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Introducere si obiective

Cresterea longevitdtii a stimulat interesul oamenilor de stiintd pentru intelegerea
mecanismelor fundamentale care stau la baza imbatranirii naturale. Imbatranirea este un
fenomen extrem de complex si insuficient Inteles, care implicd un declin treptat al functiilor
la nivel celular si la nivelul organelor, conducand la o incidenta crescuta a bolilor cronice.
Multe modificari genetice si epigenetice, precum si dezechilibre ale proceselor biochimice,
sunt strans legate de imbatranire, unele dintre acestea fiind recunoscute ca semne
caracteristice ale acestui proces (Gupta et al., 2014). Potrivit raportului Word Heart Report
din 2023, desi rata mortalitatii standardizate in functie de varsta a scazut cu o treime intre
anii 1990 si 2019, acestea raman principala cauza de mortalitate in lume, numarul deceselor
provocate de acestea crescand pana la 33% 1n ultimii 30 de ani (https://heartreport23.world-
heart-federation.org/).

Modificarile structurale si functionale care apar in imbétranire la nivelul inimii duc
in final la insuficienta cardiaca (North and Sinclair, 2012). Principalele manifestari asociate
cu imbatranirea cardiaca sunt reprezentate de fibroza (Biernacka and Frangogiannis, 2011),
inflamatie cronicd (Ferrucci and Fabbri, 2018), hipertrofie (Olivetti et al., 2000) si
angiogeneza afectata (Lahteenvuo and Rosenzweig, 2012). Cand se examineaza structura si
functia inimii, atentia se indreaptd frecvent catre cardiomiocite, chiar daca fractia de celule
non-miocitard reprezintd majoritatea celulelor din inima. Acesta fractie include diverse tipuri
celulare printre care fibroblastii cardiaci, un grup eterogen si dinamic de celule care joaca
un rol esential, atat la nivel functional, cat si structural, In homeostazia cardiaca, atat in
conditii normale, cat si patologice. Fibroblastii cardiaci reprezinta aproximativ 15% din
numadrul total de celule in miocardul soarecelui adult, fiind distribuiti printre cardiomiocite
si poseda un program molecular specific ce le permite sa integreze si sd raspunda rapid la
semnalele extracelulare dupa o leziune (Tallquist and Molkentin, 2017). Activarea cailor de
semnalizare fibrotice datorita stimurilor de stres din imbatranire determina formarea fibrozei
si hipertrofiei cardiace. Acestea sunt doud semne importante ale Imbatranirii cardiace fiind
strans interconectate si declansate reciproc. In consecinti, imbatranirea cardiaci este
asociatd cu disfunctie diastolicd si insuficientd cardiacd cu functie sistolica pastrata
(HFpEF), avand un efect negativ asupra populatiei in varsta (Singam et al., 2020).

Infarctul miocardic (IM) reprezintd unul dintre cele mai devastatoare evenimente

cardiovasculare iar imbatranirea creste riscul de IM si, mai mult, agraveaza si evolutia post-
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infarct, Intrucat inimile varstnicilor prezintd o angiogeneza deficitara, o rezolutie ineficienta
a inflamatiei si o capacitate regenerativa redusa (Olivetti et al., 1991, Dai et al., 2012). O
caracteristicd esentiald a acestei remodeldri maladaptive este fibroza cardiaca, definita prin
depunerea excesiva de proteine ale matricei extracelulare (MEC), in special colagen. Desi
fibroza stabilizeazd initial miocardul lezat, acumularea excesiva de MEC compromite
complianta ventriculard, perturba functia electrica si, in cele din urma, duce la aparitia
insuficientei cardiace (Travers et al., 2016).

Fibroblastii cardiaci sunt principalii contribuitori la fibroza post-IM, insd ei
influenteaza si alte aspecte ale rdspunsului de vindecare, precum inflamatia (Theall and
Alcaide, 2022) si maturarea cicatricei (Daseke et al., 2020). Dereglarea activarii
fibroblastilor cardiaci in fazele precoce dupa leziune duce la vindecare deficitard si la
agravarea performantei cardiace (Deb and Ubil, 2014). Totusi, aceeasi cicatrice fibroasa care
este initial critica pentru supravietuire, ulterior afecteaza contractilitatea si contribuie la
disfunctia sistolica si la insuficienta cardiaca cronica (Smolgovsky et al., 2021).

