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REZUMAT

Introducere — stadiul actual al cunostintelor

Miopatiile ischemice si non-ischemice duc la disfunctia ventriculului stang si in final la
insuficienta cardiacd. Aceasta din urma scade calitatea vietii, speranta de viata si creste costurile
medicale, constituind astfel una din problemele majore de sanatate (McMurray si Pfeffer, 2005).
Terapiile actuale asigurd intr-o oarecare masurd supravietuirea i imbunatatirea simptomelor, dar
nu poate reversa conditia tesutului cardiac de la o stare bolnava la una sanatoasa (Kuraitis et al.,
2011). Dezvoltarea recentd a domeniului celulelor stem ar putea oferi o cale de trata insuficienta
cardiaca prin Tnlocuirea tesutului lezat cu tesut sdnatos, fapt ce ar duce la sporirea calitatii vietii si
supravietuirea pacientilor cu diverse cardiomiopatii.

Celulele stem mezenchimale (MSC) din maduva osoasd au fost intens studiate pentru
proprietatile lor regenerative si imunomodulatoare. Studiile pe modele animale au aratat ca
tratamentul cu MSC Tmbundtateste functia cardiacd in urma infarctului miocardic prin scaderea
apoptozei si producerea de factori angiogeni (Tang et al., 2005). Deoarece capacitatea de
diferentiere a MSC in CMC este foarte scdzuta si nu poate explica efectul benefic tranzitoriu al
transplantului acestora la locul infarctului observat in studiile preclinice sau clinice (Rose et al.,
2008), acest efect a fost pus pe seama efectului paracrin al acestor celule (Gnecchi ef al., 2008).
Acestea sunt capabile sa elibereze factori solubili (citokine, chemokine, factori de crestere) care
sa actioneze intr-o manierd paracrind asupra celulelor miocardului lezat. Mai mult decat atat,
recent a fost demonstrat cda MSC sunt capabile sd comunice cu celulele invecinate prin
intermediul unor fragmente membranare circulare, numite microvezicule. Astfel, MSC pot
secreta diverse componente solubile, precum receptori, factori de crestere, lipide biologic active,
dar si acizi nucleici (ARN mesager si microARN) protejate de actiunea agresivd a mediului
extracelulular (Morel et al., 2004; Gatti et al., 2011).

MSC prezinta o serie de avantaje pentru utilizarea lor 1n medicind regenerativa, precum: (i)
aceste celule pot fi izolate cu usurintd si propagate in culturd pentru a obtine un numar mare de
celule, adecvat pentru terapia celulard, (ii) au imunogenicitate scazuta, ceea ce le face potrivite si
pentru transplantul alogen (Dai et al., 2005) si datoritd acestui fapt sunt evitate problemele de
eticd adiacente altor tipuri de celule stem utilizate pentru transplant, precum celulele stem

embrionare (iii).



In acest context, scopul acestei teze a fost studierea unor aspecte privind atit apoptoza
CMC in conditii ischemice, precum si diferentierea MSC obtinute din maduva osoasd adulta de
soarece catre celule musculare cardiace. Astfel, pe parcursul intregii perioade de doctorat, studiile
realizate au fost focalizate pe intelegerea mecanismelor prin care miocardul este lezat in timpul si
consecutiv infarctului miocardic si pe gasirea unei metode eficiente de reparare a acestui tesut.
Teza de fatd este structurata in doua parti principale: prima parte prezintd stadiul actual al
cunostintelor legate de subiectul lucrdrii de doctorat, prezentat pe parcursul a patru capitole, iar
cea de-a doua parte prezinta contributiile originale ale doctorandului la cunoasterea stiintifica,

organizate de asemenea in patru capitole.

I. Alterari moleculare care duc la apoptoza cardiomiocitelor in ischemie-reperfuzie

Capitolul I a cautat sa raspunda la intrebarea daca ischemia sau reperfuzia este responsabilad
de inducerea apoptozei in CMC. Cunoasterea principalului stimul raspunzator de inducerea a
procesului apoptotic in CMC este necesar pentru gasirea unei terapii de Incetinire a progresiei
insuficientei cardiace datorate pierderii miocardului contractil. Scopul acestui prim studiu a fost
determinarea contributiei individuale a ischemiei, reperfuziei si oxidantilor exogeni la inducerea
apoptozei in CMC, stabilind astfel contributia majora la progresia insuficientei cardiace in
ischemia/reperfuzia miocardului.

