
 

                      

 

ACADEMIA ROMÂNĂ 

Şcoala de Studii Avansate a Academiei Române 

Institutul de Biologie și Patologie Celulară “Nicolae Simionescu” 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT 
 

Heterogenitatea, funcționalitatea și potențialul terapeutic al 

neutrofilelor în infarctul miocardic 

 

 

 

 

 

 

 
 

 CONDUCĂTOR DE DOCTORAT:  

 Acad. Maya Simionescu 

 

DOCTORAND:   

Cristina-Andreea Mihăilă 

 

 

 

 
București 

2025



2 
 
 

 

CUPRINS 

 

Lista cu abrevieri și simboluri..............................................................................................9 

Introducere..........................................................................................................................13 

 

PARTEA I 

STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII 

 

1.  BIOLOGIA ȘI FUNCȚIILE NEUTROFILELOR......................................................19 

1.1.    Originea și formarea neutrofilelor..........................................................................21 

1.2.    Rolul neutrofilelor în răspunsul inflamator............................................................24 

1.2.1.    Recrutarea neutrofilelor în zona inflamată....................................................24 

1.2.2.    Funcțiile neutrofilelor la locul inflamației.....................................................31 

1.2.2.1.    Degranularea și producerea de citokine.........................................31 

1.2.2.2.    Fagocitoza.....................................................................................33 

1.2.2.3.    Generarea de specii reactive de oxigen (ROS)...............................35 

1.2.2.4.    Formarea de capcane extracelulare (NET).....................................36 

1.3.    Implicarea neutrofilelor în ateroscleroză..............................................................39 

2.  PATOFIZIOLOGIA INFARCTULUI DE MIOCARD...............................................42 

2.1.    Etiologia și epidemiologia infarctului de miocard.................................................42 

2.2.    Fazele reparării cardiace post infarct miocardic.....................................................43 

2.2.1.    Faza inflamatorie..........................................................................................45 

2.2.2.    Faza proliferativă..........................................................................................53 

2.2.3.    Faza de maturare...........................................................................................57 



3 
 
 

 

3.  IMPLICAREA NEUTROFILELOR ÎN INFARCTUL MIOCARDIC.....................59 

3.1.    Efectele neutrofilelor asupra țesutului miocardic...................................................59 

3.1.1.    Rolul neutrofilelor în faza inflamatorie.........................................................59 

3.1.2.    Rolul neutrofilelor în faza reparatorie...........................................................60 

3.2.    Heterogenitatea și plasticitatea neutrofilelor..........................................................61 

3.3.    Interacțiunea neutrofilelor cu macrofagele............................................................64 

3.4.    Strategii terapeutice bazate pe neutrofile...............................................................65 

3.4.1.    Țintirea directă a neutrofilelor (Ly6G, CXCR2, GSDMN)...........................66 

3.4.2. Țintirea factorilor eliberați de neutrofile (ROS, S100A9, MPO, 

NET).........................................................................................................................68 

 

PARTEA II 

CONTRIBUȚII ORIGINALE 

 

1.  IDENTIFICAREA DE NOI MARKERI SPECIFICI, MECANISME DE 

SEMNALIZARE ȘI CARACTERISTICI FUNCȚIONALE ALE NEUTROFILELOR 

POLARIZATE N1 ȘI N2; EFECTUL IMUNOMODULATOR AL BLOCĂRII S100A9 

ASUPRA NEUTROFILELOR N1....................................................................................73 

1.1.    Introducere și obiective.......................................................................................73 

1.2.    Materiale și metode..............................................................................................75 

1.2.1.    Model animal............................................................................... .................75 

1.2.2.    Izolarea și polarizarea neutrofilelor...............................................................75 

1.2.3.    Secvențierea ARNm în neutrofilele polarizate..............................................77 

1.2.4.    Analiza expresiei diferențiale........................................................................79 

1.2.5.    Analiza expresiei genelor reglate diferențial (DEG).....................................79 



4 
 
 

 

1.2.6. Analiza cantitativă a expresiei genice prin metoda Real-time PCR

 ..................................................................................................................................80 

1.2.7. Analiza citokinelor și chemokinelor din secretomul neutrofilelor prin 

Proteome Profiler Array...........................................................................................81 

1.2.8. Evaluarea expresiei proteice din secretomul neutrofilelor prin 

ELISA.......................................................................................................................82 

1.2.9.    Măsurarea speciilor reactive de oxigen.........................................................82 

1.2.10. Analiza profilului energetic al neutrofilelor N1 și 

N2.............................................................................................................................82 

