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Introducere

Bolile cardiovasculare reprezinta principala cauza de mortalitate in tarile dezvoltate
(Organization, 9 December 2020) acestea se mentin In topul acestei statistici datoritd
expunerii tot mai frecvente a omului modern la factorii de risc pentru bolile cardiovasculare.
Acesti factori de risc includ: fumatul, dieta nesdnatoasd, lipsa activitdtii fizice,
hiperlipidemia, hipertensiunea, expunerea la poluare, consumul de alcool, obezitatea si nu
in ultimul rand diabetul. Diabetul zaharat este cel mai raspandit sindrom metabolic si
complicatiile asociate cu acesta sunt majoritar macro- $i micro-vasculare conducand la
nefropatie, retinopatie si neuropatie ca urmare a accelerarii procesului aterosclerotic.

Bolile cardiovasculare cuprind un numar mare de patologii printre care: insuficienta
cardiaca, valvulopatiile cardiace si aritmiile, boala cardiacd reumaticd (leziuni ale
miocardului si valvelor cardiace cauzate de infectia cu Streptococcus pyogenes),
malformatiile cardiace congenitale, tromboza venoasa profunda cu propria sa complicatie,
embolia pulmonara si nu in ultimul rand ateroscleroza care prezintd doua complicatii majore,
infarctul miocardic si accidentul vascular cerebral ischemic (Thiriet, 2018).

Ateroscleroza este cea mai importantd patologie subiacentd bolii arteriale coronare,
bolii arteriale periferice si a bolilor cerebrovasculare. Fiind o boala a arterelor mari si medii,
ateroscleroza presupune acumularea in spatiul subendotelial a lipoproteinelor, in special a
lipoproteinelor de densitate mica (LDL), a celulelor imune, dar si a celulelor musculare
netede (CMN), acumulare care in timp formeaza placi ocluzive care la randul lor determina
stenoza arteriald. CMN pe parcursul dezvoltarii aterosclerozei produc o serie de proteine de
matrice extracelulare (MEC) cum ar fi colagen, elastina, dar si porteoglicani si glicozamino
glicani, care contribuie la ingrosarea spatiului sub-intimal dar si la mentinerea unui cap
fibros. Pe masura ce placa avanseaza CMN pot suferi o metaplazie in celule spumoase care
inglobeazd LDL, sufera apoptoza, iar acest conglomerat de resturi celulare Tmpreuna cu
deficienta a eferocitozei de catre macrofage (M@), conduce la formarea unui miez necrotic.
Toti acesti factori determinad in acelasi timp si cresterea si cronicizarea inflamatiei si astfel a
recrutdrii macrofagelor care secretd o serie de metaloproteinaze matriceale (MMP) cu rol in
degradarea MEC, ceea ce determinad o subtiere a capului fibros si determind o predispozitie
la rupere a acestuia. Astfel, dacd acumularea initiald de LDL si formarea capului fibros duc
la ingustarea arterelor care restrictioneaza fluxul sangvin determinand ischemie si hipoxie

tisulard (Wolf and Ley, 2019), ruperea capului fibros determina formarea de trombi care pot



bloca complet arterele determinand in cazul arterelor coronare, infarctul de miocard, iar in
cazul arterelor cerebrale, atacul vascular cerebral.

O alta boald cardiovasculara care afecteaza un numar tot mai insemnat de oameni
este boala valvei aortice (BVA) (Coffey et al., 2021). Valva aortica este una dintre cele 4
valve care controleaza fluxul sangvin in inimd, ea separd ventriculul sting de aorta. Bolile
care afecteazd aceastd valva afecteaza circulatia sangelui si se impart in doud categorii:
stenoza aorticd - boald care ingusteaza orificiul valvular, ingreundnd fluxul sangvin si
insuficienta (regurgitarea aorticd) — boala care determina o inchidere incompleta a valvei in
diastola. Cea mai frecventa afectiune a valvei aortice este stenoza aortica determinatd de
calcificarea valvei, afectiune denumitd in continuare boala valvei aortice (BVA). Ea este
caracterizata de ingrosarea, fibroza si mineralizarea cuspelor aortice. Analiza foitelor aortice
a aratat cd mineralizarea distrofica si tranzitia osteogenica a celulelor valvulare interstitiale
(VIC) apar concomitent cu neovascularizarea, microhemoragia si productia anormala de
matrice extracelulard (Moncla et al., 2023). Factorii de risc pentru BVA pot fi impartiti in
doua categorii, factori de risc care nu pot fi modificati, si anume: varsta si morfologia
bicuspida congenitald a valvei aortice si factori de risc care pot fi ameliorati ca: tensiunea
arteriala crescutd, nivelul de colesterol din plasma si prezenta obezitatii si a diabetului
zaharat. Interactiuni complexe intre celulele endoteliale si interstitiale ale valvei si celulele
imune promoveaza remodelarea valvei aortice si dezvoltarea BVA. Deoarece, pand in
prezent nici un tratament medical nu a fost eficient in reducerea sau prevenirea progresiei
BVA, studiile care au ca scop identificarea unor posibile tinte terapeutice sunt deosebit de
importante.

