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INSTITUTUL DE BIOLOGIE SI PATOLOGIE CELULARA UNITATEA EXECUTIVA PENTRU FINANTAREA
,NICOLAE SIMIONESCU” INVATAMANTULUI SUPERIOR, CERCETARII,
DEZVOLTARII SI INOVARII

PD 160 din 25/08/2020
(PN-111-P1-1.1-PD-2019-1234 (acronim FIBROSTEM)
,ROLUL INTERACTIUNII DINTRE CELULELE STROMALE MEZENCHIMALE
SI FIBROBLASTI IN MODULAREA FIBROZEI CARDIACE PRIN
INTERMEDIUL METALOPROTEINAZEI MATRICEALE CD147”

RAPORT STIINTIFIC FINAL
privind implementarea proiectului in perioada 01/09/2020 - 31/08/2022

Tn cadrul proiectului de cercetare PD 160 din 25/08/2020 (acronim FIBROSTEM)) cu titlul:
,,Rolul interactiunii dintre celulele stromale mezenchimale si fibroblasti in modularea fibrozei cardiace
prin intermediul metaloproteinazei matriceale CD147” au fost realizate urmatoarele activitati
planificate in cadrul Etapei cu numarul 2:

Scopul acestui proiect este de a reduce fibroza cardiaca printr-un mecanism celular dependent
de calea de semnalizare FGFR2-CD147; datele obtinute ar ajuta la o mai buna intelegere a proceselor
fiziologice ale fibrozei cardiace in care fibroblastul joaca un rol major. Ipoteza de la care s-a pornit
este aceea ca prin utilizarea celulelor stromale mezenchimale (MSC) ca vectori ai procesului de
reducere a fibrozei, capacitatea fibroblastilor activati (miofibroblasti) sa fie modulata de prezenta MSC
prin schimbarea balantei dintre matrix metaloproteinaze (MMP) si inhibitori de MMP din tesut
(TIMP). Acest proces, presupunem cd, este controlat direct catre prezenta si concentratia CD147
(CD147 sau Basigin) si receptorul de tip 2 pentru factorul de crestere al fibroblastilor (FGFR2). Prin
explorarea acestei noi cai de semnalizare se pot atenua efectele patologice ale fibrozei cardiace.

Obiectivele proiectului sunt:

1. Evaluarea efectului CD147 asupra activitatiit MSC, miofibroblastilor si cardiomiocitelor umane
prin analiza expresiei genice, proteice si functionale a acestora in modele experimentale
bidimensionale cat si tridimensionale.

2. Investigarea capacitdtii MSC sau ale produsilor paracrini ale acestora de a modula functiile si
morfologia tesutului cardiac fibrozat pe model murin folosind calea de actiune FGFR2-CD147.

Pentru intreaga perioada a acestui proiect (Septembrie 2020 - August 2022), ne-am planificat
urmatoarele activitati:

1. Identificarea influentei inhibitorului de FGFR2 asupra activitatii CD147 in fibroblastii cardiaci
umani ntr-un sistem 2D si 3D intr-un mediu fiziologic sau inflamator prin analiza activitatii
balantei MMP/TIMP;
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2. Evaluarea MSC-urilor si efectele factorilor secretati (CD147) asupra functiilor cardiace,
morfologiei si echilibrului MMP-urilor intr-un model in vivo:

Etapa 1- ldentificarea influentei inhibitorului de FGFR2 asupra activititii rhCD147
in fibroblastii cardiaci umani intr-un sistem 2D si 3D intr-un mediu fiziologic sau
inflamator prin analiza activitatii balantei MMP/TIMP

Activitatea 1.1 - Diferentierea si caracterizarea unor cardiomiocite umane derivate din celulele
stromale mezenchimale umane, fibroblasti derivati din celulele stromale ombilicale mezenchimale
umane si macrofage derivate din monocite umane;

I. Design experimental
Pentru determinarea efectului rhCD147 asupra celulelor stromale mezenchimale am utilizat o

linie celulara primard umana caracterizatd anterior. Aceasta linie celulara a fost obtinutd din gelatina
Wharton a cordonului ombilical. Tn toate experimentele s-au utilizat linii celulare ce nu au fost cultivate
mai mult de opt pasaje.