Astfel, prima parte contributiilor originale s-a focalizat pe identificarea principalului stimul
raspunzator de initierea apoptozei in miocard, informatie extrem de importantd pentru
dezvoltarea unei terapii pentru progresia insuficientei cardiace datorate pierderii miocardului
contractil. Rezultatele obtinute in aceastd primad etapa a stagiului de doctorat au ardtat ca
principalul inductor al apoptozei in ischemie/reperfuzie a fost reperfuzia, mai degraba decat
ischemia per se. Studiul respectiv a demonstrat cd oxidantii exogeni adusi din mediul
inconjurdtor in timpul reperfuziei sunt principalii determinanti ai apoptozei CMC. 25-
hidroxicolesterolul, un component al LDL oxidat, promoveaza apoptoza CMC printr-un
mecanism dependent de caspaza-3, care presupune cresterea expresiei proteinei pro-apoptotice
Bax (figura 1), reglatd la nivel transcriptional, concomitent cu degradarea post-translationala a
proteinei-anti-apoptotice Bcl-2 (figura 2). Alterarea raportului proteinelor pro- si anti-apoptotice
creeazd conditii favorabile initierii procesului apoptotic, care se poate desfasura doar in timpul
reperfuziei, cand rezervele de ATP si glucoza sunt refacute. Datele obtinute in urma acestui

studiu indica faptul ca terapia cu antioxidanti, ar putea juca un rol important pentru salvarea



miocardului viabil in urma unui infarct prin prevenirea pierderii CMC prin moarte celulard

programata.
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Figura 1: Modificari induse de tratamentul cu 25-HC in expresia genica a proteinelor pro-

si anti-apoptotice Bax si Bcl-2 in CMC dupa 72 de ore de tratament cu 25-HC.
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Figura 2: Cuantificarea prin Western Blot a nivelului expresiei proteice a Bcl-2 dupa

tratamentul CMC cu 25-HC.
II. Izolarea celulelor stem mezenchimale

Urmatoarea etapa a stagiului a presupus punerea la punct a unor metode de obtinere a MSC
din maduva osoasa de soarece adult, in vederea utilizarii acestora in studii de diferentiere in
CMC. Aceasta etapa a studiilor de doctorat a prezentat un interes special deoarece, asa cum este
cunoscut in literatura, MSC de soarece sunt mult mai dificil de izolat si de propagat in vitro decat

celulele umane sau de sobolan, din cauza contaminarii cu celule de origine hematopoietica. Din



aceastd cauzd, obtinerea unei culturi de MSC de soarece a reprezentat o provocare care s-a
concretizat in izolarea acestui tip de celule concomitent prin doud metode. Cultura pura de MSC
obtinuta a fost ulterior caracterizatd conform sugestiilor Societdtii Internationale de Transplant

Celular.

II.1. Izolarea celulelor stem pe gradient de Percoll

Rezultatele obtinute au ardtat ca centrifugarea aspiratului medular de soarece pe un gradient
discontinuu de Percoll determind separarea celulelor in sase fractii, corespunzator densitatilor
1.050, 1.057, 1.067, 1.070, 1.076 si 1.083 g/ml (figura 3). Celulele progenitoare, caracterizate de

expresia markerilor Sca-1 si c-kit, s-au regdsit in fractiile III-V.
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Figura 3: Separarea celulelor din maduva osoasa in sase fractii prin centrifugare pe
gradient discontinuu de Percoll. (A) llustrare schematica a gradientului de Percoll discontinuu
folosit pentru fractionare si procentele corespunzatoare celulelor recuperate din fiecare fractie
dupa centrifugare. (B) Histograme de citometrie de flux ilustrand heterogenitatea celulelor

Inainte de separare §i morfologia celulelor in fiecare fractie.

