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Cuvinte cheie: inflamatia, inflamatie acuta, inflamatie cronica, citokine, chemokine, 

celule endoteliale, celule musculare netede vasculare umane, monocite/macrofage, molecule 

de adeziune celulara, soareci apoE-deficienti, adeziune, transmigrare, nanoterapie, 

nanocarausi, nanoparticule lipidice, liposomi, antagonisti de receptori chemokinici, rezistina, 

MAPKinaze, clodronat, apoptoza. 

 

Inflamatia este un mecanism al sistemului imun innascut facand parte dintr-un 

raspuns biologic complex al tesutului vascular la stimuli nocivi (patogeni, celule deteriorate, 

iritanti). Rezultatul final al procesului inflamator este de a proteja organismul de raspandirea 

unor infectii si restaurarea structurala si functionala a tesuturilor afectate. In functie de 

severitatea reactiei, inflamatia poate fi acuta, determinand in final eliminarea stimulilor 

inflamatori si revenirea tesutului la conditiile fiziologice, sau poate fi cronica ducand la 

exagerarea procesului inflamator si aparitia a diferite patologii. Inflamatia cronica este 

implicata in numeroase patologii printre care: ateroscleroza, cancer, artrita reumatoida, 

scleroza multipla, bolile intestinale inflamatorii, Alzheimer, lupus eritematos sistemic, alergii, 

etc.  

 Un rol important in procesul inflamator il are activarea endoteliului. In conditii 

normale, endoteliul vascular este non-trombogenic si non-aderent. Schimbari in micromediul 

inconjurator afecteaza celulele endoteliale  care vor exprima molecule de adeziune (VCAM-

1, ICAM-1, E- si P-selectina, fractalkina), care prin legare la receptorii corespunzatori de pe 

suprafata leucocitelor si plachetelor conduc la recrutarea si aderarea acestora la endoteliu. Pe 

langa moleculele de adeziune, celulele endoteliale exprima si chemokine precum MCP-1 

(CCL2), RANTES (CCL5), fractalkina (CX3CL1) care se leaga la receptori omologi de pe 

suprafata leucocitelor si impreuna cu moleculele de adeziune contribuie la adeziunea si 

transmigrarea acestora. Chemokinele se leaga la glicozaminoglicanii prezenti pe membrana 

celulelor endoteliale si ghideaza intrarea leucocitelor in peretele arterial. Monocitele sunt 
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atrase de chemokinele CCL2, CCL5 şi CX3CL1 care activeaza receptorii CCR2, CCR5 şi 

CX3CR1 de pe monocite.  

 Datorita implicarii moleculelor de adeziune celulara si a chemokinelor in dezvoltarea 

bolilor cronice inflamatorii, interventia terapeutica deschide noi oportunitati pentru 

prevenirea si tratamentul acestor boli. Manipularea functionala a sistemului de chemokine, 

cum ar fi inhibarea interactiei chemokine/receptori chemokinici, prin utilizarea de antagonisti 

chemokinici (CA) sau antagonisti de receptori chemokinici (CRA) ar putea constitui o 

optiune terapeutica importanta pentru prevenirea acumularii de celule inflamatorii  si 

agravarea unor boli (aterogeneza, metastazare). Un mod de abordare pentru a modula 

directionarea unui medicament catre un situs specific este de a concepe vehicule de transport 

care sa fie capabile sa “livreze” medicamentul la situsul afectat. Calea cea mai promitatoare 

pentru directionarea unor nanotransportori la situsuri specifice o reprezinta atasarea pe 

suprafata lor a unor liganzi care sa poata transporta substanta activa in celula sau sa 

recunoasca molecule tinta specifice.  

 Dat fiind asocierea inflamatiei cronice cu diverse boli si rolul jucat de adeziunea 

leucocitelor la endoteliu si migrarea subendoteliala, aceasta teza de doctorat si-a propus 

introducerea de diferite strategii terapeutice bazate pe nanoparticule cu scopul de a controla 

inflamatia si de a interfera in pasii de recrutare ai leucocitelor. In prima parte vor fi prezentate 

aspecte actuale cu privire la utilizarea nanoparticulelor pentru realizarea unor terapii 

directionate anti-inflamatorii. Partea originala a lucrarii se concentreaza pe (1) dezvoltarea 

unor nanotransportori de agenti terapeutici pentru realizarea unui transport tintit la endoteliul 

vascular activat cu scopul de a interfera selectiv cu disfunctia endoteliala sau de a inhiba 

interactiunea chemokine-receptori, pentru a preveni acumularea celulelor proinflamatorii in 

peretele vascular si (2) pe utilizarea nanoparticulelor pentru modularea functiilor 

monocitelor/macrofagelor cu scopul de a reduce inflamatia placii aterosclerotice. 

