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Introducere 

 

Bolile cardiovasculare reprezintă principala cauză de mortalitate în țările dezvoltate 

(Organization, 9 December 2020) acestea se mențin în topul acestei statistici datorită 

expunerii tot mai frecvente a omului modern la factorii de risc pentru bolile cardiovasculare. 

Acești factori de risc includ: fumatul, dieta nesănătoasă, lipsa activității fizice, 

hiperlipidemia, hipertensiunea, expunerea la poluare, consumul de alcool, obezitatea și nu 

în ultimul rând diabetul. Diabetul zaharat este cel mai răspândit sindrom metabolic și 

complicațiile asociate cu acesta sunt majoritar macro- și micro-vasculare conducând la 

nefropatie, retinopatie și neuropatie ca urmare a accelerării procesului aterosclerotic.  

Bolile cardiovasculare cuprind un număr mare de patologii printre care: insuficiența 

cardiacă, valvulopatiile cardiace și aritmiile, boala cardiacă reumatică (leziuni ale 

miocardului și valvelor cardiace cauzate de infecția cu Streptococcus pyogenes), 

malformațiile cardiace congenitale, tromboza venoasă profundă cu propria sa complicație, 

embolia pulmonară și nu în ultimul rând ateroscleroza care prezintă două complicații majore, 

infarctul miocardic și accidentul vascular cerebral ischemic (Thiriet, 2018). 

Ateroscleroza este cea mai importantă patologie subiacentă bolii arteriale coronare, 

bolii arteriale periferice și a bolilor cerebrovasculare. Fiind o boală a arterelor mari și medii, 

ateroscleroza presupune acumularea în spațiul subendotelial a lipoproteinelor, în special a 

lipoproteinelor de densitate mică (LDL), a celulelor imune, dar și a celulelor musculare 

netede (CMN), acumulare care în timp formează plăci ocluzive care la rândul lor determină 

stenoza arterială. CMN pe parcursul dezvoltării aterosclerozei produc o serie de proteine de 

matrice extracelulare (MEC) cum ar fi colagen, elastină, dar și porteoglicani și glicozamino 

glicani, care contribuie la îngroșarea spațiului sub-intimal dar și la menținerea unui cap 

fibros. Pe măsură ce placa avansează CMN pot suferi o metaplazie în celule spumoase care 

înglobează LDL, suferă apoptoză, iar acest conglomerat de resturi celulare împreună cu 

deficiență a eferocitozei de către macrofage (MØ), conduce la formarea unui miez necrotic. 

Toți acești factori determină în același timp și creșterea și cronicizarea inflamației și astfel a 

recrutării macrofagelor care secretă o serie de metaloproteinaze matriceale (MMP) cu rol în 

degradarea MEC, ceea ce determină o subțiere a capului fibros și determină o predispoziție 

la rupere a acestuia. Astfel, dacă acumularea inițială de LDL și formarea capului fibros duc 

la îngustarea arterelor care restricționează fluxul sangvin determinând ischemie și hipoxie 

tisulară (Wolf and Ley, 2019), ruperea capului fibros determină formarea de trombi care pot 



bloca complet arterele determinând în cazul arterelor coronare, infarctul de miocard, iar în 

cazul arterelor cerebrale, atacul vascular cerebral. 

O altă boală cardiovasculară care afectează un număr tot mai însemnat de oameni 

este boala valvei aortice (BVA) (Coffey et al., 2021). Valva aortică este una dintre cele 4 

valve care controlează fluxul sangvin în inimă, ea separă ventriculul stâng de aortă. Bolile 

care afectează această valvă afectează circulația sângelui și se împart în două categorii: 

stenoza aortică - boală care îngustează orificiul valvular, îngreunând fluxul sangvin și 

insuficiența (regurgitarea aortică) – boală care determină o închidere incompletă a valvei în 

diastolă. Cea mai frecventă afecțiune a valvei aortice este stenoza aortică determinată de 

calcificarea valvei, afecțiune denumită în continuare boala valvei aortice (BVA). Ea este 

caracterizată de îngroșarea, fibroza și mineralizarea cuspelor aortice. Analiza foițelor aortice 

a arătat că mineralizarea distrofică și tranziția osteogenică a celulelor valvulare interstițiale 

(VIC) apar concomitent cu neovascularizarea, microhemoragia și producția anormală de 

matrice extracelulară (Moncla et al., 2023). Factorii de risc pentru BVA pot fi împărțiți în 

două categorii, factori de risc care nu pot fi modificați, si anume: vârsta și morfologia 

bicuspidă congenitală a valvei aortice și factori de risc care pot fi ameliorați ca: tensiunea 

arterială crescută, nivelul de colesterol din plasmă și prezența obezității și a diabetului 

zaharat. Interacțiuni complexe între celulele endoteliale și interstițiale ale valvei și celulele 

imune promovează remodelarea valvei aortice și dezvoltarea BVA. Deoarece, până în 

prezent nici un tratament medical nu a fost eficient în reducerea sau prevenirea progresiei 

BVA, studiile care au ca scop identificarea unor posibile ținte terapeutice sunt deosebit de 

importante.  