1.2.11. Analiza capacității chemotactice a neutrofilelor 

polarizate..................................................................................................................83 

1.2.12. Evaluarea activității gelatinolitice a MMP-9 prin 

zimografie.................................................................................................................83 

1.2.13.    Analiza expresiei proteice prin Western Blotting........................................84 

1.2.14.    Detecția mieloperoxidazei (MPO) și a oxidului nitric (NO)........................84 

1.2.15.    Analiza statistică.........................................................................................85 

1.3.    Rezultate...............................................................................................................85 

1.3.1.    Neutrofilele N1 și N2 prezintă un profil transcripțional distinct....................85 

1.3.2.  Validarea prezenței neutrofilelor N1 în modele in vivo de inflamație acută

 ......................................................................................................................90 

1.3.3.  Blocarea lui S100A9 scade expresia genică a moleculelor chemotactice 

mieloide CCL2, CCL3 și CCL5 în neutrofilele N1...................................................93 

1.3.4.   Cuantificarea mediatorilor moleculari solubili ai răspunsului imun eliberați 

de neutrofilele N1 și N2............................................................................................94 

1.3.5.     Evaluarea funcțională a subtipurilor de neutrofile N1 și N2.........................95 

1.3.5.1.    Producerea de ROS și NO..............................................................95 



5 
 
 

 

1.3.5.2.    Profilul energetic ale neutrofilelor N1 și N2...................................96 

1.3.5.3.  Activitatea MPO și MMP-9 în neutrofilele polarizate N1 și N2

 ..........................................................................................................97 

1.3.5.4.    Transmigrarea neutrofilelor polarizate...........................................98 

1.3.6.    Mecanisme de semnalizare activate în neutrofilele polarizate......................99 

1.3.6.1.   Subunitățile NADPH oxidazei reglează producerea de ROS în 

neutrofilele pro-inflamatorii (N1).................................................................99 

1.3.6.2.    Protein kinazele și factorii de transcripție activați în neutrofilele 

polarizate N1/N2.........................................................................................100 

1.4.    Discuții..........................................................................................................102 

1.5.    Concluzii parțiale.........................................................................................106 

1.6.    Limitările studiului......................................................................................107 

 

2.  INVESTIGAREA CAPACITĂȚII NEUTROFILELOR N2 DE A INDUCE 

POLARIZAREA MACROFAGELOR ÎNTR-UN FENOTIP REPARATOR 

(MERTK+)........................................................................................................................108 

2.1.    Introducere și obiective.....................................................................................108 

2.2.    Materiale și metode............................................................................................110 

2.2.1.    Izolarea și polarizarea neutrofilelor.............................................................110 

2.2.3.    Model experimental....................................................................................111 

2.2.4.    Analiza expresiei genice prin Real-time 

PCR..............................................111 

2.2.5. Analiza expresiei proteice din supernatantul neutrofilelor N1/N2 și al 

macrofagelor prin tehnica ELISA...........................................................................113 

2.2.6.    Determinarea expresiei proteice în lizatul celular prin Western Blot...........113 



6 
 
 

 

2.2.7.      Obținerea cardiomiocitelor apoptotice și evaluarea apoptozei prin citometrie 

în flux......................................................................................................................114 

2.2.8.   Analiza prin imunofluorescență a moleculei MerTK cu rol important în 

eferocitoză..............................................................................................................114 

2.2.9. Determinarea capacității eferocitice a macrofagelor prin 

imunofluorescență..................................................................................................115 

2.2.10.    Analiza statistică.......................................................................................115 

2.3.    Rezultate.............................................................................................................115 

2.3.1.    Factorii eliberați de neutrofilele N1/N2 modulează diferit expresia markerilor 

inflamatori/antiinflamatori în macrofage................................................................115 

2.3.2.  Macrofagele expuse la factorii eliberați de neutrofilele N2 induc creșterea 

expresiei receptorilor implicați în recunoașterea celulelor apoptotice.....................119 

2.3.3.  Moleculele de legătură MFG-E8 și Gas6 sunt exprimate de macrofagele 

expuse la secretomul neutrofilelor N2.....................................................................121 

2.3.4.   Calea de semnalizare declanșată de factorii eliberați de neutrofilele N1/N2 în 

macrofage...............................................................................................................123 

2.3.5.   Capacitatea de eferocitoză a macrofagelor este crescută de factorii eliberați 

de neutrofilele N2...................................................................................................125 

2.4.    Discuții................................................................................................................127 

