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CUVINTE CHEIE
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Celule stem mezenchimale
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Cardioprotectie.

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Tn contextul actual in care bolile cardiovasculare reprezinta principala cauza de mortalitate,
elucidarea mecanismelor care stau la baza procesului de formare de noi vase de sange la adult
(neovascularizare), preocupd intens comunitatea stiintificd. Desi numeroase studii
experimentale si trialuri clinice care urmaresc utilizarea celulelor stem/progenitoare pentru
inducerea angiogenezei si a miogenezei au indicat rezultate Incurajatoare (Gersh et al., 2009;
Heil and Schaper, 2004; Lipinski et al., 2007; Mitsos et al., 2012), mecanismele prin care
populatiile individuale de celule stem/progenitoare contribuie la imbunatatirea functiei
cardiace post-infarct sunt inca incomplet intelese (Gersh et al., 2009). O mai buna intelegere
a acestora ar putea creste eficienta terapiilor celulare. De asemenea, avand Tn vedere mediul
ischemic in care celulele stem ajung dupa transplantarea in miocardul infarctizat, la fel de

importanta este si Intelegerea proprietatilor paracrine ale celulelor stem in conditii hipoxice.
6



Aceasta ar permite imaginarea unor strategii terapeutice adaptate fiecarui pacient, care sa
depdseascd posibilele impedimente determinate de particularitatile patologice. Optimizarea
strategiei s-ar putea face prin alegerea celei mai potrivite populatii celulare sau a unor
combinatii de populatii sau prin utilizarea doar a factorilor secretati de acestea, cat si prin
alegerea caii de administrare si a momentului in raport cu producerea accidentului vascular
acut. De asemenea, celulele ce vor fi injectate pot fi preconditionate prin stimularea cu
diverse citokine sau prin blocarea ori supraexprimarea unor receptori (Herrmann et al., 2011;
Richardson et al., 2013).

Tn acest context, lucrarea de fati evidentiazi populatiile de celule stem/progenitoare care
prezinta potential angio-/vasculogen si cateva dintre mecanismele prin care ele contribuie la
neovascularizarea tesuturilor ischemice. Mai departe, tintind in primul rand imbunatatirea
functiei miocardului infarctizat, sunt urmarite nu doar efectele benefice ale acestor tipuri
celulare asupra neovascularizarii, dar si asupra protectiei oferite miocitelor cardiace expuse la
stresul hipoxic. De asemenea, studiile investigheazd care este contributia diversilor factori
paracrini la potentialul terapeutic al celulelor stem/progenitoare si daca hipoxia modifica
expresia acestora sau proprietitile paracrine ale celulelor. In ultima parte este evaluati
contributia axei SDF-1/CXCR4 la rolul paracrin al celulelor progenitoare si functia CXCR4

in remodelarea cardiaca dupa infarctul de miocard (IM).

Teza este structurata in doua parti cuprinzand 143 figuri, dintre care 105 figuri Tn partea a
doua, 7 tabele (in partea a doua), 290 de referinte bibliografice si se extinde pe parcursul a

233 pagini.

Tn prima parte, Stadiul actual al cunostintelor, organizata in 6 capitole, sunt prezentate mai
strategii terapeutice (Capitolul 1.1.). Apoi, dupa o scurta descriere a structurii vaselor de
sange (Capitolul 1.2.), se face o incursiune Tn mecanismele fiziologice ale neovascularizarii
(Capitolul 1.3.), fiind initial definiti termenii de vasculo-, angio- si arteriogeneza. Etapele
procesului de angiogeneza (reorganizarea membranei bazale, a matricei extracelulare, a
citoscheletului Tn timpul migrarii celulelor endoteliale (CE), maturarea si stabilizarea vasului)
sunt descrise Tn detaliu. Tn cel de-al patrulea capitol (Capitolul 1.4.), sunt descrise cteva
modele pe care poate fi studiatd experimental formarea vaselor, iar in penultimul capitol

(Capitolul 1.5.) sunt prezentati factorii cheie care moduleaza neovascularizarea. Ultimul
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capitol (Capitolul 1.6.) este dedicat descrierii diverselor strategii prin care poate fi indusa
neovascularizarea, fiind intai trecute in revista principalele tipuri de celule stem si
proprietdtile lor generale, fiind apoi detaliate caracteristicile a doua tipuri de celule cu rol in
neovascularizare: celulele endoteliale progenitoare (EPC) si celulele stem mezenchimale
(MSC). In final este sintetizati situatia actuala a studiilor experimentale si clinice, fiind

descrise succesele si limitarile acestora.