Impactul bolilor cardiovasculare este în creștere și datorită ratei de creștere a 

obezității și a diabetului. Diabetul este cea mai răspândită boala metabolică, iar povara sa 

medicală și socio-economică este dată de complicațiile asociate, în special la nivel 

macrovascular și microvascular. Acestea conduc la retinopatie, neuropatie și nefropatie, ca 

urmare a accelerării aterogenezei. S-a demonstrat anterior că ambele tipuri de diabet zaharat 

pot induce dezvoltarea aterosclerozei sau accelerează și mai mult progresia acesteia 

(Katakami, 2018). Nivelul crescut de glucoză, dislipidemia dar și alte modificări metabolice 

care însoțesc diabetul sunt strâns legate de patogeneza aterosclerozei. Iar inflamația cronică 

este prezentă încă de la primele stadii ale inițierii diabetului și este considerată în prezent ca 

unul dintre factorii cheie în dezvoltarea aterosclerozei (Wolf and Ley, 2019). 

În patologia aterosclerozei și a BVA apar transformări semnificative ale matricei 

extracelulare. Matricea extracelulară asigură un cadru vital pentru țesutul vascular și 



valvular, având rolul unui schelet ce susține organizarea și homeostazia celulelor. MEC este 

un ansamblu complex de macromolecule, având impact asupra comportamentului celulelor, 

promovând diferențierea, migrarea și proliferarea prin intermediul interacțiunilor specifice 

dintre celule și matrice. Mai mult, MEC ajută și la comunicarea intercelulară, are un rol 

important în motilitatea, dezvoltarea celulară și repararea țesuturilor lezate, de asemenea 

acționează și ca un depozit de factori de creștere și molecule bio-active care pot fi eliberate 

(Silva et al., 2020).  

În acest context, studiu de față pornește de la ipoteza că inflamația și comunicarea 

dintre celulele imune și celulele rezidente vasculare (CMN) și valvulare (VIC) poate 

conduce la modificări patologice ale MEC prin mecanisme celulare și moleculare specifice, 

iar această remodelare patologică este accelerată în ateroscleroza în condiții de diabet.  

Lucrarea de față a fost structurată în două părți principale, o primă secțiune denumită 

„Stadiul actual al cunoașterii” care explorează literatura existentă privind ateroscleroza, 

boala valvulară aortică, diabet și impactul acestor patologii asupra matricei extracelulare. 

Obiectivul principal al tezei a fost reprezentat de investigarea mecanismelor 

celulare și moleculare a remodelării MEC în ateroscleroză și a BVA în contextul diabetului. 

Rezultatele originale obținute sunt prezentate în a doua secțiune a lucrării, denumită 

„Contribuții originale” care este structurată în 4 capitole.  

 

 

Contribuții originale  

 

Capitolul 1 - “Comunicarea dintre celulele musculare netede şi macrofage 

accelerează evoluția plăcii aterosclerotice către placă vulnerabilă și ruperea plăcii prin 

inducerea mediatorilor inflamatorii” - a vizat investigarea comunicării patologice dintre 

CMN și MØ în contextul aterosclerozei.  

Contextul patologic al aterosclerozei surprinde o interacțiune între CMN și 

macrofage care nu este de obicei întâlnită în condiții de homeostazie vasculară. CMN sunt 

rare în intima arterială și sunt prezente în principal în media arterelor mari de unde migrează 

către zone unde există infiltrări de LDL și inflamație locală. În aceste zone, ele 

interacționează cu macrofagele recrutate din circulație în spațiul sub-endotelial și suferă 

modificări fenotipice care favorizează evoluția aterosclerozei. Ca răspuns la semnalele din 

micromediul vascular, MØ suferă un proces de polarizare spre macrofage proinflamatoare 



(M1) sau anti-inflamatoare (M2) şi induc un fenotip pro-aterogenic în CMN vasculare (Butoi 

et al., 2011). De asemenea, fenotipul CMN poate influenţa balanţa dintre populaţiile de 

macrofage M1 sau M2, determinând astfel progresia plăcii aterosclerotice. În placa 

aterosclerotică, MØ şi CMN pot interacţiona direct - prin molecule exprimate pe suprafaţa 

celulară (ICAM-1, VCAM-1 şi CX3CL1) şi receptorii lor - sau indirect, prin factori solubili 

(chemokine şi citokine), care pot modifica fenotipul ambelor tipuri celulare, influenţând 

astfel evoluţia leziunii aterosclerotice (Manduteanu and Simionescu, 2012).  