Impactul bolilor cardiovasculare este in crestere si datoritd ratei de crestere a
obezitdtii si a diabetului. Diabetul este cea mai raspanditd boala metabolica, iar povara sa
medicald si socio-economicd este datd de complicatiile asociate, In special la nivel
macrovascular si microvascular. Acestea conduc la retinopatie, neuropatie si nefropatie, ca
urmare a accelerarii aterogenezei. S-a demonstrat anterior ca ambele tipuri de diabet zaharat
pot induce dezvoltarea aterosclerozei sau accelereazd si mai mult progresia acesteia
(Katakami, 2018). Nivelul crescut de glucoza, dislipidemia dar si alte modificari metabolice
care insotesc diabetul sunt strans legate de patogeneza aterosclerozei. lar inflamatia cronica
este prezentd inca de la primele stadii ale initierii diabetului si este consideratd in prezent ca
unul dintre factorii cheie in dezvoltarea aterosclerozei (Wolf and Ley, 2019).

In patologia aterosclerozei si a BVA apar transformiri semnificative ale matricei

extracelulare. Matricea extracelulara asigurd un cadru vital pentru tesutul vascular si



valvular, avand rolul unui schelet ce sustine organizarea si homeostazia celulelor. MEC este
un ansamblu complex de macromolecule, avand impact asupra comportamentului celulelor,
promovand diferentierea, migrarea si proliferarea prin intermediul interactiunilor specifice
dintre celule si matrice. Mai mult, MEC ajuta si la comunicarea intercelulara, are un rol
important in motilitatea, dezvoltarea celulara si repararea tesuturilor lezate, de asemenea
actioneaza si ca un depozit de factori de crestere si molecule bio-active care pot fi eliberate
(Silva et al., 2020).

In acest context, studiu de fati porneste de la ipoteza ci inflamatia si comunicarea
dintre celulele imune si celulele rezidente vasculare (CMN) si valvulare (VIC) poate
conduce la modificari patologice ale MEC prin mecanisme celulare si moleculare specifice,
iar aceastd remodelare patologica este acceleratd in ateroscleroza in conditii de diabet.

Lucrarea de fatd a fost structurata in doua parti principale, o prima sectiune denumita
»dtadiul actual al cunoasterii” care exploreaza literatura existentd privind ateroscleroza,
boala valvulara aortica, diabet si impactul acestor patologii asupra matricei extracelulare.

Obiectivul principal al tezei a fost reprezentat de investigarea mecanismelor
celulare si moleculare a remodelarii MEC in ateroscleroza si a BVA in contextul diabetului.
Rezultatele originale obtinute sunt prezentate in a doua sectiune a lucrarii, denumita

,»Contributii originale” care este structurata in 4 capitole.

Contributii originale

Capitolul 1 - “Comunicarea dintre celulele musculare netede si macrofage
accelereaza evolutia plicii aterosclerotice citre placa vulnerabila si ruperea placii prin
inducerea mediatorilor inflamatorii” - a vizat investigarea comunicarii patologice dintre
CMN si MO in contextul aterosclerozei.

Contextul patologic al aterosclerozei surprinde o interactiune intre CMN si
macrofage care nu este de obicei Intalnitd in conditii de homeostazie vasculara. CMN sunt
rare 1n intima arteriald si sunt prezente in principal in media arterelor mari de unde migreaza
citre zone unde existd infiltriri de LDL si inflamatie locald. In aceste zone, ele
interactioneaza cu macrofagele recrutate din circulatie in spatiul sub-endotelial si suferd
modificari fenotipice care favorizeaza evolutia aterosclerozei. Ca raspuns la semnalele din

micromediul vascular, M@ sufera un proces de polarizare spre macrofage proinflamatoare



(M1) sau anti-inflamatoare (M2) si induc un fenotip pro-aterogenic in CMN vasculare (Butoi
et al.,, 2011). De asemenea, fenotipul CMN poate influenta balanta dintre populatiile de
macrofage M1 sau M2, determindnd astfel progresia plicii aterosclerotice. In placa
aterosclerotica, M@ si CMN pot interactiona direct - prin molecule exprimate pe suprafata
celulard (ICAM-1, VCAM-1 si CX3CL1) si receptorii lor - sau indirect, prin factori solubili
(chemokine si citokine), care pot modifica fenotipul ambelor tipuri celulare, influentand
astfel evolutia leziunii aterosclerotice (Manduteanu and Simionescu, 2012).

Anterior, grupul nostru a demonstrat inducerea expresiei unui numar mare de
citokine si chemokine Tn macrofage in urma interactiei cu CMN, acesti mediatori inflamatori
amplificand chemotaxia monocitelor (Tucureanu et al., 2016). De asemenea, grupul nostru
a ardtat cd interactia dintre MO si CMN afecteaza expresia colagenului I si 111, creste sinteza
metaloproteazei MMP-9 si promoveazd angiogeneza, caracteristici care pot contribui la
vulnerabilitatea placii (Butoi et al., 2016).

