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Introducere si obiectivele generale ale tezei de doctorat

Bolile cardiovasculare (BCV) reprezinta principala cauza de mortalitate la nivel global, cu
peste 18.6 milioane de victime anual. Dintre acestea, mai mult de 80% se datoreaza bolii
cardiace ischemice si bolii cerebrovasculare. Desi programele de informare a populatiei cu
privire la factorii de risc si preventie se bucura de succes, incidenta si raspandirea acestor
patologii sunt In continud crestere (Roth et al., 2018). Povara bolilor cardiovasculare se
resimte nu doar in calitatea vietii cetatenilor ci si la nivel economic, avand in vedere ca numai
in anul 2015 BCV au costat Uniunea Europeana peste 210 miliarde de euro (Elizabeth

Wilkins, 2017).

Conform datelor Eurostat, in Romania aproximativ 58% dintre decesele inregistrate in anul
2016 s-au datorat BCV, cu o mai mare incidenta in randul femeilor (64.9%) decat in cazul
barbatilor (51.6%). Factorul de risc medical cel mai raspandit este in prezent considerat a fi
presiunea sistolica crescutd, in timp ce alimentatia necorespunzatoare reprezintda factorul
comportamental principal asociat cu mortalitatea datoratd BCV. Conform perspectivei
medicale conventionale, fiziopatologia bolii ischemice cardiace este una multifactoriala,
avand la baza disfunctia microvasculaturii coronariene, vasoconstrictia severa, procese
inflamatorii si/sau aterogene. Intr-adevar, desi instalarea treptati a ischemiei este favorizata
de procesele tipice Tmbatranirii, atentia medicald se Indreaptd cel mai adesea catre boala
aterosclerotica si ocluzia arterelor coronare, aceasta culminand cu manifestarea infarctului

miocardic acut (Elizabeth Wilkins, 2017; Severino et al., 2020).

Lezarea ischemicd a miocardului se traduce in pierderea contractilitatii cardiomiocitelor si
disfunctia mecanica, ducand in timp la insuficienta cardiaca. Considerdnd ca inima are o
capacitate de regenerare neglijabila, cu un turn-over anual de doar 1-2% al cardiomiocitelor,
sunt de dorit strategii care sa inducd regenerarea si recuperarea functionald a cordului
(Hashimoto et al., 2018; Turner et al., 2020). Pana in prezent capacitatea redusd de
regenerare a cardiomiocitelor a fost abordatd din multiple directii, una dintre cele mai
promitatoare cai fiind terapia celulard. Aceasta presupune administrarea directa de celule vii
unui pacient, cel mai adesea prin injectare, cu scopul de a obtine un efect terapeutic. Printre
mecanismele benefice care pot fi declansate cu ajutorul terapiei celulare se numara
regenerarea tisulara, restabilirea unor functii biologice compromise si cresterea capacitatii
corpului de a combate infectii (Wang et al., 2021). Numeroase studii preclinice au consolidat

potentialul terapiei celulare in procesul de recuperare miocardica post-infarct, fapt ce a



accelerat tranzitia catre testele clinice. Totusi, pana in prezent rezultatele studiilor clinice au
sugerat ca grefarea ineficienta a celulelor transplantate la situsul lezat este un neajuns
considerabil al terapiilor cu celule vii, acest lucru limitand in timp efectele benefice induse
de celulele administrate (Ferndndez-Avilés et al., 2017; Pittenger et al., 2019). Din acest
motiv, nevoia de a dezvolta o terapie eficientd ramane de actualitate si reprezinta tinta multor
abordari biomedicale inovative. Acestea se inscriu in sfera ingineriei tisulare si utilizeaza
celule, biomateriale precum si arhitecturi complexe obtinute prin tehnologia printarii 3D.
Cel mai probabil, prin progresul acestor domenii distincte se vor putea contura noi solutii

pentru tratamentul afectiunilor cardiovasculare.

Dat fiind impactul infarctului miocardic asupra populatiei globale, lucrarea de fatd si-a
propus dezvoltarea unei strategii celulare pentru a facilita recuperarea cardiaca post-infarct.
Ipoteza principala care a stat la baza cercetarilor a fost ca administrarea simultana a doua
tipuri celulare, remarcate individual pentru proprietétile lor reparatoare, poate produce efecte

benefice superioare mono-terapiilor.