Anterior, grupul nostru a demonstrat inducerea expresiei unui număr mare de 

citokine și chemokine în macrofage în urma interacției cu CMN, aceşti mediatori inflamatori 

amplificând chemotaxia monocitelor (Tucureanu et al., 2016). De asemenea, grupul nostru 

a arătat că interacția dintre MØ și CMN afectează expresia colagenului I și III, crește sinteza 

metaloproteazei MMP-9 și promovează angiogeneza, caracteristici care pot contribui la 

vulnerabilitatea plăcii (Butoi et al., 2016).  

În studiul de faţă, pentru a investiga contribuţia comunicării dintre macrofage şi 

CMN în agravarea leziunii aterosclerotice, am investigat mediatorii inflamatori induşi de 

interacţia CMN-MØ, modificarea fenotipică a CMN în urma interacţiei celulare şi căile de 

semnalizare implicate în comunicarea dintre CMN-MØ. 

Modelul experimental folosit în acest capitol a fost un model in vitro care a presupus 

o cameră dublă Boyden cu macrofage diferențiate, în camera superioră, pe un insert cu pori 

de 4 μm și CMN însămânțate în camera de jos. Metodele de studiu au inclus tehnici de 

western blot (WB), teste imunosorbent legat de enzime (ELISA), protein array și reacția 

cantitativă de polimerizare în lanț în timp real (qPCR).  

Rezultatele acestui capitol au arătat că interacția indirectă a CMN cu macrofagele 

induce secreția de mediatori inflamatori precum: G-CSF, GM-CSF, ICAM-1, IL-6, CCL5. 

Interacţia dintre CMN-MØ modifică fenotipul normal al CMN (Figura 1) prin 

scăderea α-SMA, ceea ce poate determina o scădere a capacității contractile. Totuși fenotipul 

CMN nu este unul pro-osteoblastic deoarece nivelul de osteopontină este și el scăzut în 

interacție.  



 

Figura 1 Expresia genică a markerilor fenotipici ai CMN este scăzută în urma 

interacţiei cu MØ. Expresia genică a αSMA (A), osteopontinei (OPN) (B) şi CD36 (C) a fost 

determinată prin RealTime PCR în CMN interacţionate cu MØ (ՈCMN) sau CMN control.  

Interacţia CMN-MØ induce expresia citokinei IL-6 (Figura 2) şi a chemokinei CCL5 

(Figura 3) în CMN, molecule cu rol important în progresia plăcii aterosclerotice. 

 

Figura 2 Secreţia şi expresia IL-6 este crescută în CMN în urma interacţiei cu 

macrofagele. 

Se cunoaşte faptul că migrarea CMN în intima peretelui vascular este ghidată de 

chemokinele secretate de celulele imune şi rezidente în placa aterosclerotică (Tedgui and 

Mallat, 2006). CCL5 (RANTES) este o chemokină cu rol esenţial în procesul inflamator, 

prin recrutarea celulelor imune la locul inflamaţiei. Expresia CCL5 este crescută în celulele 

peretelui vascular iar blocarea legării CCL5 la receptorul său (CCR5) a arătat o reducere a 

formării plăcii aterosclerotice şi prevenirea progresiei leziunilor aterosclerotice la şoareci 

(Liu et al., 2012). 



 

Figura 3 Secreţia şi expresia CCL5 este crescută în CMN în urma interacţiei cu 

macrofagele. 

Activarea căilor de semnalizare MAPK (protein kinaze activate de mitogen) a fost 

demonstrată în ateroscleroză, fiind cunoscut faptul că ERK1/2, JNK şi p38 MAPK sunt 

activate în CMN implicate în procesul patologic (Pan et al., 2023). Astfel, în CMN 

interacţionate cu MØ, am analizat activarea căilor MAPK prin detecţia formelor fosforilate 

ale ERK1/2, JNK şi p38 prin tehnica Western Blot. Datele noastre au arătat că interacţia 

CMN-MØ induce activarea căii ERK1/2 în CMN după 6 ore de interacţie, demonstrată prin 

creşterea semnificativă (de 2,7 ori) a proteinei fosfo-ERK1/2, raportată la proteina totală 

ERK1/2; după 24 ore de interacţie cu macrofagele, calea ERK nu mai este activată în CMN. 

Caspaza-1 este proteina efector a inflamazomului NLRP3, care clivează proforma 

citokinelor inflamatoare, generând forma lor activată, care este eliberată. În condiţiile 

noastre experimentale, NLRP3 nu este exprimat în CMN control sau interacţionate cu 

macrofage, deşi expresia proteică a IL-1β este semnificativ crescută, ceea ce confirmă datele 

noastre anterioare (Butoi et al., 2016). În schimb, expresia proteică a caspazei-1 este 

semnificativ crescută în CMN interacţionate timp de 24 ore cu macrofage. 

Rezultatele obținute pe MØ în interacţia cu CMN au arătat o creştere a expresiei de 

MIP-1β (Figura 4) care se cunoaște că are un rol important în progresia bolii aterosclerotice 

şi vulnerabilitatea plăcii (Chang and Chen, 2016). 