In studiul de fata, pentru a investiga contributia comunicarii dintre macrofage si
CMN 1n agravarea leziunii aterosclerotice, am investigat mediatorii inflamatori indusi de
interactia CMN-M@, modificarea fenotipica a CMN in urma interactiei celulare si caile de
semnalizare implicate in comunicarea dintre CMN-M@.

Modelul experimental folosit in acest capitol a fost un model in vitro care a presupus
o camera dubla Boyden cu macrofage diferentiate, in camera superiord, pe un insert cu pori
de 4 um si CMN insamantate in camera de jos. Metodele de studiu au inclus tehnici de
western blot (WB), teste imunosorbent legat de enzime (ELISA), protein array si reactia
cantitativa de polimerizare in lant in timp real (QPCR).

Rezultatele acestui capitol au ardtat ca interactia indirecta a CMN cu macrofagele
induce secretia de mediatori inflamatori precum: G-CSF, GM-CSF, ICAM-1, IL-6, CCLS5.

Interactia dintre CMN-M@ modificd fenotipul normal al CMN (Figura 1) prin
scaderea a-SMA, ceea ce poate determina o scddere a capacitatii contractile. Totusi fenotipul
CMN nu este unul pro-osteoblastic deoarece nivelul de osteopontind este si el scdzut in

interactie.
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Figura 1 Expresia genica a markerilor fenotipici ai CMN este scazuta in urma
interactiei cu M. Expresia genica a aSMA (A4), osteopontinei (OPN) (B) si CD36 (C) a fost
determinata prin RealTime PCR in CMN interactionate cu M@ ([1CMN) sau CMN control.

Interactia CMN-M@ induce expresia citokinei IL-6 (Figura 2) si a chemokinei CCL5

(Figura 3) in CMN, molecule cu rol important in progresia placii aterosclerotice.
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Figura 2 Secretia §i expresia IL-6 este crescuta in CMN in urma interactiei cu

macrofagele.

Se cunoaste faptul cd migrarea CMN 1n intima peretelui vascular este ghidata de
chemokinele secretate de celulele imune si rezidente n placa aterosclerotica (Tedgui and
Mallat, 2006). CCL5 (RANTES) este o chemokina cu rol esential in procesul inflamator,
prin recrutarea celulelor imune la locul inflamatiei. Expresia CCL5 este crescuta in celulele
peretelui vascular iar blocarea legarii CCL5 la receptorul sau (CCRS) a aratat o reducere a
formarii placii aterosclerotice si prevenirea progresiei leziunilor aterosclerotice la soareci

(Liu et al., 2012).
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Figura 3 Secretia si expresia CCLS este crescuta in CMN in urma interactiei cu

macrofagele.

Activarea cailor de semnalizare MAPK (protein kinaze activate de mitogen) a fost
demonstratd in ateroscleroza, fiind cunoscut faptul cd ERK1/2, JNK si p38 MAPK sunt
activate in CMN implicate In procesul patologic (Pan et al., 2023). Astfel, in CMN
interactionate cu M@, am analizat activarea cailor MAPK prin detectia formelor fosforilate
ale ERK1/2, JNK si p38 prin tehnica Western Blot. Datele noastre au aratat cd interactia
CMN-M@ induce activarea cadii ERK1/2 in CMN dupa 6 ore de interactie, demonstratd prin
cresterea semnificativd (de 2,7 ori) a proteinei fosfo-ERK1/2, raportatd la proteina totald
ERK1/2; dupa 24 ore de interactie cu macrofagele, calea ERK nu mai este activatd in CMN.

Caspaza-1 este proteina efector a inflamazomului NLRP3, care cliveaza proforma
citokinelor inflamatoare, generand forma lor activati, care este eliberatd. In conditiile
noastre experimentale, NLRP3 nu este exprimat in CMN control sau interactionate cu
macrofage, desi expresia proteica a IL-1f este semnificativ crescutd, ceea ce confirma datele
noastre anterioare (Butoi et al., 2016). In schimb, expresia proteici a caspazei-1 este
semnificativ crescutd in CMN interactionate timp de 24 ore cu macrofage.

Rezultatele obtinute pe MO 1n interactia cu CMN au aratat o crestere a expresiei de
MIP-1p (Figura 4) care se cunoaste ca are un rol important n progresia bolii aterosclerotice

si vulnerabilitatea placii (Chang and Chen, 2016).
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Figura 4 Secrefia si expresia MIP-1f este crescuta in macrofage in urma interaciei

cu CMN.

Tinand cont de faptul ca MIP-1J se gaseste la un nivel crescut in serul pacientilor cu
placi aterosclerotice avansate si este un predictor independent al evenimentelor
cardiovasculare majore (Chang and Chen, 2016), datele noastre sugereazd contributia
importantd a comunicarii dintre macrofage si CMN in agravarea leziunii prin cresterea
expresiei si secretiei de MIP-1p3.

Ciile de semnalizare activate In M@ in urma comunicarii cu CMN sunt reprezentate
de calea ERK1/2, insi nu se observi si activarea p38 si INK MAPK. in plus a fost observata
activarea inflamazomului NLRP3.