La nivel molecular, tot mai multe dovezi subliniazd importanta microRNA-urilor
(miRNA) 1n Imbatranirea si patologia cardiovasculara. Astfel, anumite miRNA-uri au fost
implicate in patogeneza infarctului miocardic si a remodelarii fibrotice avand roluri pro- sau
anti-fibrotice (Thum et al., 2008, van Rooij et al., 2008). Descoperirea legaturii dintre
miARN-uri §i anumite patologii a generat un interes semnificativ pentru explorarea
potentialului acestora ca noua clasd de medicamente, iar succesul global al vaccinurilor
ARNm impotriva SARS-CoV-2 a sporit interesul pentru imunoterapiile bazate pe ARN.
Astfel, terapiile pe baza de ARN au devenit optiuni reale de tratament (Seyhan, 2024).

Pe baza acestor considerente ipoteza de la care am plecat sustine ca dereglarea
profilului de expresie a miRNA-urilor in imbatranire afecteaza mecanismele moleculare de
mentinere a homeostaziei si determind atat deteriorarea functionald sistemicd, cat si
declangarea unor procese patologice, cum ar fi fibroza cardiaca si remodelarea maladaptativa
dupa infarctul miocardic. Astfel, scopul tezei a fost sa exploreze rolul miARN-urilor ca
regulatori cheie ai homeostaziei celulare si ca potentiale tinte terapeutice capabile sa
blocheze procesele patologice, precum remodelarea matricei extracelulare si fibroza
cardiacd, contribuind astfel la identificarea unor strategii inovatoare pentru promovarea
imbatranirii sandtoase si prevenirea complicatiilor asociate varstei. Pentru a indeplini acest
scop, activitatea mea de cercetare n perioada doctoratului a urmarit urmatoarele obiective
specifice:

1. Identificarea profilului de expresie a miRNA-urilor implicate in fiziopatologia sistemului
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cardiovascular in populatii individuale de celule cardiace izolate de la soareci batrani;

2. Evaluarea in vitro a efectelor miARN-urilor asociate imbatranirii asupra fibroblastilor
cardiaci, prin analiza impactului lor asupra fenotipului pro-fibrotic si a cailor de semnalizare
implicate in imbatranire (inflamatie si remodelare tisulard);

3. Determinarea efectul terapeutic al modularii expresiei miRNA asupra remodelarii
maladaptative post-IM 1n imbatranire.

Structura tezei de doctorat

Teza de doctorat este formatd din doua parti principale:

Partea I-Studiul actual al cunoasterii este divizatd in trei capitole. Capitolul 1 intitulat
"Rolul imbatranirii in aparitia bolilor cardiace, abordeaza aspecte despre trasaturile
generale ale imbatranirii, modificarile cardiace asociate cu imbdtranirea si se concentreaza
in final pe informatii privind remodelarea cardiaca in miocardul batran cu boald cardiaca
ischemicd. Capitolul 2 denumit “Fibroblastul cardiac, evidentiaza aspecte privind
fibroblastul cardiac de la trasaturile generale pana la rolul acestui tip celular in homeostazia
si fibroza cardiaca. In final, capitolul 3 se axeazi pe descrierea rolului “miRNA-urilor in
imbatranirea cardiaca si in patologii asociate imbatranirii,,. Acest capitol cuprinde o
analiza a literaturii de specialitate privind nomenclatura si organizarea genomica a
microARN-urilor, biogeneza acestora, mecanismele de actiune si dereglarea microARN-
urilor in imbitranirea cardiaci si bolile cardiace asociate. In final capitolul se sfarseste cu

descrierea studiilor preclinice ce vizeaza utilizarea miARN 1n terapia fibrozei cardiace.