Fractia IV a fost considerata ca fiind de interes, deoarece la nivelul acesteia au segregat

aproximativ 2x10° celule progenitoare dintr-un total de 4.3x10° celule (figura 4). Desi compozitia



celulard a acestei fractii a fost heterogena, aceasta a cuprins, pe langa celule c-kit si Sca-1
pozitive, si celule endoteliale, care ar putea juca un rol important in refacerea miocardului lezat
dupd infarct, prin contributia la revascularizarea tesutului prin angiogeneza. Prin cultivare,
aceasta fractie a generat 0 cultura CD45 /c-kit /Sca-
1"/PECAM /VEGFR2 /osteocalcini /colagen II", care, prin incubare in conditii specifice de
diferentiere, a generat adipocite si osteoblaste, demonstrand caracterul multipotent al acestor
celule (figurile 5 si 6).
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Figura 5: Cuantificarea spectrofotometrica a acumularii de lipide in cele sase fractii dupa
cultivarea celulelor in mediu adipogenic. In partea superioard se gdsesc imagini reprezentative
ale fractiilor Il §i 1V colorate cu Oil Red. Fractia V, desi prezinta acumulare masiva de lipide,
nu este imbogatita in celule progenitoare, coloratia datordndu-se probabil prezentei

preadipocitelor la acest nivel.



Figura 6: Imagine de microscopie optica reprezentand coloratia von Kossa a celulelor
aderente obtinute din cele sase fractii dupa doua saptamani de cultivare in mediu osteogenic. Se
observa ca fractiile Il si 1V, dar nu §i fractia V (care contine majoritatea celulelor) au fost

capabile sa genereze osteoblaste in conditii de cultura specifice.

I1.2. I1zolarea celulelor stem mezenchimale din maduva osoasa hematogena

In paralel cu metoda prezentata anterior, a fost obtinuta o populatie de celule stem
mezenchimale prin mentinerea in cultura aspiratului medular pentru o perioada mai lunga, de
aproximativ opt saptamani. Celulele obtinute au format o cultura omogena, cu aspect fibroblast-
like si potential mare de proliferare, fiind usor de expandat in vitro. Caracterizarea acestei culturi
prin RT-PCR (figura 7a) a ardtat expresia markerilor de celule stem Sca-1 si CD105 (endoglina),
dar si lipsa markerului c-kit, ceea ce a indicat saracirea in celule progenitoare hematopoietice. O
alta caracteristica a acestor celule a constituit-o prezenta filamentelor intermediare de vimentina
si nestind. Expresia acestor proteine (figura 7b) a sugerat un posibil rol in procesul de regenerare
tisulard deoarece prezenta filamentelor de nestina este specificd celulelor tinere, cu capacitate de
migrare.

Caracterizarea acestor celule a fost completata cu studii de diferentiere catre multiple tipuri
celulare, precum adipocite, osteoblaste, condrocite si a demonstrat caracterul multipotent al
acestora, mentinut nealterat pe parcursul mai multor pasaje (figura 8). Aceasta cultura a fost
utilizatd in studiile ulterioare de diferentiere céatre un fenotip muscular, ale caror rezultate sunt

cuprinse in Capitolul IITI al tezei.
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Figura 7: (a) RT-PCR aratand expresia la nivel de ARNm a markerilor de MSC: Sca-1,
actina specifica celulelor musculare netede (SMA) si desmina si lipsa expresiei markerului de
celule stem hematopoietice c-kit;, (b) Imagine de imunocitochimie aratind prezenta filamentelor

intermediare de vimentina si a markerului de celule stromale Stro-1 la nivelul tuturor celulelor

din cultura.
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Figura 8: Caracterizarea proprietdtii de multipotentd a MSC. In partea stingd a imaginii
este evidentiata diferentierea celulelor catre adipocite prin colorarea acumularilor
intracitoplasmatice de lipide cu Oil Red O si prin determinarea expresiei genice de adipsina prin
RT-PCR. In partea centrald se observa diferentierea celulelor cdtre osteoblaste. Sus este
prezentat un nodul de calcefiere colorat prin tehnica von Kossa, iar jos este prezentata inducerea
expresiei de osteocalcind (RT-PCR). In partea dreapti este evidentiati sinteza de
mucopolizaharide acide a celulelor diferentiate in condrocite prin coloratie cu Alcian Blue,

precum $i expresia proteoglicanului agrecan in celulele diferentiate.



II1. Studii de diferentiere a celulelor stem mezenchimale in cardiomiocite

Pentru inducerea diferentierii MSC catre un fenotip cardiac a fost utilizata 5-azacitidina,
un compus cu actiune de demetilare a materialului genetic, cunoscut pentru capacitatea sa de a
potenta diferentierea celulelor stem embrionare catre CMC.