De asemenea, in incercarea de a dezvolta pe viitor o structura 3D compatibila cu incapsularea
celulard, am optimizat formularea unui hidrogel care sa poata fi aplicat ulterior in ingineria

tisulara.

Structura tezei de doctorat

Lucrarea este structuratd in doud parti: prima dintre acestea, intitulatd ,,Stadiul actual al
cunostintelor”, descrie aspecte recente referitoare la bolile cardiovasculare, infarctul
miocardic si terapia celulara, cu accent pe celulele stromale mezenchimale (MSC) si celulele
formatoare de colonii endoteliale (ECFC), acestea reprezentand cele doua tipuri celulare
utilizate in partea experimentald. De asemenea, sunt expuse pe larg conceptele esentiale din

domeniul ingineriei tisulare si al hidrogelurilor.

Cea de-a doua parte a tezei cuprinde contributii originale si este Tmpartitd in doua studii

majore.

Primul studiu, intitulat “Terapia celulard combinati amelioreazid recuperarea
miocardica dupa infarct prin modularea reciproca a functiilor MSC si ECFC” a
investigat potentialul terapeutic al celulelor mezenchimale stromale in prezenta celulelor

formatoare de colonii endoteliale. Acest prim studiu a avut doud obiective principale:



1. Evaluarea eficientei dublului transplant MSCH+ECFC comparativ cu mono-
transplantul MSC in a restabili functia cardiaca la soarecii cu infarct miocardic indus;

2. Investigarea mecanismelor moleculare prin care ECFC moduleaza MSC si viceversa.

Pentru a indeplini obiectivele acestui studiu am utilizat atat modele experimentale in vitro
cat si un model animal de infarct miocardic, realizat pe soareci. Experimentele au presupus
tehnici de biochimie precum ELISA si Western blotting, tehnici de biologie moleculara
precum qRT-PCR, studii pe culturi de celule si caracterizarea acestora prin citometrie in
flux. Descrierea amdanuntitd a protocoalelor poate fi regdsita n sectiunea ,,Materiale si

metode” aferentd acestui capitol al tezei de doctorat.
Rezultatele originale obtinute in acest studiu au demonstrat ca:

» Dublul transplant de MSC si ECFC imbunatateste functia cardiaca dupa infarctul
miocardic, comparativ cu terapia bazatd doar pe MSC;

» Terapia celulara duala (MSC+ECFC) promoveaza expresia Conexinei 43 si a
Integrinei alpha5 in inimile infarctizate, sugerand o integrare superioara a celulelor
in matricea extracelulara;

» MSC si ECFC prezinta profiluri secretorii distincte, cu efect angiogen;

» Interactiunea cu ECFC induce in MSC expresia receptorului la fibronectina, indicand
o abilitate Tmbunatatita a celulelor co-transplantate de a se grefa in tesutul gazda;

» Contactul direct intre MSC si ECFC moduleaza activitatea lor secretoare, in special
la nivelul factorilor de crestere si al citokinelor implicate in angiogeneza, in

organizarea matrixului extracelular si in raspunsul inflamator.

Aceste rezultate dovedesc eficienta unei abordari duale in ceea ce priveste terapia celulard a
miocardului post-infarct, prin modularea reciproca a proprietatilor benefice caracteristice
fiecarui tip celular utilizat. Aceastd concluzie confirmd ipoteza initiald, anume aceea ca
utilizarea simultand a MSC si ECFC, recunoscute individual pentru potentialul lor reparator,

are efecte benefice superioare mono-terapiei bazata pe MSC.

Datele originale, cuprinse in primul studiu al prezentei teze de doctorat, s-au concretizat in
articolul intitulat ,,Dual Stem Cell Therapy Improves the Myocardial Recovery Post-
Infarction through Reciprocal Modulation of Cell Functions”, autori S. Popescu, M.B. Preda,
C.I. Marinescu, M. Simionescu, A. Burlacu., publicat in revista International Journal of
Molecular Sciences. 2021 May 26;22(11):5631. doi: 10.3390/ijms22115631. (Factor de
impact: 5.92, Q1). Articolul a fost premiat in anul 2021 de catre UEFISCDI.
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Cel de-al doilea studiu cuprins in sectiunea ,,Contributii originale” a tezei de doctorat este
intitulat ,,Obtinerea si testarea unei matrici citocompatibile pentru incapsulare
celulara” si a avut ca obiectiv includerea celulelor mezenchimale stromale in structura 3D
a unui hidrogel foto-polimerizabil, acesta avand aplicabilitate biomedicala. Acest studiu a
fost efectuat in cadrul unui stagiu de cercetare Fulbright, in Departamentul de Inginerie

Chimica si Biomoleculara al Universitatii din California, Los Angeles.