Aceste date contribuie la Intelegerea modului in care comunicarea intre CMN si

macrofage amplifica procesul inflamator in placa aterosclerotica.

Al doilea capitol intitulat - Diabetul accentueazi remodelarea matricei
extracelulare indusd de comunicarea celulelor musculare netede cu macrofagele -
evidentiazd modularea enzimelor de remodelare a MEC — MMP — induse de comunicarea
dintre CMN si M@ in conditii de glucoza crescuta.

Rolul CMN 1n progresia aterosclerozei este complex, insa acesta este considerat in
principal benefic, prin secretia de elemente de matrice, si in special de colagen de tip I, care
poate stabiliza placa ateroscleroticd formand un cap fibros. Pe de alta parte macrofagele au
un efect opus, ele secretand o serie de enzime de remodelare a matricei care au un efect pro-
trombotic prin subtierea acestui cap fibros.

Date obtinute pe modele experimentale animale prin analiza histologica a regiunilor
predispuse la rupere ale placii aterosclerotice, au aratat niveluri crescute de MMP-1, MMP-

3 si MMP-9 (Newby, 2005). Pierderea fibrelor de colagen si a altor componente ale MEC se



produce in regiunile cu o inflamatie crescutd in capul fibros. Studii recente au sugerat ca
placile aterosclerotice ale pacientilor cu diabet de tip II sunt mai predispuse la rupere datorita
cresterii inflamatiei vasculare si a raspunsului reparator ineficient (van Diepen et al., 2016,
Edsfeldt et al., 2014). Totusi, moleculele cheie implicate in progresia placii spre o placd
vulnerabila la pacientii diabetici nu sunt cunoscute.

Datele din prezenta lucrare continud studiile anterioare ale grupului nostru, unde am
aratat ca interactia dintre CMN si M@ produce o serie de molecule inflamatorii cum sunt
MCP-1 si IL-1pB, molecule care determina activarea macrofagelor si o modificare fenotipica
a CMN caracterizata de expresia crescutd a MMP-1, -2 si -9 si scdderea expresiei colagenului
de tip I si III (Butoi et al., 2016). Silentierea CX3CR1, receptorul pentru fractalkina, a indus
scaderea nivelului de MMP-9, sugerdnd implicarea acestuia in comunicarea celulard
patologica (Butoi et al., 2011).

Folosind modelul in vitro de co-cultura stabilit anterior, am utilizat metode clasice
de WB, protein array, qPCR, o metodd de vizualizare a asamblarii de colagen dar si
inhibatori farmacologici sau acid ribonucleic (ARN) de interferentd pentru a determina
contributia comunicdrii dintre macrofage si CMN 1in progresia bolii aterosclerotice spre o
placa vulnerabila predispusa la ruptura.

Astfel, rezultatele prezentate in acest capitol au ardtat ca interactia CMN s1 MO
induce eliberarea In mediul conditionat a unor proteaze cum sunt: ADAMTS1, MMP-1,
MMP-3, MMP-9 si urokinaza. Expresia proteicd a MMP-1 si -9 este semnificativ crescutd
in CMN dupa co-cultura cu MAC umane derivate din monocite proaspat izolate de la
pacienti diabetici (ScDM) comparativ cu MAC control (ScCM). Pentru a determina efectul
co-cultivariit CMN cu MAC diabetice sau al concentratiilor crescute de glucoza (HG) asupra
MMP-urilor produse de CMN in urma interactiei, ambele tipuri de MAC derivate de la
donatori sanatosi (CM) sau de la pacienti diabetici (DM), au fost co-cultivate in conditii
normale (NG) sau HG cu CMN. Se observa ca MMP-9 a fost exprimat In CMN interactionate
cu CM in HG comparativ cu NG si de asemenea in CMN co-cultivate cu DM in HG
comparativ cu NG, sugerand efectul glucozei crescute asupra expresieci MMP-9 (-
_A). In plus, expresia MMP-9 este mai mare in CMN care au
fost co-cultivate in HG cu DM comparativ cu CM, indicand faptul ca MAC diabetice sunt
responsabile pentru cresterea expresiei MMP-9. In cazul MMP-1, principala cauzi a cresterii
expresiei este concentratia crescutd de glucoza, deoarece nu au fost obtinute diferente
semnificative Intre expresia MMP-1 in CMN co-cultivate cu CM sau DM atunci cand au fost

expuse la conditii HG (Figura 5).
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Figura 5 Expresia proteica a MMP-1 (A) si MMP-9 (B) in CMN in mediu cu
concentratii normale (NG) sau cresute (HG) de glucoza, neinteractionate (S) sau
interactionate (Sc) cu macrofage diferentiate din monocite izolate de la pacienti control
(CM) sau pacienti diabetici (DM). Expresia proteica a MMP-1 si MMP-9 a fost normalizata
la expresia de [-actina, (Macarie et al, 2018, J.Cel. Mol.Med).