Un punct de interes l-a constituit de asemenea actiunea 5-azacitidinei asupra multipotentei
celulelor stem, respectiv a capacitdtii acestui compus de a afecta capacitatea MSC de a se
diferentia catre multiple linii celulare. Rezultatele au aratat ca celulele tratate cu 5-azacitidina si-
au pierdut progresiv capacitatea de a se diferentia catre adipocite si osteoblaste cand au fost
incubate Tn conditii de diferentiere specifice. Un rezultat neasteptat 1-a constituit cresterea
potentialului de diferentiere condrogenica consecutiv tratamentului cu 5-azacitidina. Concluzia
acestui studiu a fost cd MSC 1isi pastreaza proprietatea de multipotenta dupd prima expunere la
actiunea 5-azacitidinei, dar aceasta este redusd progresiv cu fiecare expunere, concomitent cu

cresterea capacitatii celulelor tratate de a genera condrocite (figura 9).
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Figura 9: Efectul tratamentului cu 5-azacitidina asupra multipotentei MSC. Aceasta
proprietate a devenit restrictatd dupa mai mult de o expunere la 5-azacitidina. Dupa 2 sau 3
pulsuri cu 5-azacitidina, capacitatea MSC de a se diferentia catre condrocite a crescut

considerabil.

In paralel cu punerea in evidentd a modificarii caracterului pluripotent al MSC prin

tratamentul cu 5-azacitidina, a fost urmaritd capacitatea acestui agent demetilant de a induce



diferentierea acestor celule catre un fenotip muscular cardiac. Dupa cum se observa in figurile 10
si 11, cu exceptia unor gene specific musculare (a-actina cardiaca, canalul de calciu de tip L), nu
a fost indusd expresia nici uneia dintre genele implicate n diferentierea musculaturii cardiace in
celulele tratate. Cu toate acestea, S-azacitidina a indus expresia unor gene specifice musculaturii
striate, ceea ce permis diferentierea MSC 1n mioblasti in conditii miogene specifice (figura 12).
In concluzie, tratamentul MSC cu 5-azacitidini ar putea favoriza diferentierea acestora in celule
cardiace, cu conditia determinarii unor factori specifici care ar putea influenta finalizarea

procesului de diferentiere catre CMC mature si functionale.
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Figura 10: Imagine de RT-PCR aratand expresia crescuta a unor gene specific musculare

dupa tratamentul cu 5-azacitidina.
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Figura 11: Imagine de RT PCR in care se observa absenta inducerii expresiei factorilor de

transcriptie, precum §i a altor gene specific cardiace dupa tratamentul cu 5-azacitidina.



celule netratate celule tratate cu 5SAC

Figura 12: Imagine de microscopie in contrast de faza aratand prezenta miotubilor formati

in cultura de celule stem mezenchimale tratate cu 5-azacitidina dupa deprivarea de ser.

Ca urmare a acestor observatii, am considerat ca tratamentul cu 5-azacitidind asociat cu
contactul direct cu celulele musculare cardiace ar putea avea un efect benefic asupra diferentierii
celulelor stromale in CMC. Astfel, in continuare am urmarit modificarile aparute in celulele
stromale medulare prin contact direct cu celule musculare cardiace. Rezultatele au arata ca, intr-
adevar, cumularea celor doi factori inductori, a dus la initierea expresiei unor factori de
transcriptie specific cardiaci in celule stromale medulare de soarece, precum GATA-4 si Nkx2.5
(figura 13). Mai mult, s-a observat ca expresia acestuia din urma a fost indusa doar in cazul
cumulirii celor doud conditii de diferentiere. In plus, in acest caz, a fost evidentiata si expresia
actiniei, un indicator al diferentierii catre un fenotip muscular de tip striat.