In a doua parte a lucririi, cea de Contributii originale, studiile au fost organizate in sase
capitole. Studiile initiale s-au concentrat pe identificarea potentialului endotelial al unor
populatii de celule stem/progenitoare (Capitolul 11.1.). Rezultatele arata ca din sursele
tisulare, adulte si fetale, utilizate (sénge periferic, sdnge din cordonul ombilical, gelatina
Wharton si maduva osoasa) pot fi obtinute cele 2 tipuri de EPC descrise in literatura
(timpurii si tarzii) si celule stem/progenitoare de tip mezenchimal. Potentialul endotelial al
acestora din urma este redus, insd fenotipul secretor a sugerat urmarirea in continuare a

proprietatilor paracrine ale acestora, in scopul stimularii neovascularizarii.

Numeroase studii sustin contributia EPC timpurii si tarzii la neovascularizare prin
mecanisme separate, cele timpurii avand rol paracrin, in timp ce EPC tarzii, cu potential
proliferativ crescut, avand capacitatea de a se Tncorpora in vasele in formare (Asahara et al.,
1997; Hur et al., 2004; Sieveking et al., 2008). De asemenea, este recunoscut faptul ca
formarea de noi vase poate fi modulatda prin utilizarea unor combinatii de factori
angiogenici, procesul putadnd fi amplificat atunci cand acesti factori sunt administrati /
eliberati secvential (Freeman and Cohen, 2009; Hao et al., 2007). Pe de alta parte, un studiu
care a analizat efectul administrarii concomitente a EPC timpurii cu cele tarzii asupra
neovascularizarii, pe un model in vivo de ischemie femurala, a aratat ca cele doua tipuri
celulare au efect sinergic (Yoon et al., 2005). Toate aceste date nasc intrebarea daca efectul
benefic obtinut este dependent de factorii eliberati de EPC timpurii, ca urmare a unui
raspuns dinamic al acestor celule la conditiile intalnite in vivo. Pentru a raspunde la aceasta
intrebare, utilizand doud modele in vivo, am urmarit daca factorii secretati in vitro de EPC
timpurii pot imbunatati neovascularizarea indusa de EPC tarzii (Capitolul 11.2.).
Rezultatele obtinute arata ca, in prezenta factorilor secretati de EPC timpurii in vitro, EPC
tarzii incluse intr-un fragment de Matrigel, transplantat subcutanat la soarece, se pot
organiza in structuri vasculare ce fuzioneaza cu reteaua vasculard a organismului gazda. De

asemenea, transplantarea EPC tarzii, in prezenta factorilor secretati de EPC timpurii, in
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muschiul ischemic, creste semnificativ perfuzia tisulara, efect care nu este obtinut la un
nivel similar si atunci cand EPC tarzii sau factorii secretati de EPC timpurii sunt
administrati separat. Astfel, se poate concluziona ca factorii eliberati in vitro de catre EPC
timpurii sunt capabili sa stimuleze semnificativ formarea de noi vase de catre EPC tarzii,

nefiind necesara administrarea EPC timpurii pentru obtinerea acestui efect.