La testarea efectului CD147 asupra MSC s-a folosit proteina recombinantd CD147 la concentratii
de 1, 5 si 10 pg/mL la timpi diferiti (24, 48 si 72 de ore).

Folosind aparatul xCelligence impreuna cu placile speciale dedicate ePlate si CIM-Plate am putut
determina efectul citotoxic al prezentei thCD147 asupra MSC 1in timp real. Totodata am studiat si
influenta acesteia asupra capacitatii de migrare a MSC.

1. Rezultate

« Determinarea ratei proliferarii si a citotoxicitatii MSC stimulate cu rhCD147

MSC au fost cultivate la densitatea celulara de ~7000 celule/godeu pentru fiecare studiu, fiind
analizate in timp real Tn urma stimuldrii cu thCD147; toate experimentele au fost facute in triplicat.
Mediul de cultura utilizat a fost DMEM 1%, la care s-a addugat 10% FBS si 1% antibiotic. Dupd cum
aratam in Figura 1, dupa 70 de ore, rata proliferativa a tuturor celulelor nu este afectata de prezenta
CD147, cu exceptia celor stimulate cu 10 pg/mL. Rezultatele acestor experimente au aratat faptul ca
prezenta thCD147 la o concentratie de 5 pg/mL influenteaza pozitiv rata de proliferare a MSC si, de
asemenea, nu prezintd un efect citotoxic pentru conditiile de cultivare in vitro pentru MSC. Controlul
este reprezentat de cétre celulele nestimulate cu thCD147.

e Determinarea capacitatii de migrare a MSC stimulate cu rhCD147

Analiza raspunsului migrarii MSC la stimularea cu rhCD147 s-a efectuat in timp real prin
intermediul dispozitivului CIM-Plate (ACEA Bioscience, CA, USA) atasat la dispozitivul de citire a
impedantei in timp real (xCelligence) (figura 6). Prin adaugarea de CD147 in mediul celulelor s-a
demonstrat ca celulele au o viteza de migrare mai mare decat cele care nu sunt stimulate cu proteina
recombinanta. S- observat ca prin stimularea MSC cu 5 ug/mL rata de migrare a fost mult imbunatatita
pe o perioada de 96 de ore (Figura 2). Controlul a fost reprezentat de catre celulele nestimulate.
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e Analiza expresie genice a MSC stimulate cu rhCD147
Analiza expresiei genice s-a concentrat pe gene de interes se intrd in cuantumul balantei tipice
dintre MMP-uri si si inhibitorii lor, TIMP. Analiza s-a facut utilizdind metoda qRT-PCR, rezultatele
au evidentiat faptul ca atat concentratia cét si perioada de stimulare a MSC cu thCD147 influenteaza
expresia genelor ce mentin echilibrul MMP-urilor in tesuturi (MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1 si
TIMP-2) (Figura 3). Se observa faptul ca expresia genicdi a MMP-14, MMP-9 si a TIMP-2 este puternic
modificata in MSC stimulate cu thCD147 intr-o maniera dependenta de concentratie si timp.

Etapa 2 - Identificarea influentei inhibitorului de FGFR2 asupra activitatii
rhCD147 in fibroblastii cardiaci umani intr-un sistem 2D si 3D intr-un mediu
fiziologic sau inflamator prin analiza activitatii balantei MMP/TIMP

Activitatea 2.1 - Testarea viabilitatii fibroblastilor cardiaci in urma stimularii cu TGFP si a
transformarii lor in miofibroblasti;

Activitatea 2.2 — Evaluarea expresiei moleculare a MMP si TIMP in miofibroblasti stimulati cu
rhCD147 in prezenta de inhibitor anti FGFR2.

Activitatea 2.3 — Evaluarea activitatii proteolitice a MMP 2 si MMP9 si a concentratiei MMP14 in
mediul de culturd al miofibroblasti stimulati cu rhCD147 in prezenta de inhibitor anti FGFR2.