Mai mult decat atat, rezultatele experimentelor de cocultura in camere duble au aratat ca
factorii solubili eliberati de miocardul ischemic impreunad cu tratamentul cu 5-azacitidind au avut
ca efect cresterea diferentierii celulelor medulare catre un fenotip cardiac. Astfel, cumularea
expunerii la actiunea 5-azacitidinei cu semnalele provenite de la tesutul miocardic ischemic au
avut ca rezultat initierea transcrierii unor factori esentiali implicati in procesul de diferentiere
cardiomiogend, cum cum sunt: actina si actinina caracteristice musculaturii de tip striat, desmina,
GATA-4 si Nkx2.5 si a canalului de calciu de tip L (figura 14). Astfel, se poate concluziona ca
initierea diferentierii indusd de demetilarea anumitor gene este ajutatd de efectul unor factori

cardiaci solubili, care au capacitatea sa finalizeze acest proces.
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Figura 13: RT-PCR aratdnd inducerea expresiei genice a unor markeri cardiaci in cazul
celulelor tratate cu 5-azacitidind dupa 1 saptamdna de la initierea coculturii cu CMC fetale. Se
observa ca efectul cumulat al celor 2 conditii (tratamentul cu 5-azacitidina si contactul direct

dintre celulele stromale si CMC) este superior contactului simplu dintre cele doua tipuri

celulare.
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Figura 14: RT-PCR aratand inducerea expresiei genice a markerilor de celule musculare
cardiace in prezenta cumularii celor doi factori de inducere a diferentierii celulelor stromale

medulare adulte in CMC: 5-azacitidina si factorii locali eliberati de miocardul ischemic.



IV. Evidentierea factorilor cu efec paracrin secretati de celulele stem mezenchimale in

conditii normale si hipoxice

Ultimul capitol al tezei a fost realizat ca urmare a informatiilor recente aparute in literatura
de specialitate privind rezultatele studiilor clinice. Acestea au aratat faptul ca efectele benefice
ale transplantului de celule stem 1n infarctul miocardic sunt tranziente, ceea ce sugereaza un efect
paracrin exercitat de celulele transplantate, prin intermediul secretiei de factori cardioprotectori si
angiogeni. In aceste conditii, ultima parte a tezei a cuprins studiul efectului anti-apoptotic al
factorilor solubili eliberati de MSC asupra celulelor musculare cardiace si identificarea unor
factori cu actiune cardioprotectoare eliberati de MSC in conditii normale si hipoxice. O
observatie de o importanta deosebitd facutd In urma acestor experimente a fost capacitatea MSC
de a se adapta si de a rezista la conditii hipoxice, fapt demonstrat de rezistenta acestor celule la

apoptoza indusa de conditiile hipoxice (figura 15).
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Figura 15: Rezistenta MSC in conditii ischemice: graficul din stianga arata o usoara
crestere a activitatii caspazei-3, in timp de raportul dintre expresia genica a proteinei pro-
apoptotice Bax si proteinei anti-apoptotice Bcl-2, determinat prin PCR cantitativ, ramadne

neschimbat (graficul din partea dreapta).

Rezistenta MSC la apotoza indusd de hipoxie are o importantd deosebitd pentru
supravietuirea acestora in miocardul infarctizat, in situatia in care acesta este lipsit de o

vascularizatie corespunzatoare asigurarii necesarului de oxigen.
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Figura 16: Determinarea cantitativa a apoptozei in miocitele cardiace dupad expunerea la
hipoxie in prezenta si absenta mediului conditionat recoltat de la MSC. In graficul din partea de
jos sunt prezentate procentele de nuclei apoptotici determinati prin coloratie cu Hoechst. Pentru
fiecare test au fost numdrati cel putin 1000 de nuclei (*, p< 0.05; *** p< 0.001). In partea de

sus sunt prezentate imagini cu nuclei in diviziune comparativ cu nuclei apoptotici.

Investigarea efectului mediului conditionat al MSC asupra apoptozei CMC indusa de
hipoxie a aratat cd MSC secretd factori cu actiune cardioprotectoare. Incubarea CMC in mediu
conditionat a prevenit inducerea apoptozei (figura 16). Rezultatele au demonstrat mentinerea
integritdtii membranei mitocondriale, fapt ce a contribuit la prevenirea initierii procesului
apoptotic. Mai mult decat atat, mediul conditionat recoltat de pe MSC hipoxice a avut efecte
similare cu cel recoltat de pe celule cultivate in 20% O,, ceea ce demonstreaza faptul ca MSC 1si
pastreaza proprietdtile cardioprotectoare in conditii hipoxice. Acest rezultat sugereaza
posibilitatea ca MSC transplantate in miocard hipoxic sd contribuie la supravietuirea CMC
afectate atat de hipoxie, cat si de stressul oxidativ din timpul reperfuziei.