Identificarea factorilor din mediul conditionat, responsabili de efectul benefic, va permite
formularea unui compus terapeutic care sd poate fi produs la scara larga si sd poatd fi
administrat, la un situs ischemic, impreuna cu EPC tarzii, in scopul imbunatatirii perfuziei
tisulare. Astfel, pornind de la rezultatele studiilor in vivo, am urmarit in continuare
descrierea factorilor paracrini responsabili pentru efectul benefic al EPC timpurii
(Capitolul 11.3.). De asemenea, am urmarit si influenta hipoxiei asupra proprietatilor
secretorii ale EPC timpurii si a capacitatii angiogene si cardioprotectoare a factorilor
eliberati de EPC timpurii in conditii normoxice si hipoxice. Prin realizarea profilului
citokinic al EPC timpurii se poate spune ca acestea secretd numerosi factori pro-angiogeni
(VEGF, SDF-1, PIGF, Ang2, ET-1, IL-8, MCP-1, MMP10), dar si factori anti-angiogeni
(TIMP-1, CXCL4), EPC timpurii putand astfel contribui la mentinerea unei balante
angiogene, care ar putea preveni angiogeneza patologicd. Am aratat de asemenea ca, desi
hipoxia moduleaza profilul secretor al EPC timpurii, putindu-se remarca, in ansamblu,
cresterea secretiei factorilor implicati in angiogeneza, inclusiv a VEGF, aceste modificari
nu influenteaza semnificativ efectul angiogen al mediului conditionat. Astfel, se remarca
faptul ca factorii eliberati de EPC timpurii, att in conditii normale, cdt si In conditiile
deprivarii de oxigen, induc proliferarea si migrarea CE, organizarea CE in cordoane si
protejeaza miocitele cardiace de apoptoza indusa de hipoxie. A fost investigata, de
asemenea, contributia VEGF la proprietatile paracrine angiogene ale EPC timpurii.
Rezultatele au aratat cd prezenta VEGF in mediul conditionat de la EPC timpurii nu este

esentiala pentru migrarea CE sau pentru formarea cordoanelor de CE pe Matrigel.

In continuare, au fost investigate proprietitile paracrine ale celulelor stem mezenchimale
(MSC), urmarind capacitatea lor de a induce aderarea si proliferarea CE si de a proteja
miocitele cardiace de apoptoza indusa de hipoxie (Capitolul 11.4.). De asemenea,
potentialul acestora a fost comparat cu cel al EPC timpurii si a fost evaluat si in conditii
hipoxice. Rezultatele au ardtat ca factorii secretati de MSC stimuleazd chemotaxia si
aderarea CE, dar nu sunt capabili sa induca proliferarea CE; de asemenea, au efecte

9



benefice asupra miocitelor cardiace ischemice. Activitatea secretorie a MSC este usor
modificata ca urmare a expunerii la hipoxie, dar aceste modificari nu influenteaza in mod
evident efectele lor paracrine. Efectele induse de EPC timpurii in vitro sunt complementare
celor induse de MSC, stimuland proliferarea, dar nu si aderarea CE. Ambele efecte pot fi
induse simultan prin combinarea celor doua medii conditionate, ceea ce aratd cd factorii
eliberati de fiecare dintre cele 2 tipuri celulare nu sunt suficienti pentru a desavarsi
angiogeneza. Aceasta sugereaza cd prin combinarea acestor doud populatii celulare sau a

factorilor secretati de ele, angiogeneza ar putea fi indusa cu succes.