Partea II-Contributii originale descrie rezultatele originale corespunzatoare studiilor
desfasurate pentru atingerea obiectivelor tezei. Astfel, aceasta parte este Tmpartitd in trei

capitole a cdror rezultate si concluzii sunt sintetizate mai jos:

Capitolul 1- MIARN IMPLICATE iN BOLILE CARDIOVASCULARE: ANALIZA
iN IMBATRANIREA NATURALA, cuprinde studiul intitulat ”Cresterea lui miR-29a in
imbatranire poate fii un mecanism compensator impotriva fibrozei cardiace prin scdaderea
proteinei Serpinhl,,. In acest studiu ne-am concentrat pe identificarea rolurilor a patru
miRNA (miR-18a, miR-21, miR-22 si miR-29a) cunoscute a fi implicate in boli
cardiovasculare in procesul de imbatranire cardiaca. Folosind tehnici de biologie moleculara,
biochimie si culturi celulare, descrise in sectiunile ,,Protocoale experimentale si metode de

analiza” am ardtat cd fibroza cardiaca asociatd imbdtranirii este Insotitd de o crestere a
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expresiei miARN-urilor miR-29a, miR-18a, miR-21a si miR-22 1n inim4, dintre care miR-
29a se remarca crescut si preponderent exprimat in multiple organe prelevate de la soareci

batrani sugerand o semnatura moleculara comuna a procesului de imbatranire.
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Figura 1. Investigarea profilului de expresie a miARN-urilor implicate in patologii
cardiace in imbatranirea naturald. (A.) Cuantificarea hidroxiprolinei si evaluarea miARN-
urilor in inimi prelevate de la soareci tineri si batrdni; (B.) Evaluarea nivelului de expresie
a lui miR-21a si miR-29a in multiple organe prelevate de la soareci tineri si batrani;
Graficul de tip “heatmap” indicd expresia 2" unde snU6 a fost utilizatd ca gend de

referintd.

Mai mult, prin analiza bioinformaticd am identificat cd miR-29a regleaza in mod
direct organizarea matricei extracelulare prin tintirea Serpinhl, o chaperona esentiala a

colagenelor. Validarile experimentale au confirmat Serpinhl ca tinta directd a miR-29a,



expresia acestei gene fiind invers corelatd cu nivelurile crescute de miR-29a in organele

imbatranite.
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Figura 2. Identificarea Serpinhl ca tintd al lui miR-29a. (4.)Analiza bioinformatica de
predictie a tintelor si proceselor biologice dereglate de miR-29a; (B.) Analiza PPI ce
identifica Serpinhl ca cea mai importanta proteina din ECM si validarea scaderii acesteia

in multiple organe in imbdatrdanire; (C.) Confirmarea in vitro a Serpinhl ca tinta directa a

Tui miR-29a



In final, studiile functionale in vitro au evidentiat ci supraexpresia miR-29a in
fibroblasti si celule musculare cardiace inhiba proliferarea si migrarea celulara si reduce
sinteza proteinelor pro-fibrotice, precum colagenul I si III, sugerand astfel cd miR-29a
functioneaza ca un mecanism compensator anti-fibrotic, capabil sd limiteze remodelarea

patologica a matricei extracelular.
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Capitolul 2- INVESTIGAREA UNOR MOLECULE DE MIARN CU EXPRESII
SCAZUTE iN FIBROBLASTII CARDIACI IN iMBATRANIREA NATURALA,

cuprinde doua studii:

Studiul 1- "Izolarea si caracterizarea fibroblastilor si cardiomiocitelor primare murine,, a
avut ca scop recuperarea unui numdr maxim de celule cardiace, care sa fie atat viabile, cat si
functionale. Astfel, cardiomiocitele murine adulte au fost izolate prin perfuzia retrograda
prin aorta, a tamponului de digestie ce a asigurat distributia uniforma a enzimelor digestive

prin reteaua coronariand, ceea ce a facilitat o digestie eficienta si profunda a tesutului