Pentru a evidentia cdile de semnalizare implicate in aceastd crestere a enzimelor de
remodelarea a MEC am realizat silentierea receptorului pentru MCP-1 — Cer2 si a sub-
unitdtii p65 a NF-kB prin transfectarea CMN cu ARN de interferenta inainte de co-cultivarea
cu MO. Aceste experimente (Figura 6) au aratat ca expresia proteicd a MMP-1 st MMP-9 a
fost semnificativ redusd in CMN in care CCR2 si p65 au fost silentiate. Nu a fost detectat

niciun efect asupra expresiet MMP-urilor in CMN transfectate cu siRNA nespecific (control

negativ).
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Figura 6 Efectul silentierii CCR2 §i p65 in reglarea expresiei MMP-1 si MMP-9 in
CMN. Expresia MMP-1 (A) si MMP-9 (B) a fost determinata prin Western Blot in CMN
control (§ NG), CMN co-cultivate cu MO in conditii de glucoza crescuta (Sc HG) si CMN
silentiate pentru CCR2 §i p65, interactionate cu MO in conditii de glucoza crescuta (Cneg,
p65, CCR2 siRNA). (Macarie et al, 2018, J.Cel.Mol.Med)

Activarea protein kinazei C (PKC) este unul dintre evenimentele principale de
semnalizare induse de concentratia crescuta de glucoza. Pentru a examina posibila implicare
a PKC 1n cresterea expresiei de MMP-1 st MMP-9, am evaluat activarea PKCa in CMN.
Dupa cum rezultd din experimentele de Western Blot, co-cultura CMN-M® in conditii de
glucoza crescutd a indus o crestere semnificativa a fosforilarii PKCa in CMN. Interesant,

silentierea p65 sau CCR2 cu siRNA specific a impiedicat activarea PKCa.

Pentru a evalua daca PKCa este implicata direct in expresia de MMP-1 si MMP-9,
co-cultura dintre CMN-M@ a fost realizata in prezenta inhibitorului de PKCa, Go 6976 (1
umol/L). In acest caz, expresia proteici a ambelor proteaze, MMP-1 si MMP-9, a fost
semnificativ redusa, sugerand ca activarea PKCa este implicatd in supraxpresia MMP-1 si

MMP-9 (Figura 7).
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Figura 7 Inhibarea PKCa scade expresia proteica a MMP-1 si MMP-9 indusa de
interactia CMN cu M@. (A) Evaluarea activarii PKCa in CMN control (S NG) comparativ
cu CMN co-cultivate cu MO in conditii de glucoza crescuta (Sc HG). Forma fosforilata a
PKCo este semnificativ crescutd in Sc HG. Silentierea CCR2 sau p635 scade activarea PKCo.
la nivelul controlului. (B) Efectul inhibitorului PKCo (Go 6976) asupra expresiei proteice
de MMP-1 si MMP-9 indusa de comunicarea CMN-MQ@. (Macarie et al, 2018,
J.Cel.Mol -Med)

In continuare, am investigat daci CMN activate de interactia cu macrofagele isi
pastreaza capacitatea de a forma fibrile de colagen, o caracteristica importanta in stabilitatea
vasculara (L1 et al., 2003). Pentru aceasta, colagenul solubilizat si marcat cu Texas Red a
fost adaugat in cultura de CMN control sau CMN dupd interactia lor cu macrofage in conditii
de glucoza normald (NG) sau glucoza crescuta (HG). Asamblarea fibrilelor de colagen a fost

urmarita prin microscopie de fluorescenta.

Rezultatele au aratat (Figura 8) ca dupa interactia cu M@ in conditii normale sau
crescute de glucoza, CMN 1si scad capacitatea de a asambla monomerii de colagen in fibre,
comparativ cu CMN neinteractfionate, mentinute in mediu cu concentratiec normala de
glucoza. Atunci cand CMN interactionate cu M@ in conditii de glucoza crescutda au fost
preincubate pentru 3 minute cu anticorpi de blocare anti-MMP-1 sau anti-MMP-9, acestea

si-au recapatat capacitatea de a asambla monomerii de colagen.
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Figura 8 Formarea fibrelor de colagen de catre CMN, din colagen solubil marcat

cu Texas Red. (Macarie et al, 2018, J.Cel.Mol.Med)

Rezultatele acestor doua capitole au vizat In principal ateroscleroza si au accentuat
releventa comunicdrii intercelulare in procesele biologice, dar mai ales in conditiile
patologice, unde echilibrul acestor interactiuni poate fi complet dereglat. Astfel, am aratat
ca, macrofagele au un efect pro-inflamator si ca CMN pot deveni la randul lor mediatori ai
inflamatiei locale conducand la cronicizarea inflamatiei. Totodatd, concentratiile crescute de
glucozd moduleazd aceasta interactiune, determinand o secretie crescuta a proteazelor
matriceale si anomalii in procesul de asamblare a colagenului, modificari ce pot favoriza

dezvoltarea unei placi aterosclerotice susceptibila la rupere.

Capitolul 3 - Diabetul timpuriu induce remodelarea matricei si modificari
functionale in valva aortica intr-un model murin de ateroscleroza si intr-un model de
cultura celulara tridimensionala - a avut ca obiectiv principal studiul bolii valvei aortice
st a modificarilor MEC induse de diabetul timpuriu.