Pentru a realiza acest obiectiv am folosit metode chimice de sintezd si polimerizare a
hidrogelului, teste mecanice pentru caracterizarea proprietitilor acestuia precum si
experimente pe culturi de celule pentru a valida cito-compatibilitatea matricei obtinute.
Detaliile specifice acestor experimente pot fi regasite in sectiunea ,,Materiale si metode”

aferenta acestui capitol al tezei de doctorat.
Rezultatele obtinute 1n acest studiu au aratat ca:

» Functionalizarea gelatinei cu grupari metacril permite foto-polimerizarea
hidrogelului intr-un proces controlat din exterior si dependent de expunerea la
lumina;

» Durata foto-polimerizarii determina proprietatile mecanice ale hidrogelului, intr-o
relatie de proportionalitate directa;

» Hidrogelul obtinut este stabil din punct de vedere al degradarii in conditii apoase;

» Foto-polimerizarea hidrogelului in contact cu pielea determina adeziunea pe aceasta,
un parametru important pentru aplicabilitatea in vivo a biomaterialelor;

» Hidrogelul obtinut este 1nalt citocompatibil iar celulele incapsulate in acesta au o
viabilitate Tnalta pe parcursul primelor 5 zile de incapsulare;

» Structura internd a hidrogelului permite diseminarea celulelor in interiorul acestuia,

o proprietate esentiald a matricilor utilizate in incapsulare celulara.

Datele originale cuprinse in acest studiu fac parte dintr-un articol in curs de publicare in

colaborare.

In concluzie, rezultatele originale obtinute in prezenta teza de doctorat indica o eficient in
vivo superioara a terapiei celulare duale MSC+ECFC comparativ cu mono-terapia bazata pe

MSC. Mai mult decat atat, datele indica o reglare reciproca a celor doua tipuri celulare, cu



efectul ultim de stimulare a abilitatii de grefare a MSC precum si a proceselor reparatoare
individuale. Rezultatele obtinute in cel de-al doilea studiu demonstreazd versatilitatea
hidrogelului foto-polimerizat si compatibilitatea acestuia cu Incapsularea MSC, indicand

aplicabilitatea sa biomedicala.

Aceste studii confirma si extind potentialul urias al terapiilor celulare in medicina

regenerativa si impactul pe care l-ar putea avea in lupta contra bolilor cardiovasculare.

Perspective

In momentul actual existd o nevoie considerabild de solutii terapeutice care sd reverseze
efectele dramatice ale infarctului miocardic asupra arhitecturii si functiei cardiace, incetinind
astfel tranzitia catre insuficienta cardiacd. Cu obiectivul principal de a contribui la
regenerarea cardiacd, in ultimii ani s-au finregistrat progrese semnificative atat in

biomedicina cat si Tn domenii aparent Indepartate.

Printr-o abordare interdisciplinara, imi propun continuarea studiului privind terapia celulara
duala MSC+ECFC si reunirea acesteia cu hidrogelul optimizat in cea de-a doua parte a tezei.
Astfel, va fi posibila testarea celulelor administrate in vivo sub forma incapsulata, ca patch,
comparativ cu injectia clasica de suspensie celulara si determinarea metodei de livrare
optime. De asemenea, anticipez experimente de incapsulare in vitro utilizand MSC si ECFC
care sd puna in evidentd nu doar abilitatile secretorii ale celor doua tipuri celulare, dar si

capacitatea acestora de a se dispune in structuri asemandtoare tesuturilor native.

Asemenea rezultate vor putea stabili daca administrarea celulelor intr-un suport 3D protector

este suficient de avantajoasa pentru a putea prelungi in timp eficienta terapiilor celulare.
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