intre 32-83 de ani, cu by-pass la nivelul membrului inferior si 28
de subiecti sanatosi control (N). Am selectionat pacientii in functie de criteriile de
includere si excludere pe care le-am stabilit inainte de inceperea studiilor, iar interventiile

chirurgicale au respectat recomandarile societatilor de profil.



Am determinat parametrii plasmatici, am izolat prin ultracentrifugare subfractiile de
HDL din plasma pacientilor cu BAP, am masurat parametrii biochimici in subfractiile de
HDL, am determinat aductii de proteine MDA si AGE in subfractiile de HDL, am efectuat
analiza Western blot si am analizat miARN 1in plasma si placa aterosclerotica de la
pacientii cu BAP.

Pacientii cu BAP au fost impartiti in doud grupuri in functie de prezenta DZ ca
patologie asociata cu BAP: (i) BAP farda DZ (BAP, n = 32) si (ii) BAP cunoscuta a avea
DZ (BAP-DZ, n = 21. HDL> si HDL3 izolate prin ultracentrifugare din plasma subiectilor
sanatosi (N) si a pacientilor BAP cu si fara DZ (BAP-DZ/BAP) au fost caracterizate prin:
1. continutul de lipide si apolipoproteine: colesterol, fosfolipide (PL), apolipoproteina Al
(ApoAl), ApoAll, ApoClll, clusterin (CLU), and ApoE,

2. continutul si activitatea PON1 si MPO: PONI1 proteina si activitate, MPO proteina si
activitate,

3. prezenta aductilor AGE-proteine: AGE-ApoAl, AGE-CLU, AGE-ApoE si AGE-PONL1,

4. prezenta markerilor de stres oxidativ: aducti malondialdehida-ApoAl (MDA-ApoAl),
MDA-CLU, MDA-ApoE, MDA-PONI, ceruloplasmina (CP) si diene conjugate.

Rezultatele noi ale studiului nostru sunt ca la pacientii cu BAP, DZ induce o
alterare diferentiata a componentelor proteice ale HDL, si HDLs, dupa cum urmeaza:

1. HDL: prezinta o reducere a proteinei PONI si a activitatii, impreuna cu scaderea apoAl
si cresterea apoAll si apoCIII;

2. o crestere modestd a proteinei MPO in HDL> este insotita de o crestere semnificativa a
aductilor de proteine-MDA si -AGE in ApoAl, CLU, ApoE si PONT1;

3. in HDL3 au crescut CLU si apoCIII si au scazut nivelurile apoAllL;

4. HDLs are o activitate PON1 redusa, in paralel cu nivelurile crescute de MPO si CP, si

niveluri crescute de MDA- si AGE-PONL1, -CLU si AGE-apoAl (Figurile 3-5)
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Figura 3. Nivelurile de proteina si activitate ale paraoxonazei 1 (PON1) si ale
mieloperoxidazei (MPO) in subfractiile de HDL. HDL. si HDLs izolate prin
ultracentrifugare din plasma subiectilor sanatosi (N) si a pacientilor BAP cu si fara DZ
(BAP-DZ/BAP) au fost caracterizate din punct de vedere al continutului si activitatii PON1
si MPO: PONI proteina (A) si activitate (B), MPO proteina (C) si activitate (D). Datele
sunt exprimate ca medie + SEM; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. N; *p < 0,05, ##p
< 0,001 vs. BAP.
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Figura 5. Produsii finali de glicare avansata (AGE) formeaza aducti cu proteinele din
subfractiile de HDL. HDL. si HDL3 izolate prin ultracentrifugare din plasma subiectilor
sanatosi (N) si a pacientilor BAP cu si fara DZ (BAP-DZ/BAP) au fost caracterizate din
punct de vedere al prezentei aductilor AGE-proteine: AGE-apolipoproteina Al (AGE-
ApoAl) (A), AGE-clusterina (AGE-CLU) (B), AGE-ApoE (C) si AGE-paraoxonaza 1
(AGE-PONL1) (C). Datele sunt exprimate ca medie = SEM; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001 vs. N; #p < 0,05, #p < 0,01 vs. BAP.