Integritatea structurald a MEC este esentiala pentru functia normala a valvei aortice,
iar modificari ale acesteia au fost observate in toate stadiile patogenezei BVA. Diabetul
accelereaza evolutia BVA si poate induce modificari ale MEC. Totusi, modificarile MEC

induse de diabet 1n etapele timpurii ale evolutiei BVA nu au fost studiate.



Acest capitol a abordat doud modele experimentale de studiu, unul in vivo reprezentat
de un soarece deficient in apolipoproteina E (ApoE), caruia i-a fost indus diabetul prin
injectii cu streptozotocina si care a fost apoi mentinut pe o dietd bogata in colesterol pentru
inducerea aterosclerozei si a modificarilor la nivelul valvei aortice; si un model in vitro,
reprezentat de un model tridimensional de co-cultura bazat pe un hidrogel din gelatina
metacrilatd in care au fost inglobate celule valvulare umane si care a fost expus la
concentratii crescute de glucoza. Metodele folosite in acest capitol au inclus:
imunofluorescenta, izolarea de celule primare valvulare umane, WB si qPCR.

Rezultatele acestui capitol 3 au aratat ca in vivo diabetul experimental induce
modificari ale elementelor de matrice si a enzimelor de remodelare cum ar fi colagenul 3,

fibronectina, MMP-2 si MMP-9 (Figura 9).

Control 4d Diabetic 4d Control 7d Diabetic 7d
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Figura 9 Expresia proteica a proteinelor de matrice extracelulara: colagen III §i
fibronectind si a gelatinazelor MMP-2 si MMP-9. In dreapta imaginilor de
imunofluorescenta este analiza statistica a expresiei de MMP-2, -9, colagen III si

fibronectina in grupurile de soareci control si diabetici.

Aceste modificari sunt corelate cu parametrii plasmatici si functionali ai valvei
aortice (Figura 10) astfel: nivelul crescut al MMP-9 se coreleazd pozitiv puternic cu
parametrii plasmatici precum fetuina, trigliceride, colesterolul total si LDL, cu expresia
markerului de miofibroblaste — aSMA, cu expresia unei alte metaloproteaze matriceale -

MMP?2 dar si cu parametrii functionali ai valvei - velocitatea si VTI; fibronectina se asociaza



pozitiv cu MMP-2 si MMP-9 si negativ cu colagenul III iar colagenul de tip III este corelat
negativ cu aSMA, vimentina, MMP9, LDL si colesterolul total.
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Figura 10 Matricea corelatiilor Pearson dintre proteinele de matrice extracelulara,
markerii de remodelare §i parametrii functionali §i plasmatici ai valvei aortice. Valorile
medii masurate pentru fiecare grup experimental au fost utilizate pentru realizarea de
corelatii Pearson. Corelatiile pozitive sunt reprezentate prin culoarea albastru, corelatiile
negative prin culoarea rosu iar paleta de culori din legendd indica coeficentul Pearson (r).
Corelatiile care nu ating pragul de semnificatie statistica (p > 0,05) sunt marcate cu un x

(modificat dupa Tucureanu, et al., 2019).

Pentru a identifica tipul celular afectat de conditiile hiperglicemice si pe cel
responsabil de modificarile observate asupra moleculelor asociate procesului de remodelare,
studiul a continuat cu analiza efectelor glucozei asupra VEC si VIC intr-un model 3D de
foitd valvulara dezvoltat in laboratorul nostru (Vadana et al., 2020) si trimis spre brevetare.

Modelul 3D dezvoltat in laboratorul nostru este obtinut din hidrogel (gelatind metacrilata) si



are urmatoarele avantaje: 1) respecta structura foitei valvulare native avand VEC la exterior
si VIC incapsulate 1n interior, si ii) celulele valvulare crescute in acest model sunt umane,
ceea ce 1i conferd o relevantd deosebita in ceea ce priveste rezultatele obtinute cu ajutorul
lui.

Rezultatele obtinute pe acest model au evidentiat modificari celulare specifice ale
enzimelor de remodelare a MEC (Figura 11A) si ale receptorilor transmembranari care

realizeaza legatura dintre celule si MEC (Figura 11B).
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Figura 11 A. Expresia genica a MMP-1, -2 si -13 in celulele valvulare (VEC si VIC)
in modelul 3D expus la concentratii de glucoza normala (NG) sau crescuta ( HG) timp de 7
si 14 zile. B. Expresia genica a subunitatilor integrinice 3 si 5 in VEC si VIC din modelul
3D expus la concentratii de glucoza normala (NG) sau crescuta (HG) timp de 7 si 14 zile.
Celulele au fost izolate din constructii 3D dupa 7 si 14 zile si investigate prin reactia gPCR.
C. Expresia formelor fosforilate ale PKC in VEC si VIC izolate din modelul 3D de valva
aortica. Western blot a fost realizat pe lizatul de celule valvulare izolate din constructul 3D
dupd 7 si 14 zile de expunere la glucozd. In comparatie cu NG (coloane negre), celulele din

HG (coloane gri) prezinta o expresie crescuta a pPKC-o. N = 3, **p < 0,01.