Studiul compozitiei mediului conditionat al MSC a aratat ca aceste celule sunt capabile sa
isi pastreze capacitatea de a sintetiza si a elibera in mediul extracelular unii factori cu efect
cardioprotector, cum ar fi unele citokine sau microARN. Au fost identificate astfel o serie de

citokine secretate de citre MSC incubate in conditi normale, dintre care patru au fost regasite in



mediul MSC incubate in hipoxie in cantitdti similare cu controlul: TIMP-1, MCP-1, ILIra si
SDF-1a (figura 17).
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Figura 17: Identificarea citokinelor secretate in mediul conditionat de catre MSC

normoxice (partea de sus a imaginii) si hipoxice (partea de jos) prin tehnica “cytokine array”.

Conform datelor din literaturd, acesti factori ar putea fi responsabili, cel putin in parte, de
efectul cardioprotector exercitat de prezenta MSC la nivelul miocardului ischemic, fie datorita
actiunii antiapoptotice, fie capacititii de a induce procesul de angiogeneza, important pentru
restabilirea aproviziondrii tesutului cu oxigen si nutrienti. Pe 1angd aceste molecule, se pare ca
transferul de informatie geneticd intre MSC si celulele lezate este un mecanism important
responsabil de efectul reparator al MSC. Astfel, in mediul extracelular al MSC hipoxice a fost
observatd o crestere a cantititii de microARN 199a si 1225b, cunoscute pentru efectul anti-

apoptotic (figurile 18 si 19).
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Figura 18: Cuantificarea prin PCR cantitativ a expresiei microRNA-125 in MSC incubate

in conditii normoxic si hipoxice (graficul din stinga), precum si in mediul extracelular recoltat

de pe celulele mentinute in cele doua conditii (* ** p<0.0005).
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Figura 19: Cuantificarea prin PCR cantitativ a expresiei microRNA-199 in MSC incubate
in conditii normoxic si hipoxice (graficul din stanga), precum si in mediul extracelular recoltat
de pe celulele mentinute in cele doua conditii (** p<0.005).

In concluzie, compozitia mediului extracelular al MSC consta intr-un amestec de factori cu
efect fie anti-apoptotic (TIMP-1, MCP-1, miR-199a, miR-125b), fie de inhibare a proliferarii
fibroblastilor (IL1ra) sau angiogenic (SDF-1a). Prezenta acestor factori cardioprotectori in
secretia MSC ar putea fi responsabild de efectul anti-apoptotic asupra CMC hipoxice observat in

conditiile noastre experimentale.

Concluzii

Informatiile cuprinse in lucrarea de doctorat reprezintd rezultate, concretizate in articole
publicate in reviste internationale cu factor de impact ISI, prezentari orale sau sub forma de
poster la manifestari stiintifice nationale §i internationale. Pe parcursul perioadei de doctorat, in
urma experimentelor realizate, au fost obtinute urmatoarele rezultate importante:

- S-a demonstrat cd principalul factor inductor al apoptozei CMC in urma ischemiei

miocardului este reprezentat de oxidantii exogeni adusi de reperfuzie;

- S-a pus la punct o metoda de obtinere a unei populatii de celule progenitoare obtinute

prin fractionarea aspiratului medular prin centrifugare pe gradient discontinuu de
Percoll;

- S-au obtinut culturi omogene de MSC, care au indeplinit standardele de caracterizare

indicate de Societatea Internationald de Transplant Celular;

- A fost ardtat efectul actiunii demetilante a 5-azacitidinei asupra caracterului pluripotent

al MSC;

- A fost demonstrat efectul imbunatatit al cumularii actiunii 5-azacitidinei cu factorii

eliberati de miocard pentru cresterea diferentierii MSC cétre un fenotip cardiac;



A fost demonstrat efectul anti-apoptotic al factorilor eliberati de MSC normale si
hipoxice asupra CMC;

Au fost identificati factori cu actiune anti-apoptoticd, anti-fibrotica si pro-angiogend in
mediul extracelular al MSC normale si hipoxice, posibil responsabili de actiunea

cardioprotectoare a acestor celule.
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