 Prima parte a tezei prezinta stadiul actual al cunostintelor si este organizata in 2 

capitole. 

 Capitolul 1 prezinta notiuni generale despre procesul inflamator. Patrunderea de 

patogeni proveniti de la microorganisme sau molecule proprii alterate, determina declansarea 

unui raspuns inflamator acut caracterizat de infiltrarea de neutrofile in primele 6-24 de ore, 

dupa care, sunt inlocuite de monocite/macrofage. Are loc indepartarea agentului pro-

inflamator cu vatamarea reversibila a tesutului colateral, indepartarea debriurilor celulare de 

catre macrofage si restaurarea homeostaziei tisulare cu refacerea completa a arhitecturii 
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tesutului initial. In cazul in care, nu este indus un raspuns inflamator corespunzator, stimulul 

persista, are loc infiltrarea de macrofage si limfocite care sintetizeaza citokine si chemokine 

ce amplifica raspunsul inflamator, determinand distrugeri tisulare ireversibile. Se produce 

fibrozarea – inlocuirea tesutului initial cu tesut conjunctiv. Inflamatia cronica este implicata 

in numeroase patologii precum: ateroscleroza, bolile pulmonare obstructive cronice, artrita  

reumatoida, scleroza multipla, cancer, obezitate, astm, boli intestinale inflamatorii, dar si boli 

neurodegenerative. 

 Capitolul 2 prezinta cateva notiuni introductive despre utilizarea nanoterapiei in 

reducerea procesului inflamator. Numeroase celule si mediatori, implicati in inflamatie, pot fi 

folositi ca markeri fie in tintire, fie in detectarea stadiului bolii.  

 Prezentarea pacientilor in stadiile tarzii ale bolii, incapacitatea unor organisme de a 

raspunde la modelele de terapie actuala, dar si imbunatatirea activitatii biologice prin 

incapsularea unor agenti farmacologici/medicamente in nanoparticule au condus la 

dezvoltarea unei noi strategii de terapie si diagnosticare – nanoteragnostic, care isi presupune 

atat diagnosticarea cat si tratarea pacientului.  

 Deoarece medicamentele neincorporate pot difuza usor din/in vasul de sange, 

conducand la o scadere a substantei active la locul afectat, s-a trecut la incapsularea lui in 

nanoparticule care, odata ce au parasit vasul sangvin nu se mai intorc datorita dimensiunii lor 

mari avand loc o acumulare progresiva la locul afectat. Adaugarea de peptide sau anticorpi la 

suprafata nanocarausilor, capabili sa recunoasca molecule exprimate de celulele afectate 

poate conduce la un transport directionat de substante active, in tesutul afectat. 

 In Partea a II a  - "Contribuț ii originale", sunt prezentate rezultatele obtinute din 

experimentele care au avut ca scop controlarea inflamatiei si posibilitatea de a interfera in 

pasii de recrutare ai leucocitelor. Astfel, lucrarea de fata s-a centralizat pe indeplinirea a trei 

mari obiective principale: 

I. transportul tintit la endoteliul vascular activat utilizand nanotransportori de agenti 

terapeutici  pentru a interfera selectiv cu disfunctia endoteliala,  

II. dezvoltarea unui nanosistem pentru transportul specific de compusi la suprafata celulelor 

endoteliale activate in vederea inhibarii  interactiunii chemokine-receptori, cu scopul de a 

preveni acumularea celulelor proinflamatorii in peretele vascular 

III. utilizarea nanotehnologiei pentru modularea functiilor monocitelor/macrofagelor pentru a 

reduce inflamatia placii aterosclerotice. 
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 In capitolul I am prezentat transportul tintit de nanocarausi cu agenti terapeutici catre 

endoteliul vascular activat. In inflamatie, endoteliul joaca un rol important. Expunerea 

excesiva si sustinuta la mediatori pro-inflamatori conduce la disfunctia endoteliala care se 

traduce, in parte, prin exprimarea  pe suprafata a moleculelor de adeziune celulara (ex: E- si 