Tn prezentul studiu, aratim pentru prima dati ca subfractiile de HDL de la pacientii
cu BAP si cu DZ au o compozitie distinctd In comparatie cu cele de la pacientii cu BAP
fara DZ. Astfel, HDL; are niveluri mai scazute de TC si PL in BAP-DZ fata de BAP.

O alta noutate a studiului nostru este redistribuirea CLU si apoAll intre subfractiile

de HDL in BAP-DZ in comparatie cu pacientii cu BAP. Astfel, nivelul CLU este redus in



HDL. si crescut in HDL3, in timp ce nivelul apoAll este crescut in HDL> si diminuat in
HDL3 (Maskanakis et al., 2018, Rodriguez-Rivera et al., 2021). Rezultatele noastre arata
ca, in conditii patologice pronuntate, cum ar fi diabetul, productia de CLU este mai mare la
pacientii cu BAP-DZ comparativ cu cei cu BAP, afinitatea sa pentru HDL3 fiind crescuta
in comparatie cu HDLp, Tn acord cu datele publicate anterior (Davidson et al., 2009).

Raportam aici pentru prima data ca la pacientii cu BAP-DZ versus cei cu BAP,
proteina PON1 scade in HDL.>, in timp ce activitatea sa scade in ambele subfractii de HDL,
probabil datoritd cresterii semnificative a nivelurilor de MPO care dislocuie si oxideaza
PONL (in special in HDL3), contribuind astfel la disfunctia HDL. Anterior, raportul dintre
proteinele MPO si PONI sau dintre activitatile lor au fost propuse ca markeri pentru
functionalitatea HDL (Arora et al., 2016).

Datele noastre aratd pentru prima data ca, in conditii diabetice, atasarea CLU la
HDLs creste, in ciuda diminuirii PON1. In plus, CP pro-oxidanti atasati la HDLs este
crescuta considerabil in conditiile diabetice, contribuind astfel la disfunctia HDL, in acord
cu rezultatele noastre anterioare (Carnuta et al., 2017).

Astfel, o alta noutate a rezultatelor noastre este ca CLU si CP sunt atasate la HDL3
mai mult la pacientii cu BAP-DZ decét la cei cu BAP, sugerand ca in conditii diabetice
coexistenta lor in HDL3 este favorizata. Acest dezechilibru intre enzimele antioxidante si
pro-oxidante asociate cu HDL, in favoarea celor din urma, genereaza o crestere
semnificativda a modificarilor oxidative ale apolipoproteinelor. Toate aceste modificari sunt
reflectate de nivelurile crescute de diene conjugate, MDA- si AGE-apolipoproteine si -
PONI, dezviluind o alterare excesiva a calitatii HDL la pacientii cu BAP-DZ comparativ
cu cei cu BAP. Dintre modificarile care apar in componentele HDL in conditii patologice,
modificarea MDA-HDL are impactul negativ cel mai puternic asupra RCT (Bornfeldt et
al., 2021).

Subliniem rezultatele noi si foarte interesante obtinute in studiul nostru si anume
ca dintre toate componentele HDL, si HDL3 analizate, doar nivelurile CLU, activitdtile
specifice PON1 si MPO prezintd diferente semnificative in plasma pacientilor cu BAP-DZ
fatd de cei cu BAP si prezintd o puternicd asociere predictiva cu diabetul. Numarul mic de
pacienti cu BAP-DZ si BAP reprezinta o limitare a studiului nostru; totusi am ajuns la
semnificatie statistica pentru parametrii propusi ca markeri pentru severitatea BAP.

Tn concluzie, cresterea nivelurilor CLU si a activitatii specifice MPO si diminuarea
activitatii specifice PON1 in plasma reflectd alterarea functionalitatii HDL. Acestea ar

putea fi translatate in laboratoare clinice si ar putea prezice severitatea BAP in starile



hiperglicemice. In plus fata de markerii stabiliti masurati in laboratoarele clinice, acesti trei
parametri ar putea fi considerati biomarkeri candidati pentru severitatea BAP si utilizati in
viitor pentru o predictie mai buna si mai timpurie a evolutiei bolii.