miocardic.
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Figura 4. Etapele izolarii cardiomiocitelor si celulelor non-miocitare. Inima este
fragmentata cu penseta, iar disocierea celulara este realizata prin pipetare, urmata de
filtrare printr-o sita de 100 um. Separarea cardiomiocitelor de celulele non-miocitare are
loc prin sedimentare prin gravitatie timp de 20 min; Supernatantul care contine celule non-
miocitare este centrifugat (400 x g) pentru a obtine un pelet celular, utilizat fie pentru
cultura fibroblastelor cardiace, fie pentru izolarea ARN; Daca miocitele nu sunt cultivate
acestea sunt preluate pentru izolarea de RNA; In caz de culturd, cardiomiocitele sunt supuse
reintroducerii graduale a calciului (0,34 mM — 0,68 mM — 1,02 mM Ca?'), urmata de

insamdntare timp de 1 ord pe suprafete acoperite cu laminind i apoi mentinute in cultura.
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In ceea ce priveste fibroblastii cardiaci, au fost standardizate trei protocoale, bazate
pe digestii enzimatice cu enzime diferite. Comparatia celor trei protocoale de izolare a dus
la concluzia cd protocolul bazat pe digestie fractionata a oferit cel mai bun echilibru intre
randament, viabilitate si puritate, permitand obtinerea unor culturi stabile si reproductibile.

Enzimatic digestion

. in fractions
Heart collection

S o — O — % \¥ I
) . e ¥ g \ . w 20 min-Frl
S e e == —— &y 5 min-Frz-8
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Scdi.-m;‘ntation of

¥~ minced heart l
> o e — =
Cardiac fibroblast Pre-plating i
culture Poole fractions

Figura 5. Etapele izolarii fibroblastilor cardiaci utilizind digestia in fractii. Dupa
recoltare, inima este maruntitd in bucati de 1-2 mm?, urmate de digestie enzimatica in fractii
cu colagenaza I si tripsina la 37°C. Dupa fiecare runda de digestie (20 min pentru prima
fractie, 5 min pentru urmatoarele), supernatantul este separat, iar celulele sunt colectate
prin centrifugare la 400 % g. Fractiile obtinute sunt pastrate pe gheata pana la finalizarea

digestiei. La final fractiile sunt combinate iar celulele sunt insamdntate pentru pre-plating

timp de 24h.

Caracterizarea culturilor primare pure a fost realizatd cu succes prin marcarea
imunofluorescentd a markerilor specifici (Pdgfra, S100A4, alpha-SMA, Collagen I si
Collagen III). Analiza comparativa a fibroblastilor cardiacii izolati de la soareci tineri si
batrani a relevat ca schimbarile fenotipice asociate Tmbatranirii naturale au fost moderate,
dar semnificative, la nivel celular. Astfel, fibroblastii din animale batrane prezintd o usoara
crestere a dimensiunii celulare, o reorganizare a aSMA si o dependentd mai mare de

metabolismul glicolitic, asociata cu o capacitate redusa de adaptare la stres metabolic.
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Figura 6. Diferente ale fibroblastilor cardiaci derivati de la soareci tineri si batrdni. (4.)
Caracterizarea morfologica si imunofenotipica a fibroblastilor prin citometrie in flux si
microscopie de fluorescenta a celulelor derivate de la soareci tineri si batrdni dupa 5 zile

de cultura; (B.) Diferente metabolice intre fibroblasti tineri si barani
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(C) Imagini de microscopie fluorescenta ilustrand prezenta aSMA, colagenului I si
colagenului III. Se observa modele diferite de distributie a SMA in cele doua grupuri

(caseta). Imaginile sunt reprezentative pentru trei experimente.

Studiul 2- " MiARN-urile generate de locusul Meg3-Mirg sunt scazute in timpul imbatranirii
naturale”. In acest studiu, am aratat ca la nivelul fibroblastilor cardiaci, Tmbatranirea
naturald a fost corelatd cu o modificare moderatd a expresiei a 88 de miARN-uri. Dintre
acestea, 68% au avut scaderi semnificative, iar aproximativ jumatate dintre acestea au avut