P- selectina, VCAM-1 si ICAM-1) care mediaza recrutarea si adeziunea leucocitelor la 

endoteliu.  Inducerea sau exprimarea crescuta de molecule specifice ofera oportunitati pentru 

transportul selectiv de agenti terapeutici la endoteliul afectat dintr-un anumit segment 

vascular. Pentru realizarea unui transport selectiv la endoteliul vascular activat,  au fost 

folosite  diferite nanosisteme de transport (liposomi, nanoparticule lipidice) si s-a evaluat 

capacitatea de tintire a nanotransportorilor la endoteliul vascular activat comparativ cu 

endoteliul normal, eficienta de internalizare a nanoparticulelor de catre celulele endoteliale, 

precum  si efectele terapeutice ale compusului incorporat in nanoparticule. In acest scop, s-au 

realizat studii in vitro pe culturi de celule endoteliale si de asemenea a fost urmarita eficienta 

de tintire a endoteliului vascular cu ajutorul liposomilor folosind modele animale de soareci 

transgenici care dezvolta ateroscleroza (soareci ApoE-deficienti). Rezultatele obtinute atat in 

vitro cat si in vivo indica o legare specifica a liposomilor directionati catre VCAM-1 si faptul 

ca liposomii obtinuti pot fi folositi in continuare ca transportori de medicamente la endoteliul 

ce acopera placa ateromatoasa.  

 De asemenea, rezultatele preliminare arata faptul ca AG490, atat incapsulat in 

nanoparticule transportoare cat si liber, contribuie la scaderea adeziunii monocitelor la 

endoteliul activat  prin inhibarea caii  Jak2/STAT3, iar efectul inhibitorului este crescut prin 

incapsularea in nanovehicule. 

 Capitolul al II-lea este axat pe obtinerea unui nanosistem pentru transportul specific 

de agenti terapeutici, capabil sa se destabilizeze si sa elibereze controlat compusul incorporat, 

la suprafata celulei tinta. Acesti nanotransportori pot constitui vehicule de transport eficiente 

pentru o eliberare controlata de antagonisti de receptori chemokinici  la suprafata endoteliului 

activat care sa blocheze interactia chemokine/receptori chemokinici si sa impiedice astfel, 

transmigrarea leucocitelor in spatiul subendotelial.  

 Infiltrarea leucocitelor este puternic reglata de chemokine. Chemokinele sunt 

polipeptide mici, inalt specializate, care functioneaza ca reglatori ai traficului celular prin 

interactiunile realizate cu receptorii cuplati cu proteina G de pe suprafata leucocitelor. In 

cercetarile noastre am studiat efectul unor antagonisti de receptori chemokinici asupra 

adeziunii si infiltrarii monocitelor prin monostratul de celule endoteliale mimand conditiile 
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inflamatorii. Utilizand sistemul Xcelligence, am urmarit in timp real: 1) formarea 

monostratului de celule endoteliale; 2) efectul citokinei pro-inflamatorii TNF-α asupra 

celulelor endoteliale; 3) adeziunea si infiltrarea monocitelor si 4) efectul protector al 

antagonistilor de receptori chemokinici asupra integritatii monostratului. Datele indica faptul 

ca, blocarea receptorilor chemokinici CCR2 si CCR5 poate reduce semnificativ transmigrarea 

prin endoteliu, aceasta realizandu-se printr-o descrestere a acumularii monocitelor in peretele 

vasului sangvin si reducerea procesului inflamator. Insa, testarea experimentala si clinica a 

unor potentiali inhibitori de chemokine si ai receptorilor lor pentru tratamentul bolilor 

inflamatorii, au evidentiat efecte imunologice secundare. Transportul local de antagonisti de 

receptori chemokinici in anumite zone poate constitui o strategie mai buna pentru a incetini 

sau intrerupe procesul inflamator. Conceperea de vehicule de transport care sa fie capabile sa 

“livreze” medicamentul la situsul afectat este o cale promitatoare in tratarea inflamatiei. 

Astfel, pentru a obtine un beneficiu terapeutic prin tintirea specifica a endoteliului activat, am 

conceput liposomi tinta senzitivi capabili sa elibereze compusul incorporat dupa legarea la 

tinta. Acestia pot constitui vehicule de transport eficiente pentru o eliberare controlata de 

antagonisti de receptori chemokinici la suprafata endoteliului activat care sa blocheze 

interactia chemokine/receptori chemokinici si sa impiedice transmigrarea leucocitelor in 

spatiul subendotelial. 