 

Figura 4 Secreţia şi expresia MIP-1β este crescută în macrofage în urma interacţiei 

cu CMN. 

Ţinând cont de faptul că MIP-1β se gaseşte la un nivel crescut în serul pacienţilor cu 

plăci aterosclerotice avansate şi este un predictor independent al evenimentelor 

cardiovasculare majore (Chang and Chen, 2016), datele noastre sugerează contribuţia 

importantă a comunicării dintre macrofage şi CMN în agravarea leziunii prin creşterea 

expresiei şi secreţiei de MIP-1β. 

Căile de semnalizare activate în MØ în urma comunicării cu CMN sunt reprezentate 

de calea ERK1/2, însă nu se observă și activarea p38 și JNK MAPK. În plus a fost observată 

activarea inflamazomului NLRP3. 

Aceste date contribuie la înţelegerea modului în care comunicarea între CMN şi 

macrofage amplifică procesul inflamator în placa aterosclerotică. 

 

Al doilea capitol intitulat - Diabetul accentuează remodelarea matricei 

extracelulare indusă de comunicarea celulelor musculare netede cu macrofagele - 

evidențiază modularea enzimelor de remodelare a MEC – MMP – induse de comunicarea 

dintre CMN și MØ în condiții de glucoză crescută. 

Rolul CMN în progresia aterosclerozei este complex, însă acesta este considerat în 

principal benefic, prin secreția de elemente de matrice, și în special de colagen de tip I, care 

poate stabiliza placa aterosclerotică formând un cap fibros. Pe de altă parte macrofagele au 

un efect opus, ele secretând o serie de enzime de remodelare a matricei care au un efect pro-

trombotic prin subțierea acestui cap fibros.  

Date obținute pe modele experimentale animale prin analiza histologică a regiunilor 

predispuse la rupere ale plăcii aterosclerotice, au arătat niveluri crescute de MMP-1, MMP-

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



produce în regiunile cu o inflamație crescută în capul fibros. Studii recente au sugerat că 

plăcile aterosclerotice ale pacienților cu diabet de tip II sunt mai predispuse la rupere datorită 

creșterii inflamației vasculare și a răspunsului reparator ineficient (van Diepen et al., 2016, 

Edsfeldt et al., 2014). Totuși, moleculele cheie implicate în progresia plăcii spre o placă 

vulnerabilă la pacienții diabetici nu sunt cunoscute. 

Datele din prezenta lucrare continuă studiile anterioare ale grupului nostru, unde am 

arătat că interacția dintre CMN și MØ produce o serie de molecule inflamatorii cum sunt 

MCP-1 și IL-1β, molecule care determină activarea macrofagelor și o modificare fenotipică 

a CMN caracterizată de expresia crescută a MMP-1, -2 și -9 și scăderea expresiei colagenului 

de tip I și III (Butoi et al., 2016). Silențierea CX3CR1, receptorul pentru fractalkină, a indus 

scăderea nivelului de MMP-9, sugerând implicarea acestuia în comunicarea celulară 

patologică (Butoi et al., 2011). 

Folosind modelul in vitro de co-cultură stabilit anterior, am utilizat metode clasice 

de WB, protein array, qPCR, o metodă de vizualizare a asamblării de colagen dar și 

inhibatori farmacologici sau acid ribonucleic (ARN) de interferență pentru a determina 

contribuţia comunicării dintre macrofage şi CMN în progresia bolii aterosclerotice spre o 

placă vulnerabilă predispusă la ruptură. 

Astfel, rezultatele prezentate în acest capitol au arătat că interacția CMN și MØ 

induce eliberarea în mediul condiţionat a unor proteaze cum sunt: ADAMTS1, MMP-1, 

MMP-3, MMP-9 şi urokinaza. Expresia proteică a MMP-1 și -9 este semnificativ crescută 

în CMN după co-cultură cu MAC umane derivate din monocite proaspăt izolate de la 

pacienți diabetici (ScDM) comparativ cu MAC control (ScCM). Pentru a determina efectul 

co-cultivării CMN cu MAC diabetice sau al concentraţiilor crescute de glucoză (HG) asupra 

MMP-urilor produse de CMN în urma interacţiei, ambele tipuri de MAC derivate de la 

donatori sănătoși (CM) sau de la pacienți diabetici (DM), au fost co-cultivate în condiții 

normale (NG) sau HG cu CMN. Se observă că MMP-9 a fost exprimat în CMN interacţionate 

cu CM în HG comparativ cu NG și de asemenea în CMN co-cultivate cu DM în HG 

comparativ cu NG, sugerând efectul glucozei crescute asupra expresiei MMP-9 (Error! 