2.5.    Concluzii parțiale...............................................................................................131 

2.6.    Limitările studiului............................................................................................131 

 

3.  INVESTIGAREA EFECTULUI TERAPIEI CU FACTORI ELIBERAȚI DE 

NEUTROFILELE N2 ÎNTR-UN MODEL DE ȘOARECE CU INFARCT 

MIOCARDIC....................................................................................................................133 

3.1.    Introducere și obiective.....................................................................................133 



7 
 
 

 

3.2.    Materiale și metode............................................................................................135 

3.2.1.    Obținerea secretomului de neutrofile N1 și N2...........................................135 

3.2.2.  Procedura chirurgicală de inducere a infarctului miocardic și injectarea 

secretomului concentrat de la neutrofilele N1/N2...................................................136 

3.2.3.     Evaluarea expresiei genice a markerilor inflamatori și pro-fibrotici prin Real-

time PCR.................................................................................................................138 

3.2.4.   Analiza histologică și imunohistochimică a inimilor de șoarece cu infarct 

miocardic................................................................................................................139 

3.2.5.  Determinarea proteinelor IL-6, MCP-1, S100A8/A9 și TGF-β în plasma 

șoarecilor prin ELISA ............................................................................................140 

3.2.6.    Cuantificarea ADN-ului extracelular circulant...........................................140 

3.2.7.    Analiza statistică.........................................................................................140 

3.3.    Rezultate.............................................................................................................141 

3.3.1.    Infiltrarea miocardului de către neutrofile în prima zi post-infarct miocardic 

se corelează cu niveluri crescute de ADN extracelular circulant și molecule 

inflamatorii.............................................................................................................141 

3.3.2.    Efectul injectării secretomului de N1/N2 în procesul de reparare a țesutului 

post-infarct miocardic.............................................................................................143 

3.4.    Discuții................................................................................................................148 

3.5.    Concluzii parțiale...............................................................................................149 

3.6.    Limitările studiului............................................................................................150 

 

CONCLUZII GENERALE..............................................................................................151 

BIBLIOGRAFIE..............................................................................................................155 

 



8 
 
 

 

Cuvinte cheie: infarct miocardic, neutrofile N1/N2, S100A9, macrofage, secretomul 

neutrofilelor, eferocitoză  

Număr total de pagini: 174 

Număr de figuri în “Stadiul actual al cunoșterii”: 11 

Număr de figuri în “Contribuţii originale”: 40  

Număr de tabele în “Contribuţii originale”: 5 

Referințe bibliografice: 189 

Lucrări publicate în reviste indexate ISI: 10 

 autor principal: 3 

 co-autor: 7 

Lucrări prezentate la manifestări științifice: 1  

Postere prezentate la manifestări științifice: 7 

 naționale: 4 

 internaționale: 3 

Brevete: 1 

Bursă de doctorat finanțată de Academia Română (SCOSAAR): 2020-2023 

Proiecte de cercetare – în calitate de membru în echipa de cercetare: 5 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 
 

 

INTRODUCERE ȘI OBIECTIVELE ȘTIINȚIFICE ALE TEZEI 

În ultimele decenii, infarctul miocardic (IM), denumit colocvial „atac de cord”, a atras 

un interes crescut în domeniul cercetării cardiovasculare, ca urmare a ratei ridicate de 

morbiditate, mortalitate și a opțiunilor terapeutice încă limitate. Această afecțiune severă este 

cauzată de întreruperea bruscă a fluxului sanguin către o regiune a mușchiului cardiac, cel 

mai frecvent din cauza unui cheag de sânge, ceea ce determină blocarea unei artere coronare 

și implicit scăderea aportului de oxigen către miocard. Privarea prelungită de oxigen poate 

duce la moartea cardiomiocitelor și necroza țesutului cardiac, evenimente care declanșează 

un răspuns inflamator acut, esențial pentru eliminarea celulelor moarte și inițierea procesului 

de reparare tisulară (Ojha și Dhamoon, 2023). Deși progresele din ultimii ani în terapiile 

farmacologice și intervențiile minim invazive au contribuit semnificativ la îmbunătățirea 

prognosticului pacienților cu infarct miocardic, incidența insuficienței cardiace rămâne în 

continuă creștere (Sun și colab., 2023). 

Sistemul imunitar are un rol esențial în evoluția post-infarct, iar neutrofilele – celule 

heterogene ce constituie prima linie de apărare a organismului (Kraus și Gruber, 2021) – 

participă activ atât la amplificarea răspunsului inflamator (neutrofile N1), cât și la inițierea 

proceselor de reparare tisulară post-infarct miocardic (neutrofile N2) (Ma și colab., 2016). 