originea in locusul Meg3-Mirg de pe cromozomul 12.
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Figura 7. Identificarea miRNA-urilor in fibroblastii cardiaci izolati de la soareci tineri si
batrani. (A.) Grafic de tip volcano plot ce arata analiza miARN-urilor diferential exprimate;
(B.) Frecventa miRNA-urilor mature mapate pe fiecare cromozom al soarecelui; (C.)
Localizarea genomica a miRNA-urilor mature, reprezentata prin pozitia la care incepe gena
corespunzatoare (miRNA-urile mature cu localizari genomice multiple nu au fost ilustrate)
si reprezentarea schematica a locusului Meg3-Mirg ca parte a locusului cu imprinting
patern DIlk1-Dio3. Locusul Meg3-Mirg este exprimat de pe alela materna si contine exclusiv
ARN-uri non-codante, adica IncRNA (Meg3, Rian, Mirg), snoRNA (bare portocalii) si
miRNA (bare rosii). MiRNA-urile alese ca reprezentative pentru clusterul Meg3-Mirg sunt

evidentiate prin sagefi.

13



Astfel, imbatranirea naturald este asociata cu reprimarea coordonatd a patru miRNA-
uri reprezentative (miR-337-5p, miR-127-3p, miR-379-5p, miR-541-5p) din mega-clusterul
Meg3-Mirg, fenomen observat atat in fibroblastii cardiaci, cat si in alte organe precum

muschi scheletic, ficat si ventricule cardiace.
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Figura 8. Analiza de RT-qPCR a celor 4 miRNA-uri reprezentative pentru locusul Meg3-

Mirg in celule cardiace si multiple organe prelevate de la soareci tineri si bitrani.

Mai mult, tintele tuturor miARN-uri din cluster au fost semnificativ imbogatite in cai
KEGG implicate in longevitate, inflamatie si fibroza, ceea ce sugereaza un rol central al
locusului 1n reglarea proceselor asociate varstei. Acesta analiza a condus in final la
identificarea Itgb2 ca gena-tintd relevantd a miARN-urilor din Meg3-Mirg, fiind
supraexprimatd in mai multe organe imbatranite (inima, creier, rinichi, pancreas, fibroblaste

cardiace).
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A Predicted targets of 27 downregulated
miRNAs from Meg3-Mirg locus
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Figura 9. Gene supraexprimate in imbdtrdnire care sunt tintite de miRNA-uri din locusul

Meg3-Mirg. (A.) Diagrama Venn care ilustreaza tintele prezise ale celor 27 de miRNA-uri

cu reglare descendenta, (B.) llustratie grafica a intersectiei dintre genele unice gasite in

calea KEGG si genele supraexprimate identificate in baza de date Tabula Muris Senis.

Genele supraexprimate sunt evidentiate pentru fiecare organ. Itgb2 a reiesit drept singura

gena supraexprimata in 4 din 6 organe; (C.) Expresia genei Itgb2 in creier, ventricul,

rinichi, ficat §i in fibroblaste cardiace cultivate
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Capitolul 3 - INVESTIGAREA UNOR MOLECULE DE MIARN CU EXPRESII
CRESCUTE IN FIBROBLASTII CARDIACI iN IMBATRANIREA NATURALA,
cuprinde studiul intitulat “Activarea miR-10b in fibroblastii cardiaci atenueaza
remodelarea adversa dupa infarctul miocardic in timpul imbatrdnirii prin tintirea Lpar2,,.
In acest studiu ne-am axat pe identificarea rolurilor miARN-urilor crescute in fibroblastii
cardiaci in procesul de remodelare post-IM in timpul imbétranirii. Folosind studii
functionale in vivo, tehnici de biologie moleculara, biochimie, clonare si culturi celulare,
descrise in sectiunile ,,Profocoale experimentale si metode de analiza”, am ardtat cd miR-
10b-5p a fost validat ca fiind supraexprimat specific in cFb izolati din soareci masculi pe
parcursul Tmbatranirii. Aceasta crestere a fost confirmata si la nivelul inimii imbétranite,
fiind atribuita exclusiv acumularii miR-10b in cFb si nu in cardiomiocite (CM), sugerand un