Reference source not found.A). În plus, expresia MMP-9 este mai mare în CMN care au 

fost co-cultivate în HG cu DM comparativ cu CM, indicând faptul că MAC diabetice sunt 

responsabile pentru creșterea expresiei MMP-9. În cazul MMP-1, principala cauză a creșterii 

expresiei este concentrația crescută de glucoză, deoarece nu au fost obținute diferențe 

semnificative între expresia MMP-1 în CMN co-cultivate cu CM sau DM atunci când au fost 

expuse la condiții HG (Figura 5). 



 

Figura 5 Expresia proteică a MMP-1 (A) şi MMP-9 (B) în CMN în mediu cu 

concentraţii normale (NG) sau cresute (HG) de glucoză, neinteracţionate (S) sau 

interacţionate (Sc) cu macrofage diferenţiate din monocite izolate de la pacienţi control 

(CM) sau pacienţi diabetici (DM). Expresia proteică a MMP-1 şi MMP-9 a fost normalizată 

la expresia de β-actină, (Macarie et al, 2018, J.Cel.Mol.Med). 

Pentru a evidenția căile de semnalizare implicate în această creștere a enzimelor de 

remodelarea a MEC am realizat silențierea receptorului pentru MCP-1 – Ccr2 și a sub-

unității p65 a NF-kB prin transfectarea CMN cu ARN de interferență înainte de co-cultivarea 

cu MØ. Aceste experimente (Figura 6) au arătat că expresia proteică a MMP-1 și MMP-9 a 

fost semnificativ redusă în CMN în care CCR2 și p65 au fost silenţiate. Nu a fost detectat 

niciun efect asupra expresiei MMP-urilor în CMN transfectate cu siRNA nespecific (control 

negativ). 



 

Figura 6 Efectul silenţierii CCR2 şi p65 în reglarea expresiei MMP-1 şi MMP-9 în 

CMN. Expresia MMP-1 (A) şi MMP-9 (B) a fost determinată prin Western Blot în CMN 

control (S NG), CMN co-cultivate cu MØ în condiţii de glucoză crescută (Sc HG) şi CMN 

silenţiate pentru CCR2 şi p65, interacţionate cu MØ în condiţii de glucoză crescută (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 concentrația crescută de glucoză. Pentru a examina posibila implicare 

a PKC în creșterea expresiei de MMP-1 și MMP-9, am evaluat activarea PKCα în CMN. 

După cum rezultă din experimentele de Western Blot, co-cultura CMN-MØ în condiții de 

glucoză crescută a indus o creștere semnificativă a fosforilării PKCα în CMN. Interesant, 

silențierea p65 sau CCR2 cu siRNA specific a împiedicat activarea PKCα. 

Pentru a evalua dacă PKCα este implicată direct în expresia de MMP-1 și MMP-9, 

co-cultura dintre CMN-MØ a fost realizată în prezența inhibitorului de PKCα, Go 6976 (1 

μmol/L). În acest caz, expresia proteică a ambelor proteaze, MMP-1 și MMP-9, a fost 

semnificativ redusă, sugerând că activarea PKCα este implicată în supraxpresia MMP-1 și 

MMP-9 (Figura 7). 



 

Figura 7 Inhibarea PKCα scade expresia proteică a MMP-1 şi MMP-9 indusă de 

interacţia CMN cu MØ. (A) Evaluarea activării PKCα în CMN control (S NG) comparativ 

cu CMN co-cultivate cu MØ în condiţii de glucoză crescută (Sc HG). Forma fosforilată a 

PKCα este semnificativ crescută în Sc HG. Silenţierea CCR2 sau p65 scade activarea PKCα 

la nivelul controlului. (B) Efectul inhibitorului PKCα (Go 6976) asupra expresiei proteice 

de MMP-1 şi MMP-9 indusă de comunicarea CMN-MØ. (Macarie et al, 2018, 

J.Cel.Mol.Med) 

În continuare, am investigat dacă CMN activate de interacţia cu macrofagele îşi 

păstrează capacitatea de a forma fibrile de colagen, o caracteristică importantă în stabilitatea 

vasculară (Li et al., 2003). Pentru aceasta, colagenul solubilizat şi marcat cu Texas Red a 

fost adăugat în cultura de CMN control sau CMN după interacţia lor cu macrofage în condiţii 

de glucoză normală (NG) sau glucoză crescută (HG). Asamblarea fibrilelor de colagen a fost 

urmărită prin microscopie de fluorescenţă. 

 

Rezultatele au aratat (Figura 8) că după interacţia cu MØ în condiţii normale sau 

crescute de glucoză, CMN îşi scad capacitatea de a asambla monomerii de colagen în fibre, 

comparativ cu CMN neinteracţionate, menţinute în mediu cu concentraţie normală de 

glucoză. Atunci când CMN interacţionate cu MØ în condiţii de glucoză crescută au fost 

preincubate pentru 3 minute cu anticorpi de blocare anti-MMP-1 sau anti-MMP-9, acestea 

şi-au recăpătat capacitatea de a asambla monomerii de colagen. 