I. Design experimental:

. / . 24 h | 1h 24 h ;.’x:,éd’.'///v Molecular biology analyze

Ly2874455 > Proteic evaluation

Am folosit fibroblasti cardiaci umani comerciali (CF) care au fost activati timp de 24 de ore cu
TGFp (5nM). Ulterior, miofibroblasti (MyCF) au fost supusi unei stimuldri de 1 ora cu inhibitor pentru
FGFR2-26nM (LY2874455), urmata de stimulare de inca 24 de ore cu Basigin (1 uM-Rh-CD147).
Mediul de cultura si celulele au fost recoltate si au fost supuse activitatii proteolitice respectiv expresiei
genice s1 proteice

Utilizdnd tehnici uzuale de analiza de biologie molecularda (PCR n timp real), masurare a
activitatii proteolitice (zimografie completata si de zimografie inversa) si cuantificare a concentratiei
proteice ( ELISA), am determinat modificarea MMP2, MMP9, MMP14, TIMP-1 si TIMP-2 cu sau
fara prezenta LY2874455 in mediul de cultura al MyCF.

Il. Rezultate
Prin efectuarea activitatilor de mai sus am obtinut urmatoarele rezultate preliminarii:

Rezultatele obtinute In urma Activitatii 2.1:
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- Tn urma acestei activitati am stabilit faptul ci stimularea fibroblastilor cardiaci umani cu diferite de

substante de interes pentru viitoarele experimente sunt viabili 72h in urma stimuldrii cu 26nM
LY2874455 si 1 uM-Rh-CD147

- Tn urma stimularii cu LY2874455 timp de o ord a CF, detectia receptorului de tip 2 pentru FGF a
scazuta cu aproximativ 90%

- Prin stimularea cu 5nM TGF B1 a CF timp de 24 de ore se observa o crestere a proteinei actina de tip
a specifica muschiului neted (aSMA) cu pand la 50 %. Aceastda proteina fiind un marker de
caracterizare pentru fibroblasti activati sau miofibroblasti.

Rezultatele obtinute In urma Activitatii 2.2:

- In urma stimulirii MyCF cu Ly si RhCD147 conform designului mai sus mentionat, expresia genic
a MMP2, MMP14, TIMP1 si TIMP2 a fost semnificativ modificatd. De asemenea, prin prezenta
inhibitorului de FGFR2 s-a demonstrat si ca raportul dintre TIMP si MMP2, MMP9 si MMP14 s-a
modificat. Aceasta fiind o dovada a rolului FGFR2 in modularea expresie genice in cazul MyCF.

Rezultatele obtinute in urma Activitatii 2.3:

- Conform designului mai sus mentionat, stimularea MyCF cu Ly si Rh-CD147 a modificat si
activitatea proteolitica a MMP si TIMP secretate in mediu si concentratia de MMP 14 din acelasi mediu
conditionat.

Etapa 3. - Evaluarea MSC-urilor si efectele factorilor secretati (CD147) asupra
functiilor cardiace, morfologiei si echilibrului MMP-urilor intr-un model in vivo

Activitatea 3.1 - Cuantificarea nivelului seric al MMP-urilor de soarece si al anti-MMP-urilor dupa
administrarea de factori secretati de MSCs sau MSC-uri umane la soareci cu ischemie cardiaca indusa;

Activitatea 3.2 - Masurarea functiilor si structurii cardiace dupa administrarea MSC-urilor si/sau a
factorilor secretati de catre MSC la soarecii imunosupresati cu fibroza cardiaca indusa;

I. Design experimental:
LY2874455 MC-MSC

x } v Masuritori functii cardiace

v" Cuantificare markeri

ANG 11

2 saptamani

—

Pentru a studia efectul inhibitorului de FGFR2 in experimente in vivo de hipertrofie cardiaca
indusa am folosit loturi de soareci C57B16 (masculi) cu varsta mai mare de 8 saptamani. Loturile de
soareci au fost impartite In 4 grupe. Grupurile control au constat in grupuri de soareci fara vreo
interventie, grupuri injectati cu Acid Pluronic F127 (AP-F127), folosit ca agent de eliberare controlata
a medicamentului si un grup de soricei injectati cu AC-F127 si 2,4 mg/kg corp ANG II. Dupa doua
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saptamani de eliberare prelungita a ANG Il conform datelor din literatura si a masuratorilor efectuate
pe lotul de tratament se observa o hipertrofie cardiaca. Categoriile experimentale de soareci folosite in
experiment au constat dintr-un grup de soareci carora li s-a indus hipertrofia cardiaca si care, ulterior,
au fost injectati de doua ori intra peritoneal cu 26 ng/kg corp Ly, un grup cu hipertrofie cardiaca carora
li s-a administrat intra venos in doua doze mediu conditionat concentrat obtinut de la MSC umane si
un grup de soareci cu hipertrofie cardiaca injectati atat cu Ly cat si cu mediu conditionat concentrat
MSC simultan.