Procesul de neovasculogeneza este dependent de activitatea a diverse citokine, precum
VEGF, bFGF, angiopoietinele si SDF-1 (Parsons-Wingerter et al., 2000; Visconti et al.,
2002). Mecanismele prin care acestea orchestreaza neovascularizarea sunt inca disputate.
Se cunoaste faptul ca la un situs ischemic se formeaza un gradient de SDF-1 care determina
mobilizarea din mdduvd a celulelor care exprimd CXCR4 si faptul ca interactiunea
ligandului cu receptorul declanseaza cascade de semnalizare implicate in cresterea,
proliferarea si supravietuirea celulara (Ganju et al., 1998; Petit et al., 2007; Roland et al.,
2003). In acest context am urmdrit in continuare profilul expresiei SDF-1 al EPC timpurii si
am investigat daca rolul paracrin al acestor celule la neovasculogeneza este mediat prin
SDF-1 (Capitolul 11.5.). De asemenea, avand in vedere ca interactiunea SDF-1/CXCR4
este exploatata din ce In ce mai mult in vederea terapiei cu celule stem dupa IM (Zhang et
al., 2007), ne-am propus sa studiem functia CXCR4 in remodelarea cardiaca dupa IM la
soareci modificati genetic (CXCR4'), in scopul identificarii unor eventuale efecte nedorite
pe care le pot avea compusii farmacologici (Capitolul 11.6.). Rezultatele obtinute au aratat
ca EPC timpurii secreta cantitati crescute de SDF-1 si sunt capabile sa lege SDF-1 de
suprafata lor, creand astfel un gradient local care poate atrage din circulatie celule
stem/progenitoare CXCR4" cu potential angio-/vasculogen. Pe de alti parte, studiile in vivo
pe soarecii transgenici demonstreazd ca CXCR4 prezintd un efect de sabie cu doua taisuri
asupra remodelarii miocardului dupa IM. Astfel, pe de-0 parte, soarecii CXCR4"" au
prezentat dupa IM cicatrici mai mici si mai stabile, aceasta asociindu-se cu un raspuns
monocitar mai degraba regenerator si o mai bund adaptare a miocitelor cardiace la stresul
hipoxic. Pe de alta parte, acest lucru a fost balansat prin afectarea functiei EPC timpurii,
reducerea neovascularizarii miocardului si diminuarea refacerii fluxului coronarian, acestea

fiind impreuna responsabile pentru lipsa de Tmbunatatire a functiei ventriculare. Astfel,
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extrapolarea acestor rezultate pentru inhibarea CXCR4 1n sistem uman trebuie sa se facd cu

precautie.

Tn concluzie, datele cuprinse in aceasta teza demonstreaza ca:
- EPC timpurii si tarzii pot fi obtinute din sange periferic si din sange din cordon ombilical

- Potentialul endotelial al celulor stem/progenitoare de tip mezenchimal este limitat, insa
acest tip celular poate fi exploatat in scopul stimularii neovascularizarii pe baza

proprietatilor paracrine

- Factorii eliberati in vitro de catre EPC timpurii sunt capabili sa stimuleze semnificativ
formarea de noi vase de catre EPC tarzii, nefiind necesard transplantarea EPC timpurii

pentru obtinerea acestui efect.

- EPC timpurii Tsi mentin proprietatile paracrine in hipoxie si VEGF nu este esential pentru

efectul angiogen al acestora.

- Factorii paracrini secretati de MSC suporta o parte dintre procesele implicate in
angiogeneza (sustin chemotaxia si aderarea CE, dar nu si proliferarea) si au efecte benefice
asupra miocitelor cardiace ischemice; aceste proprietati se mentin si atunci cand MSC sunt

supuse hipoxiei.

- Efectele induse de EPC timpurii in vitro sunt complementare celor induse de MSC,
stimuland proliferarea, dar nu si aderarea CE. Ambele efecte pot fi induse simultan prin
combinarea celor doud medii conditionate (obtinute de la EPC si MSC). Astfel, combinarea
acestor doud populatii celulare sau a factorilor secretati de ele, ar putea constitui o strategie

terapeuticad de succes pentru inducerea angiogenezei.

- EPC timpurii secreta cantitati crescute de SDF-1 si sunt capabile sd lege SDF-1 de
suprafata lor, creand astfel un gradient local care poate atrage din circulatie, la un situs

ischemic, celule stem/progenitoare CXCR4" cu potential angio-/vasculogen.

- CXCR4 prezinta un efect de sabie cu doua tdisuri asupra remodeldrii miocardului dupa
IM, expresia lui scazutd determinand formarea unei cicatrici mai mici si mai stabile, dar

afectdnd neovascularizarea miocardului si refacerea functiei ventriculare.
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Reperele stabilite pe baza rezultatelor originale obtinute pe parcursul stagiului doctoral

permit imaginarea unor strategii care sa optimizeze terapiile de vascularizare a unui

teritoriu ischemic. Aceste date de naturad preclinica urmeaza a fi intarite in viitor de studii

clinice.
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