 

Figura 8 Formarea fibrelor de colagen de către CMN, din colagen solubil marcat 

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

Rezultatele acestor două capitole au vizat în principal ateroscleroza și au accentuat 

relevența comunicării intercelulare în procesele biologice, dar mai ales în condițiile 

patologice, unde echilibrul acestor interacțiuni poate fi complet dereglat. Astfel, am arătat 

că, macrofagele au un efect pro-inflamator și că CMN pot deveni la rândul lor mediatori ai 

inflamației locale conducând la cronicizarea inflamației. Totodată, concentrațiile crescute de 

glucoză modulează această interacțiune, determinând o secreție crescută a proteazelor 

matriceale și anomalii în procesul de asamblare a colagenului, modificări ce pot favoriza 

dezvoltarea unei plăci aterosclerotice susceptibilă la rupere. 

 

 

Capitolul 3 - Diabetul timpuriu induce remodelarea matricei și modificări 

funcționale în valva aortică într-un model murin de ateroscleroză și într-un model de 

cultură celulară tridimensională - a avut ca obiectiv principal studiul bolii valvei aortice 

și a modificărilor MEC induse de diabetul timpuriu.  

Integritatea structurală a MEC este esențială pentru funcția normală a valvei aortice, 

iar modificări ale acesteia au fost observate în toate stadiile patogenezei BVA. Diabetul 

accelerează evoluția BVA și poate induce modificări ale MEC. Totuși, modificările MEC 

induse de diabet în etapele timpurii ale evoluției BVA nu au fost studiate. 



Acest capitol a abordat două modele experimentale de studiu, unul in vivo reprezentat 

de un șoarece deficient în apolipoproteina E (ApoE), căruia i-a fost indus diabetul prin 

injecții cu streptozotocină și care a fost apoi menținut pe o dietă bogată în colesterol pentru 

inducerea aterosclerozei și a modificărilor la nivelul valvei aortice; și un model in vitro, 

reprezentat de un model tridimensional de co-cultură bazat pe un hidrogel din gelatină 

metacrilată în care au fost înglobate celule valvulare umane și care a fost expus la 

concentrații crescute de glucoză. Metodele folosite în acest capitol au inclus: 

imunofluorescența, izolarea de celule primare valvulare umane, WB și qPCR. 

Rezultatele acestui capitol 3 au arătat că in vivo diabetul experimental induce 

modificări ale elementelor de matrice și a enzimelor de remodelare cum ar fi colagenul 3, 

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

 

Figura 9 Expresia proteică a proteinelor de matrice extracelulară: colagen III și 

fibronectină și a gelatinazelor MMP-2 și MMP-9. În dreapta imaginilor de 

imunofluorescență este analiza statistică a expresiei de MMP-2, -9, colagen III și 

fibronectină în grupurile de șoareci control și diabetici. 

Aceste modificări sunt corelate cu parametrii plasmatici și funcționali ai valvei 

aortice (Figura 10) astfel: nivelul crescut al MMP-9 se corelează pozitiv puternic cu 

parametrii plasmatici precum fetuina, trigliceride, colesterolul total și LDL, cu expresia 

markerului de miofibroblaste – αSMA, cu expresia unei alte metaloproteaze matriceale - 

MMP2 dar și cu parametrii funcționali ai valvei - velocitatea și VTI; fibronectina se asociază 



pozitiv cu MMP-2 și MMP-9 și negativ cu colagenul III iar colagenul de tip III este corelat 

negativ cu αSMA, vimentina, MMP9, LDL și colesterolul total. 

 

Figura 10 Matricea corelațiilor Pearson dintre proteinele de matrice extracelulară, 

markerii de remodelare și parametrii funcționali și plasmatici ai valvei aortice. Valorile 

medii măsurate pentru fiecare grup experimental au fost utilizate pentru realizarea de 

corelații Pearson. Corelațiile pozitive sunt reprezentate prin culoarea albastru, corelațiile 

negative prin culoarea roșu iar paleta de culori din legendă indică coeficentul Pearson (r). 

Corelațiile care nu ating pragul de semnificație statistică (p > 0,05) sunt marcate cu un x 

(modificat după Țucureanu, et al., 2019). 

Pentru a identifica tipul celular afectat de condițiile hiperglicemice și pe cel 

responsabil de modificările observate asupra moleculelor asociate procesului de remodelare, 

studiul a continuat cu analiza efectelor glucozei asupra VEC și VIC într-un model 3D de 

foiță valvulară dezvoltat în laboratorul nostru (Vadana et al., 2020) și trimis spre brevetare. 

Modelul 3D dezvoltat în laboratorul nostru este obținut din hidrogel (gelatină metacrilată) și 



are următoarele avantaje: i) respectă structura foiței valvulare native având VEC la exterior 

și VIC încapsulate în interior, și ii) celulele valvulare crescute în acest model sunt umane, 

ceea ce îi conferă o relevanță deosebită în ceea ce privește rezultatele obținute cu ajutorul 

lui. 