rol important al acestui miARN in procesele de remodelare fibrotica asociate imbatranirii.
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Figura 10. Dereglarea nivelului de expresie a lui miR-10b in imbdtrdnirea cardiacd. (A.)
Vulcano bubble plot ce arata totalitatea miARN-urilor dereglate in fibroblastii cardiaci in
timpul imbatranirii. Dimensiunea bulelor reprezinta media nivelului de expresie (RPM-citiri
pe milion) si culoarea reprezinta statusul de conservare: rosu= inalt conservate (conservate
la vertebrate); albastru=conservate doar la mamifere; (B.) Analiza dependentei de sex a

genelor supraexprimate in timpul imbatranirii; (C.) Validarea expresiei genice prin RT-
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qPCR a miR-10b in fibroblastii cardiaci izolati de la animale tinere si batrane; (D.) Expresia

relativa a miR-10b in inimi si celule cardiace izolate la soareci tineri si batrani.

Datele noastre au evidentiat faptul ca miR-10b a prezentat o reglare bifazica in timpul
infarctului miocardic, fiind redus 1n faza inflamatorie si crescut in fazele de
reparare/maturare ale IM. In faza acutd, semnalele inflamatorii precum TNF-a inhiba
expresia sa, facilitand activarea fibroblastilor si depunerea matricei In timp ce cresterea
nivelului de miR-10b promoveazd apoptoza fibroblastilor si stabilizeaza cicatricea,

prevenind acumularea excesivd de ECM.
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Figura 11. Expresia si rolul lui miR-10b in fazele reparatorii post-M1. (A.) Reprezentarea
schematica a designului experimental. Infarctul miocardic a fost indus la soarecii C57BI5
tineri (2-3 luni) prin ligatura arterei coronare descendente anterioare (LAD). Regiunea
infarctata a ventriculului stang a fost recoltata in azot lichid la 1, 3, 7 si 14 zile post-IM;
(B.) Evolutia expresiei lui miR-10b la diferite intervale de timp post-MI; (C.) Expresia miR-
10b in fibroblaste cardiace expuse 24h la diferite concentratii de TNFo,; (D.) Impactul lui

miR-10b asupra apoptozei celulare in conditii inflamatorii.
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Analiza bioinformatica si testele functionale au identificat Lpar2 ca tintd directd a
miR-10b. Supraexpresia miR-10b in fibroblastii cardiaci batrani a redus nivelul Lpar2 la
nivel transcriptional si proteic, iar testele cu luciferaza au confirmat interactiunea directa
miR-10b-Lpar2.
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Figura 12. Identificarea si validarea Lpar2 ca tintd al lui miR-10b. (4.) Analiza RT-qPCR
a nivelului genic a lui miR-10b in fibroblastii cardiaci izolati de la soareci tineri si batrani
la 7 zile post-IM; (B.) Analiza bioinformatica de identificare a genelor tinta pentru miR-10b.
Genele comune identificate ca fiind scazute in grupurile experimentale Y-MI vs Y-Sham, O-
MI vs O-Sham si O-MI vs Y-MI au fost suprapuse cu tintele prezise ale miR-10b gasite in 4
baze de date; (C.) Expresia genica si proteica a lui Lpar? in fibroblastii cardiaci izolati din
soareci batrani si testul Dual-luciferase reporter care demonstreaza interactiunea directa

dintre Lpar2 si miR-10b-5p.

in plus, testele functionale au aritat ci, in prezenta unui agonist specific pentru
Lpar2, supraexpresia miR-10b reduce proliferarea si expresia genelor pentru colagen I/I1I in

cFb batrani, consolidand rolul acestei cadi de semnalizare in procesul de fibroza.
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Figura 13. Rolul axei miR-10b/Lpar?2 in procesul fibrotic. (A.) Celulele au fost transfectate
cu miR-10b sau Scramble timp de 24 de ore si expuse timp de 98 de ore la agonistul LPA2.
Plotul din stanga ilustreaza indexul celular normalizat, reprezentand media + DS a doua
sau trei godeuri individuale dintr-un experiment reprezentativ. Graficul din dreapta
cuantifica panta curbelor de proliferare din trei experimente separate, ce descrie gradientul
si rata de modificare a curbelor indexului celular in intervalul de 98h de tratament.
Rezultatele sunt raportate la controlul Scramble pentru fiecare experiment in parte; (B.)
Cuantificarea relativa prin RT-gPCR a genelor Colagen I si Il in fibroblasti cardiaci

batrani imortalizati ce supraexprima miR-10b dupa 48 de ore de tratament cu agoLPA2.