Intr-un studiu paralel am cautat sa identificim potentialii miARN predictivi pentru
aparitia evenimentelor cardiovasculare postoperatorii la pacientii cu BAP, masurand
nivelurile plasmatice ale miARN in plasma si in placa aterosclerotica si am facut corelatii
cu evenimentele cardiovasculare aparute pe parcursul unui an de la interventia chirurgicala.
Noile date (Figura 6) aratd ca spre deosebire de pacientii BAP fara EV, pacientii cu BAP
cu EV prezinta:

1. 0 alterare a parametrilor asociati cu stresul oxidativ si inflamator, corelatd cu o crestere
semnificativa in plasma a nivelurilor miR-142-3p si miR-223-3p;

2. cresteri semnificative ale expresiei miR-142-3p, miR-155-5p si miR-223-3p n placa
aterosclerotica, care se coreleaza pozitiv cu nivelurile pri-miRNA asociate;

3. 0 scadere semnificativa a expresiei miR-92a in placd, in timp ce nivelul pri-miR-92a
este crescut;

4. o asociere semnificativa Intre parametrii oxidativi si inflamatori, lipidele plasmatice si
nivelul plasmatic al miARN ;

6. nivelul plasmatic al miR-142-3p s-a dovedit a fi un factor predictiv independent pentru

evenimentele cardiovasculare la pacientii cu BAP.



V]

miR-142 in placa femurala b pri-miR-142 in placa femurala

..pi_ﬁ_i

0.015-

o
£

o
o
@<

0.010+

Expresie relativa
vs snRNU6
°
(=]
g
| *
Expresie relativa
vs snRNU6
o (=]
2 B

0.000-

BAP  BAP fara EV BAP cu EV BAP fara EV BAP cu EV
c d
miR-223 in placa femurala pri-miR-223 in placa femurala
2.5- * 0.015+
® *
59 % S 0.0104
O Z 1.5 25
] né 2 c
B o 104 o v
2o 2 v 0.005
a > o >
X 05 i
0.0- 0.000-
BAP BAP fara EV BAP cu EV AP BAP fara EV BAP cu EV
e f
miR-155 in placa femurala pri-miR-155 in placa femurala
0.05- 0.025+
© *
S . 004 ,g 0.020
8 s8
e 2 0.03 @ Z 0.015-
2 'c k-] %
@ : 0.02 @ @ 00104
S i
o> >
X001 u% 0.005+
0.00- 0.000-
BAP BAP fara EV BAP cu EV BAP fara EV BAP cu EV
miR-92a in placa femurala pri-miR-92a in placa femurala
1.5 0.0015-
. *
£ £
5 2 o 5 S g.0010-
- £z
.% 5 2 c
w u
o 1 @ i
£¢ 0.5 s 0.0005
i ]
0.0- 0.0000-
BAP BAP fara EV BAP cu EV BAP fara EV BAP cu EV

Figura 6. Nivelurile miARN si ale transcriptilor primari (pri-miARN) in placile
aterosclerotice din arterele femurale de la pacienti cu boala arterelor periferice
(BAP). Nivelurile miR-142 (a), miR-223 (c), miR-155 (e), miR-92a (g), pri-miR-142 (b),
pri-miR-223 (d), pri-miR-155 (f), si pri-miR-92a (h) in placi aterosclerotice femurale de la
pacienti BAP cu evenimente cardiovasculare (BAP cu EV) post-operator comparativ cu cei
fara EV (BAP fara EV). Datele sunt ilustrate ca histograme cu bara de eroare (SEM).
Legenda: * valori p < 0,05, ** valori p <0,01 comparativ cu BAP fard EV.



Din cunostintele noastre, prezentul studiu este primul care abordeaza predictia
evolutiei bolii utilizdnd analiza comparativa a nivelului plasmatic si din placa de aterom a
miARN la pacientii cu BAP. Am dovedit pentru prima data legitura dintre nivelul miARN
din placa aterosclerotica si expresia pri-miARN 1n placa.

Predictia precoce si rapida a evolutiei BAP poate optimiza decizia clinicd pentru
ajustarea interventiilor individuale in cazul tratamentului acestor pacienti. Practicand o
medicind personalizatd, miR-142 poate contribui la stratificarea riscului pacientilor cu
BAP prezicand aparitia evenimentelor cardiovasculare post-operator. Aceste noi date cresc
posibilitatea utilizarii terapiei avand ca tintd miARN (inhibitia miR-142 in vivo) pentru a
completa tratamentul cu statine in boala aterosclerotica, prin modularea mecanismului
legat de miARN.