Rezultatele obținute pe acest model au evidențiat modificări celulare specifice ale 

enzimelor de remodelare a MEC (Figura 11A) și ale receptorilor transmembranari care 

realizează legătura dintre celule și MEC (Figura 11B). 

 

Figura 11 A. Expresia genică a MMP-1, -2 și -13 în celulele valvulare (VEC și VIC) 

în modelul 3D expus la concentrații de glucoză normală (NG) sau crescută ( HG) timp de 7 

și 14 zile. B. Expresia genică a subunităților integrinice β3 și β5 în VEC și VIC din modelul 

3D expus la concentrații de glucoză normală (NG) sau crescută (HG) timp de 7 și 14 zile. 

Celulele au fost izolate din construcții 3D după 7 și 14 zile și investigate prin reacția qPCR. 

C. Expresia formelor fosforilate ale PKC în VEC și VIC izolate din modelul 3D de valvă 

aortică. Western blot a fost realizat pe lizatul de celule valvulare izolate din constructul 3D 

după 7 și 14 zile de expunere la glucoză. În comparație cu NG (coloane negre), celulele din 

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

Studii anterioare au arătat că PKC reglează expresia MMP-1, în acest capitol, am 

arătat că forma activă, fosforilată a acesteia este crescută în VIC și VEC din condițiile 

hiperglicemice (Figura 11C). 



Rezultatele din acest capitol contribuie la înțelegerea patologiilor valvulare în 

condiții de diabet timpuriu și pot deschide căi de cercetare pentru dezvoltarea de terapii 

țintite pentru prevenirea sau atenuarea progresiei BVA. 

 

 

Capitolul 4 numit - Analiza bioinformatică a comunicării dintre celulele 

valvulare într-un model de șoarece deficient in Apoe - a avut ca obiectiv principal 

determinarea unor mediatori ai comunicării intercelulare care pot să inducă modificarea 

elementelor de MEC observate în celulele interstițiale valvulare, celulele predominante în 

țesutul valvular, într-un model de șoarece ApoE−/−. 

Acest capitol abordează metode de analiză bioinformatică a unor date de secvențiere 

de nouă generație la nivel unicelular (scRNA-seq) obținute și publicate în 2021 (Lee et al., 

2022). Acest tip de secvențiere permite observarea heterogenității celulare și totodată 

permite explorarea interacțiunilor funcționale dintre sub-populațiile celulare din valvă. 

Metodele bioinformatice au presupus procesarea și analiza datelor de sc-RNAseq 

utilizând pachetul informatic Seurat v4 (Hao et al., 2021) în limbajul de programare R. 

Urmată de o analiză de expresie genică diferențială, pentru sub-populațiile de celule 

identificate, între populațiile control și cele provenite de la șoareci ApoE−/−.  

Analiza datelor de scRNA-seq a demonstrat existența a 14 populații de celule 

valvulare din care 3 sub-populații reprezintă celule valvulare interstițiale (Figura 12). 



 

Figura 12 Proiecția UMAP care surprinde structura datelor de sc-RNAseq și relația 

dintre cele 14 grupuri de celule valvulare. 

Dintre aceste grupuri de VIC, o sub-populație caracterizată printr-o expresie crescută 

a osteopontinei, prezintă modificări importante ale genelor de MEC în hiperlipidemie, fiind 

observată creștrea genelor Col1a1, Col2a1, Col3a1, Fn1, Spp1 și a inhibitorului de MMP – 

Timp1 (Figura 13A). O analiză de tip GSEA a tuturor genelor modificate semnificativ în 

acest grup (Figura 13B) a arătat că majoritatea genelor modificate în hiperlipidemie sunt 

gene prezente în spațiul extracelular și sunt implicate în organizarea fibrelor de colagen sau 

a matricei extracelulare. 



 

Figura 13 A. Analiza diferențială a expresiei genelor din VIC Spp1+ între condiția 

Apoe−/− și control. În volcano plot, gri definește genele nemodificate; albastru - genele care 

trec de pragul valorii p; verde – genele care trec pragul Log2FC dar nu și pe cel al valorii 

p; iar genele roșii sunt genele semnificativ modificate care îndeplinesc ambele condiții. 

Pragul de semnificație a fost de p≤10^-5 și Log2FC= 1,8; iar testul statistic folosit a fost 

Wilcoxon rank sum. B. Cele mai îmbogățite seturi de gene pentru VIC Spp1+ modificate 

semnificativ în condiția Apoe−/−, ordonate după scorul normalizat de îmbogățire (NES). 

Pentru a observa ce mediatori ai comunicării intercelulare valvulare pot determina 

modificările observate în grupul de VIC Spp1+ am utilizat o metodă computațională de 

modelare a comunicării intercelulare utilizând pachetul informatic NicheNet (Browaeys et 

al., 2020). Acest pachet integrează informațiile experimentale de sc-RNAseq cu baze de date 

care conțin informații despre interacțiunile ligand-receptor, semnalizare intracelulară și 

reglarea transcrierii, ceea ce permite evidențierea unor noi mediatori ai semnalizării și a 

comunicării inter-celulare în procesele patologice.  