In final, am demonstrat ca inhibitia in vivo a miR-10b prin antagomir a exacerbat
remodelarea adversd post-IM la soarecii batrani, determindnd agravarea dilatarii
ventriculare, a subtierii peretelui si a disfunctiei cardiace. Aceste date definesc axa miR-
10b—Lpar2 ca un mecanism critic de control al proliferarii fibroblastilor si al depunerii

matricei extracelulare in contextul imbdatranirii, cu potential de a fi exploatatd terapeutic.
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Figura 14. Studiul de inhibitie in vivo a lui miR-10b dupa IM. (4.) Cronograma ce
ilustreaza designul experimental. Soareci C57Bl6 batrani (de 17-18 luni) au fost supusi
interventiei chirurgicale Sham sau IM. O concentratie de 10 mg/kg Scramble (Scr) sau
AntagomiR-10b (Anti-10b) a fost administrat grupului IM in ziua 6 si ziua 10 post-
procedura, (B.) Nivelul de expresie a genei miR-10b in ventriculul stang dupa infarctul
miocardic; (C.) Cuantificarea inregistrarilor ecocardiografice intr-un ciclu cardiac a ariei
VS, diametrului intern al VS (LVID), peretelui anterior al VS (LVAW) si volumelor
telesistolice (ESV) si telediastolice (EDV) la soareci aflati in cohorta de studiu. Masuratorile

au fost efectuate inainte de prima doza de tratament si la sfarsitul timpului experimental

(dupd injectie).
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Contributiile originale ale tezei

Standardizarea protocoalelor pentru obtinerea de fibroblasti cardiaci si cardiomiocite
murine adulte pentru studii in vitro;

Demonstrarea unui fenotip de fragilitate la fibroblastii cardiaci din inimi batrane,
caracterizat prin reorganizarea fibrelor de stres si schimbari metabolice cu preferinta
Identificarea si caracterizarea profilul de expresie a miARN-urilor in fibroblastii cardiaci
izolati de la soareci batrani si tineri.

Identificarea miR-29a ca avand un nivel crescut in mod global odata cu imbatranirea,
modificarea sa exercitdnd un rol compensator, cu efecte anti-fibrotice in acest proces.
Demonstrarea cd miR-10b este crescut in inima Imbatranitd a indivizilor masculi,
datorita supraexpresiei sale in fibroblastii cardiaci si nu in cardiomiocite.

Identificarea lui miR-10b ca fiind reglat temporal, expresia lui fiind scazutd in faza
inflamatorie post-IM si crescuta ulterior, in fazele de reparare si maturare a cicatricei.
Demonstrarea ca expunerea cFb la stimuli inflamatori, precum TNF-aplha, reduce
expresia miR-10b, iar supraexpresia acestuia in aceleasi conditii favorizeazd apoptoza
celulara.

Demonstrarea rolului anti-fibrotic al miR-10b in conditii normale, in cFb, cu impcat
asupra scaderea proliferarii, migratiei si a Ctgf

Identificarea si validarea Lpar2 ca tinta directd a miR-10b, atat la nivel de expresie
genicd, cat si proteica.

Demonstrarea ca activarea receptorului Lpar2, indusa prin expunerea la agonistul LPA2,
este inhibata de supraexpresia miR-10b in cFb, ceea ce conduce la reducerea proliferarii
celulare si la diminuarea expresiei genelor pro-fibrotice, precum colagenul I si colagenul
II. Aceste rezultate validand rolul anti-fibrotic al lui miR-10b.

Demonstrarea ca inhibitia in vivo a lui miR-10b dupa IM duce la exacerbarea remodelarii

fibrotice dupa IM 1n imbatranire.
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