Studii anterioare au aratat cd PKC regleaza expresia MMP-1, in acest capitol, am
ardtat cd forma activa, fosforilatd a acesteia este crescutd in VIC si VEC din conditiile

hiperglicemice (Figura 11C).



Rezultatele din acest capitol contribuie la intelegerea patologiilor valvulare in
conditii de diabet timpuriu si pot deschide cdi de cercetare pentru dezvoltarea de terapii

tintite pentru prevenirea sau atenuarea progresiei BVA.

Capitolul 4 numit - Analiza bioinformatici a comunicirii dintre celulele
valvulare intr-un model de soarece deficient in Apoe - a avut ca obiectiv principal
determinarea unor mediatori ai comunicarii intercelulare care pot sa induca modificarea
elementelor de MEC observate in celulele interstitiale valvulare, celulele predominante in
tesutul valvular, intr-un model de soarece ApoE™"".

Acest capitol abordeaza metode de analizad bioinformatica a unor date de secventiere
de noud generatie la nivel unicelular (scRNA-seq) obtinute si publicate Tn 2021 (Lee et al.,
2022). Acest tip de secventiere permite observarea heterogenitatii celulare si totodata
permite explorarea interactiunilor functionale dintre sub-populatiile celulare din valva.

Metodele bioinformatice au presupus procesarea si analiza datelor de sc-RNAseq
utilizdnd pachetul informatic Seurat v4 (Hao et al., 2021) in limbajul de programare R.
Urmatd de o analizd de expresie genicd diferentiala, pentru sub-populatiile de celule
identificate, intre populatiile control si cele provenite de la soareci ApoE .

Analiza datelor de scRNA-seq a demonstrat existenta a 14 populatii de celule

valvulare din care 3 sub-populatii reprezinta celule valvulare interstitiale (Figura 12).



p1+
0 -
SM?
N
o
<
=
=]
B ceﬁs
ells
104 ‘,E
’
v
4
DC lymphoid
-10 0 10
UMAP_1

Figura 12 Proiectia UMAP care surprinde structura datelor de sc-RNAseq si relatia

dintre cele 14 grupuri de celule valvulare.

Dintre aceste grupuri de VIC, o sub-populatie caracterizata printr-o expresie crescuta
a osteopontinei, prezinta modificdri importante ale genelor de MEC in hiperlipidemie, fiind
observata crestrea genelor Collal, Col2al, Col3al, Fnl, Sppl si a inhibitorului de MMP —
Timpl (Figura 13A). O analiza de tip GSEA a tuturor genelor modificate semnificativ in
acest grup (Figura 13B) a aratat cd majoritatea genelor modificate In hiperlipidemie sunt

gene prezente In spatiul extracelular si sunt implicate n organizarea fibrelor de colagen sau

a matricei extracelulare.
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Figura 13 A. Analiza diferentiala a expresiei genelor din VIC Sppl™ intre conditia
Apoe™’ si control. In volcano plot, gri defineste genele nemodificate; albastru - genele care
trec de pragul valorii p; verde — genele care trec pragul Log2FC dar nu i pe cel al valorii
p, iar genele rosii sunt genele semnificativ modificate care indeplinesc ambele conditii.
Pragul de semnificatie a fost de p<I10"-5 si Log2FC= 1,8, iar testul statistic folosit a fost
Wilcoxon rank sum. B. Cele mai imbogatite seturi de gene pentru VIC Sppl™ modificate

semnificativ in conditia Apoe™’, ordonate dupd scorul normalizat de imbogdtire (NES).

Pentru a observa ce mediatori ai comunicarii intercelulare valvulare pot determina
modificarile observate in grupul de VIC Sppl™ am utilizat 0 metodd computationald de
modelare a comunicarii intercelulare utilizand pachetul informatic NicheNet (Browaeys et
al., 2020). Acest pachet integreaza informatiile experimentale de sc-RNAseq cu baze de date
care contin informatii despre interactiunile ligand-receptor, semnalizare intracelulard si
reglarea transcrierii, ceea ce permite evidentierea unor noi mediatori ai semnalizdrii si a
comunicdrii inter-celulare in procesele patologice.

Aceastd analizd sumarizatd in Figura 14 a stabilit o serie de potentiali liganzi cu

potential reglator pentru acest cluster VIC Spp1™.
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Liganzii cu cel mai mare potential reglator sunt reprezentati de IL-1P3, FGF-2, TGF-
1, BMP-4 si CSF2 (Figura 15). Dintre liganzii identificati, TGF- Bl este exprimat in
principal de VIC dar si de macrofagele CD11c+, BMP-4 este exprimat in principal de
celulele valvulare endoteliale, iar IL-1f este exprimat de celulele dendritice si macrofagele
Cd11c+, iar macrofagele proinflamatoare pot comunica si induce modificari in VIC Sppl+
prin secretia de I11b, Lgals3, Tgf-B1. Dintre acestea atat Lgals3 cat si I11b prezinta o crestere

a expresiei in hiperlipidemie.