Această analiză sumarizată în Figura 14 a stabilit o serie de potențiali liganzi cu 

potențial reglator pentru acest cluster VIC Spp1+.  
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Liganzii cu cel mai mare potențial reglator sunt reprezentați de IL-1β, FGF-2, TGF- 

β1, BMP-4 și CSF2 (Figura 15). Dintre liganzii identificați, TGF- β1 este exprimat în 

principal de VIC dar și de macrofagele CD11c+, BMP-4 este exprimat în principal de 

celulele valvulare endoteliale, iar IL-1β este exprimat de celulele dendritice și macrofagele 

Cd11c+, iar macrofagele proinflamatoare pot comunica și induce modificări în VIC Spp1+ 

prin secreția de Il1b, Lgals3, Tgf-β1. Dintre acestea atât Lgals3 cât și Il1b prezintă o creștere 

a expresiei în hiperlipidemie. 

 

Figura 15 Reprezentarea grafică circulară a liganzilor cu cel mai puternic potențial 

reglator și genele lor țintă. În partea de jos marcați cu albastru sunt liganzii (Tgfb1, Csf1, 

Fgf2 și Il1b) care nu sunt exprimați doar de un singur tip celular specific; cu roz este marcat 

Bmp4 care este exprimat doar în grupul VEC; iar în partea de sus a graficului și marcat cu 

portocaliu sunt reprezentate genele țintă pentru fiecare ligand. 

 



În concluzie, această lucrare aduce contribuții semnificative pentru înțelegerea 

modificărilor patologice ale matricei extracelulare, care survin în contextul aterosclerozei și 

a BVA, utilizând tehnici de cercetare complexe.  

În primul capitol am evidențiat noi mecanisme prin care comunicarea dintre celulele 

musculare netede și macrofage poate influența evoluția ateromului către o placă vulnerabilă 

prin amplificarea inflamației determinată de creșterea mediatorilor inflamatorii: G-CSF, 

GM-CSF, ICAM-1, IL-6, CCL5 și  MIP-1β. Am arătat și că această inflamație este 

dependentă de activarea inflamazomului NLRP3 și a căii de semnalizare ERK/MAPK. 

În cel de-al doilea capitol am urmărit efectul glucozei crescute în amplificarea 

remodelării matriceale și am demonstrat că expresia și activitatea enzimelor de remodelare 

a matricei extracelulare: MMP-3, -8, -1 și -9 este crescută în condiții de glucoză crescută iar 

aceste modificări sunt modulate de semnalizarea prin prin PKCα și de semnalizarea prin 

receptorul CCR2. 

În cel de-al treilea capitol am identificat modificări ale matricei extracelulare 

valvulare într-un model de șoarece Apoe−/− diabetic la o perioada scurtă de 4 și 7 zile de la 

declanșarea diabetului, înainte de fibroza și calcificarea valvei. Utilizând acest model 

experimental am arătat că expresia fibronectinei și a metaloproteazelor MMP-2 și -9 este 

crescută la acești șoareco iar aceste modificări se corelează pozitiv cu parametrii plasmatici 

și funcționali ai valvei. Dorind să investighez modificările 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 și VEC la exterior care a fost menținut în glucoză crescută 

timp de 7 și 14 zile. Rezultatele obținute pe acest model au arătat că glucoza crescută 

determină modificări ale expresiei genice de laminină gamma, collagen de tip III, a 

enzimelor MMP-1 și MMP-13 și a subunităților integrinice β3 și β5 în VIC, iar în VEC 

crește expresia genică a subunităților integrinice α4, αV și β. 

Cel de-al patrulea capitol a presupus o analiză complexă a unor date de secvențiere a 

ARN la nivel unicelular a valvei aortice provenite de la șoareci C57BL/6J și Apoe−/−. Prin 

această analiză am identificat existența unei sub-populații de VIC care suferă modificări 

semnificative ale genelor MEC în hiperlipidemie. Modelarea bioinformatică a comunicării 

intercelulare în valvă a arătat că aceste modificări pot fi mediate de: IL-1β, FGF-2, TGF- β1, 

BMP-4 și CSF2. 

Investigarea modificărilor MEC induse și de efectul diabetului, surprinde un 

domeniu de studiu în care contribuțiile științifice sunt încă reduse.  



Datele prezentului studiu reprezintă un avans important în acest domeniu furnizând 

perspective noi privind modalitatea prin care remodelarea MEC afectează progresia BVA și 

a leziunilor aterosclerotice. În plus, aceste date pot ajuta la dezvoltarea de abordări 

terapeutice noi, centrate pe țintirea comunicării intercelulare și ameliorarea remodelării 

patologice a MEC.
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