Cel mai important si nou rezultat al studiului este evidentierea potentialului miR-
142 ca factor predictiv independent pentru aparitia postoperator a evenimentelor
cardiovasculare la pacientii cu BAP.

In concluzie, am demonstrat ci miR-142-3p, miR-155-5p, miR-223-3p si miR-92a-
3p sunt produsi in placa aterosclerotica dupa cum se constata prin expresia specifica a pri-
mMIARN si din corelatiile lor pozitive cu componentele cheie ale complexului de procesare
mMIARN (enzimele Dicer si Drosha). De asemenea, am aratat ca expresia miR-142-3p,
miR-155-5p si mMIiR-223-3p din placa ateroscleroticd este asociatd cu evenimentele
cardiovasculare postoperatorii la pacientii cu BAP si corelate cu factorii de risc pro-
aterogeni: metabolici, oxidativi si proinflamatorii. In final, bazat pe datele obtinute din
modelarea regresiei statistice, propunem miR-142-3p ca biomarker independent pentru

prezicerea evenimentelor cardiovasculare la pacientii BAP.



Concluzii generale

1. Pacientii cu SAC prezintd alterarea parametrilor plasmatici asociati cu stresul oxidativ
(scdderea PONI, cresterea MPO si CP) si inflamator (cresterea IL-1B si CRP)
comparativ cu subiectii sanatosi.

2. Pacientii cu SAC avand varsta peste 65 de ani prezinta o crestere semnificativa a
nivelurilor miR-223-3p atdt in plasma, cat si in placa de aterom carotidiana,
comparativ cu pacientii cu SAC avand varsta sub 65 de ani.

3. Nivelul crescut de miR-223-3p in placa de aterom carotidiana la pacientii cu SAC cu
varsta peste 65 de ani este asociat cu o expresie crescutd a pri-miR-223 din placa
aterosclerotica.

4. Diabetul zaharat de tip II induce o alterare diferentiata a componentelor proteice ale
subfractiilor HDL si HDL3 in plasma pacientilor cu BAP, dupa cum urmeaza:

e HDL, prezintd o reducere atit a proteinei cat si a activitatii enzimatice a PONI,
impreuna cu scaderea apoAl si cresterea apoAll si apoCIII; nivelul proteinei MPO prezinta
o crestere modesta.

e HDLs are o activitate enzimatica a PON1 redusa, in paralel cu nivelurile crescute de
MPO si CP, asociate cu nivelurile crescute de MDA- si AGE-PON1, MDA- si AGE-CLU
st AGE-apoAl.

5. Modificarea concentratiilor plasmatice ale unor proteine alterate in HDL, precum
CLU, PONI si MPO, ar putea fi considerate indicatori ai severitatii bolii la pacientii
cu BAP.

6. MIiR-142 are potentialul de a fi considerat un factor predictiv independent pentru
aparitia postoperatorie a evenimentelor cardiovasculare la pacientii cu BAP.

7. Din punctul de vedere al chirurgului vascular, accesul la masurarea nivelului miARN
la pacientii cu SAC ar permite indicarea de masuri timpurii de evaluarea a starii
pacientilor prin monitorizare ecograficd la termen mai scurt pentru descoperirea
restenozei la pacientii cu SAC operati si aplicarea tratamentului corespunzator.

8. Compozitia si functia HDL sunt modificate la pacientii cu BAP si intr-un grad mai
mare la pacientii BAP cu diabet zaharat de tip Il. Nivelurile modificate ale CLU si ale
activitatilor specifice ale PON1 si MPO sunt detectabile in plasma pacientilor cu BAP.
Intrucat izolarea si caracterizarea HDL este o procedura laborioasd, putem considera
nivelurile plasmatice ale CLU, PON1 si MPO drept indicatori potentiali ai disfunctiei

HDL care pot fi utilizati pentru o mai buna stratificare a riscului la pacientii cu BAP.
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