_l
04 3 T
® O W350 @ a8=%a
o 2FwsS 5 gl T Oy
s 4% $3ERINGESSTEe |
% 235 gl Y £ &
%, 2 Sl TR
,}d ® ~' WQ\Q@ 6’3\ N
&, % \g L NI
A @/O)oo@ o ’ L/ S &
“29 9@“9 ‘ ’ Q“\ o
& ¥ NS
S O'Of ~ QCD b:{\'bq’
A 9(‘; . "Q GQRG
&3 & LT
A, & @
. {932 Seﬂj\f\
la2 i A
dlimg 2
Mmp3 = w9,
P3 my Timp
- 2
Mafr 5 Co\;,ac‘
lcam1 my : E\g ni
Hif1a = | ybe
Hoegf [ |
|
Fof2 ‘ f; Bmp4
00023‘
C2 /
%)
CEEN ;
e'(\\'? o /
60\'5 \\ /
v
\ //
N £ S Legend
<3 \““*-—M‘H g O VEC1_specific
— e O General
E ApoE-DE

Figura 15 Reprezentarea grafica circulara a liganzilor cu cel mai puternic potential
reglator si genele lor tinta. In partea de jos marcati cu albastru sunt liganzii (Tgfbl, Csfl,
Fgf2 si Il1b) care nu sunt exprimati doar de un singur tip celular specific; cu roz este marcat
Bmp4 care este exprimat doar in grupul VEC; iar in partea de sus a graficului si marcat cu

portocaliu sunt reprezentate genele tinta pentru fiecare ligand.



in concluzie, aceasti lucrare aduce contributii semnificative pentru intelegerea
modificarilor patologice ale matricei extracelulare, care survin in contextul aterosclerozei si
a BVA, utilizand tehnici de cercetare complexe.

In primul capitol am evidentiat noi mecanisme prin care comunicarea dintre celulele
musculare netede si macrofage poate influenta evolutia ateromului cétre o placa vulnerabila
prin amplificarea inflamatiei determinatd de cresterea mediatorilor inflamatorii: G-CSF,
GM-CSF, ICAM-1, IL-6, CCL5 si MIP-1B. Am ardatat si cd aceastd inflamatie este
dependentd de activarea inflamazomului NLRP3 si a cdii de semnalizare ERK/MAPK.

in cel de-al doilea capitol am urmdrit efectul glucozei crescute in amplificarea
remodelarii matriceale si am demonstrat ca expresia si activitatea enzimelor de remodelare
a matricei extracelulare: MMP-3, -8, -1 si -9 este crescutd in conditii de glucoza crescuta iar
aceste modificari sunt modulate de semnalizarea prin prin PKCa si de semnalizarea prin
receptorul CCR2.

In cel de-al treilea capitol am identificat modificari ale matricei extracelulare
valvulare intr-un model de soarece Apoe”’~ diabetic la o perioada scurti de 4 si 7 zile de la
declansarea diabetului, inainte de fibroza si calcificarea valvei. Utilizdnd acest model
experimental am aratat cd expresia fibronectinei si a metaloproteazelor MMP-2 si -9 este
crescutd la acesti soareco iar aceste modificari se coreleaza pozitiv cu parametrii plasmatici
si functionali ai valvei. Dorind sd investighez modificarile induse de diabet la nivel celular,
experimentele din capitolul 3 au fost continuate pe un model de studiu in vitro tri-
dimensional cu VIC la interior si VEC la exterior care a fost mentinut in glucoza crescuta
timp de 7 si 14 zile. Rezultatele obtinute pe acest model au aratat cd glucoza crescuta
determind modificari ale expresiei genice de laminind gamma, collagen de tip III, a
enzimelor MMP-1 si MMP-13 si a subunitatilor integrinice B3 si B5 in VIC, iar in VEC
creste expresia genica a subunitatilor integrinice o4, aV si f.

Cel de-al patrulea capitol a presupus o analiza complexa a unor date de secventiere a
ARN la nivel unicelular a valvei aortice provenite de la soareci C57BL/6]J si Apoe ™. Prin
aceastd analizd am identificat existenta unei sub-populatii de VIC care sufera modificari
semnificative ale genelor MEC in hiperlipidemie. Modelarea bioinformaticd a comunicarii
intercelulare in valva a aratat ca aceste modificari pot fi mediate de: IL-13, FGF-2, TGF- B1,
BMP-4 si CSF2.

Investigarea modificarilor MEC induse si de efectul diabetului, surprinde un

domeniu de studiu in care contributiile stiintifice sunt Inca reduse.



Datele prezentului studiu reprezintd un avans important in acest domeniu furnizand
perspective noi privind modalitatea prin care remodelarea MEC afecteaza progresia BVA si
a leziunilor aterosclerotice. In plus, aceste date pot ajuta la dezvoltarea de abordari
terapeutice noi, centrate pe tintirea comunicarii intercelulare si ameliorarea remodelarii

patologice a MEC.
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