Il. Rezultate
Prin efectuarea activitatilor de mai sus am obtinut urmatoarele rezultate preliminarii:

- Rezultatele obtinute In urma Activitatii 3.1:

Analiza cantitativa a nivelului de proteine (MMP2,MMP9, TIMP-1 si TIMP-2) din serul soarecilor
C57blk6 a relevat faptul ca prin prezenta mediului conditionat de la MSC-uri si a inhibitorului
pentru FGFR2 s-a obtinut o crestere/scadere a concentratiei proteinelor de interes.

- Rezultatele obtinute in urma Activitatii 3.2:
- Valorile morfo functionale ale muschiului ventricular sunt direct influentate de catre prezenta
mediului conditionat de la MSC prin cresterea capacitatii fractiei de ejectie si scaderea
grosimii peretelui ventricular.

IV. Diseminarea rezultatelor: Rezultatele obtinute in cadrul proiectului au fost prezentate sub
forma a 2 articole publicate Tn reviste cotate ISI, un articol Tn curs de publicare, doua participari
la conferinte internationale unde am sustinut prezentdri orale cu rezultatele obtinute in cadrul
acestui proiect.

Astfel:
- cele doua articole:
v https://doi.org/10.3390/cells100  -,,Proteomic Analysis of Estrogen-Mediated
Enhancement of Mesenchymal Stem Cell-Induced Angiogenesis In Vivo”
v/ doi:10.1002/2211-5463.13442 -, Fibroblast growth factor receptor-2 modulates the
MMP2 and MMP14/TIMP1 ratio in human cardiac myofibroblasts,,

- titlul celor doui prezentiri orale la conferinte:

e Simpozionul din 4-6 NOVEMBER - THE 42nd ANNIVERSARY SYMPOSIUM OF THE
INSTITUTE OF CELLULAR BIOLOGY AND PATHOLOGY “NICOLAE SIMIONESCU”
held jointly with THE 38th ANNUAL SCIENTIFIC SESSION OF THE ROMANIAN
SOCIETY FOR CELL BIOLOGY. Titlul prezentarii a fost: THE ROLE OF FGFR2
SIGNALING IN MODULATING MMP/TIMP BALANCE IN CARDIAC
MYOFIBROBLASTS

e The Biochemistry Global Summit, 25th IUBMB Congress, 46th FEBS Congress, 15th
PABMB Congress, July 9-14, 2022, Lisbon, Portugal cu titlul: ,,Fibroblast growth factor
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receptor-2 modulates the MMP2 and MMP14/TIMP1 ratio in human cardiac
myofibroblasts,,

- Articol in curs de publicare:

e Cu titlul: ,,Mechanism of dihydrotestosterone stimulated endothelial progenitors
cells in heart tissue,,. Urméand a fi publicat n revista Cells

IV. Concluzii:

. Prezenta in mediul de culturd al celulelor a rhCD147 la concentratii de 1 si respectiv 5
ng/mL este benefica proliferarii celulare si creste capacitatea celulelor de migrare;

. Stimularea MSC cu rhCD147 influenteazd balanta genelor implicate in migrarea si
modelarea matricei extracelulare.

. Datorita acestor raspunsuri celulare, se contureaza ca prezenta CD147 este benefica
regenerdrii tisulare.

. Studiul nostru a aratat cd inhibarea farmacologica a FGFR2 actioneaza ca un modulator

important al raportului MMP/TIMP in miofibroblastele cardiace. Aceste rezultate ofera
o baza rationala pentru evaluarea ulterioara a eficacitatii inhibitorilor FGFR2 in
tratamentul fibrozei cardiace si, probabil, a altor afectiuni maligne, in care semnalizarea
FGF2/FGFR?2 are un rol important.

. Capacitatea mediului conditionat de la MSC este limitata in stabilizarea functiilor
cardiace datorita prezentei inhibitorului pentru FGFR2 in experimente in vivo.

Link accesare proiect:
http://www.ichp.ro/static/en/en-networking grants-grants-national grants/fibrostem.html

In concluzie, obiectivele proiectului PN-I11-P1-1.1-PD-2019-1234 a fost indeplinite in totalitate.
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