 In capitolul al III-lea am urmarit modularea functiilor monocitelor/macrofagelor 

folosind nanotehnologia, cu scopul de a reduce inflamatia placii aterosclerotice.  

 Macrofagele sunt esentiale in procesul inflamator care insoteste aterogeneza, incepand 

de la formarea striurilor lipidice pana la procesele ce duc la ruptura placii si la sindroame 

coronariene acute. Unul din obiective a fost sa urmarim productia unei citokine 

proinflamatoare recent descoperita, rezistina, de catre monocitele umane ca urmare a 

expunerii lor la concentratii crescute de glucoza. De asemenea, am investigat mecanismele 

implicate in efectul administrarii de liposomi cu clodronat  (tratament ce conduce la depletia 

monocitelor/macrofagelor) asupra viabilitatii celulelor peretelui vascular (celulele 

endoteliale-CE si celulele musculare netede-CMN) si a monocitelor si macrofagelor. Am 

studiat efectele interactiunii monocitelor apoptotice cu celulele peretelui vascular uitandu-ne 

la adeziunea monocitelor/macrofagelor la celulele endoteliale, celulele musculare netede,  

precum si modificarile ce apar  in proliferare (PCNA) si in caile de semnalizare intracelulara 

(MAPKinazele: p38 si ERK) din celulele musculare netede. 
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Rezultatele obtinute arata faptul ca: (1) concentratia crescuta de glucoza induce semnificativ 

exprimarea rezistinei in monocitele umane U937 (ARNm si proteina); (2) MAPKinazele p38, 

ERK1/2 si JNK precum si factorul de transcriptie NF-kB sunt implicati in acest mecanism; 

(3) insulina reduce semnificativ expresia de rezistina indusa de glucoza crescuta, independent 

de caile de semnalizare MAPKinazice PI3K, ERK1/2 sau p38. 

Experimentele realizate pentru studiul efectelor administrarii de liposomi cu clodronat 

asupra celulelor peretelui vascular si a monocitelor/macrofagelor arata faptul ca liposomii 

unilamelari mici sunt preluati in special de catre celulele endoteliale si musculare netede, pe 

cand liposomii multilamelari sunt internalizati de catre monocitele umane U937, macrofagele 

murine Raw 264.7 si macrofage peritoneale izolate de la soareci. Studiile de viabilitate pe 

tipurile celulare enumerate mai sus au aratat ca viabilitatea celulelor endoteliale si musculare 

netede nu este afectata semnificativ de MLV si SUV cu clodronat incapsulat, pe cand, in 

cazul macrofagelor activitatea biologica a clodronatului incapsulat in MLV este mai mare 

comparativ cu clodronatul liber avand loc o scadere semnificativa a viabilitatii lor, tipul de 

moarte celulara indusa fiind apoptoza. 

 Inducerea apoptozei in monocite determina schimbari in interactiunile lor cu celulele 

peretelui vascular. Comunicarea dintre celulele apoptotice si celulele musculare netede 

determina o scadere a proliferarii cu 35%  si a fosforilarii MAPKinazelor p 38 (~35%) si 

ERK (70%) in celulele musculare. De asemenea, monocitele in care a fost indusa apoptoza cu 

ajutorul liposomilor cu clodronat manifesta o adeziune crescuta la celulele peretelui sangvin 

in comparatie cu monocitele normale.  

 In urma rezultatelor obtinute pe diverse modele experimentale in care s-a indus 

inflamatia si folosindu-se diferite tipuri de nanotransportori, se pot trage urmatoarele 

concluzii generale: 1) liposomii directionati catre VCAM-1 sunt capabili sa transporte 

medicamente la CE activate, 2) nanoparticulele lipidice pot fi folosite pentru transportul 

intracelular  in celule endoteliale a substantelor  hidrofobe, 3) nanosistemul de transport tinta 

senzitiv dezvoltat poate furniza local agenti terapeutici, in vecinatatea endoteliului vascular 

activat si 4) liposomii pot fi capabili sa transporte substante active pentru modularea 

functiilor monocitelor /macrofagelor in scopul reducerii procesului inflamator. 

 Studiile efectuate in acesta lucrare sunt de natura aplicativa, scopul final fiind acela de 

a controla si reduce procesul inflamator utilizand diferite strategii terapeutice bazate pe 

nanotransportori. 
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