Descoperirea recentă a heterogenității neutrofilelor, în special a celor două subpopulații 

principale — N1 și N2 — a subliniat necesitatea unor cercetări suplimentare pentru 

caracterizarea mai precisă a profilului lor transcripțional și funcțional. 

În acest context, teza de față a avut ca scop principal să caracterizeze atât transcripțional, 

cât și funcțional, subpopulațiile de neutrofile implicate în faza inflamatorie post-IM, precum 

și să evalueze, in vitro și in vivo, potențialul terapeutic al neutrofilelor N2 cu rol 

antiinflamator. Identificarea subpopulațiilor de neutrofile relevante din punct de vedere 

clinic ar putea contribui la îmbunătățirea diagnostigului unor afecțiuni specifice și/sau va 

ajuta la dezvoltarea unor strategii terapeutice inovatoare. 

Principalele obiective științifice ale tezei de doctorat au fost: i) Identificarea de noi 

markeri specifici, mecanisme de semnalizare și caracteristici funcționale ale neutrofilelor 

polarizate N1 și N2; efectul imunomodulator al blocării S100A9 asupra neutrofilelor N1; ii) 

Investigarea capacității neutrofilelor N2 de a induce polarizarea macrofagelor către un 
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fenotip reparator (MerTK+); iii) Investigarea efectului terapiei cu factori eliberați de 

neutrofilele N2 într-un model de șoarece cu infarct miocardic. 

Teza de doctorat este structurată în două parți principale. Prima partea a tezei, intitulată 

“Stadiul actual al cunoașterii”, oferă o analiză a literaturii de specialitate necesară pentru a 

pune în context tema de cercetare abordată. Aceasta este structurată în trei capitole și 

abordează aspecte fundamentale privind biologia și funcțiile neutrofilelor, patofiziologia 

infarctului miocardic, precum și rolul neutrofilelor în acest context patologic. Cea de-a doua 

parte a lucrării, numită “Contribuții originale”, prezintă activitatea experimentală 

desfășurată și rezultatele obținute în cadrul acestei cercetări. Această parte este structurată 

în trei studii distincte. 

STADIUL ACTUAL AL CUNOAȘTERII 

Neutrofilele, cunoscute și sub numele de leucocite polimorfonucleare, reprezintă prima 

linie de apărare a organismului, având un rol esențial în promovarea răspunsului imun 

înnăscut (Kraus și Gruber, 2021). Acestea se formează în măduva osoasă și sunt eliberate în 

circulație după maturizare, fiind stimulate de agenți patogeni și semnale inflamatorii care 

determină migrarea lor către locurile de infecție sau leziuni tisulare. La locul infecției, 

neutrofilele își exercită funcțiile de apărare printr-o serie de mecanisme coordonate, care 

includ producerea de specii reactive de oxigen (ROS) prin activarea NADPH oxidazei, 

eliberarea de componente citotoxice din granule și formarea de capcane extracelulare (NET) 

(Kumar și Dikshit, 2019). 

Deși mult timp au fost considerate o populație omogenă cu fenotip și funcție conservate, 

dovezi recente sugerează existența unei heterogenități a neutrofilelor, cu fenotipuri 

funcționale distincte, atât la indivizi sănătoși, cât și în condiții patologice, inclusiv cancer, 

infecții și boli autoimune sau inflamatorii (Hong, 2017; Silvestre-Roig și colab., 2019). 

Această diversitate a populațiilor de neutrofile se caracterizează prin diferențe în durata de 

viață, eliberarea de citokine, expresia proteinelor de suprafață, răspunsurile antibacteriene, 

precum și prin funcții proinflamatorii, pro-angiogenice sau imunosupresoare (Hong, 2017; 

Silvestre-Roig și colab., 2019; Fridlender și colab., 2009; Denny și colab., 2010). 

Într-un model murin de infarct miocardic, au fost descrise două subpopulații de neutrofile 

infiltrate în miocard: neutrofile proinflamatorii (N1) și antiinflamatorii (N2). Neutrofilele 

cardiace N1, izolate în prima zi post-IM, în timpul fazei inflamatorii, prezintă niveluri 
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ridicate ale markerilor proinflamatori (CCL3, IL-1β, IL-12a și TNF-α). În schimb, 

neutrofilele N2, izolate în zilele 5 și 7, în faza de reparare, exprimă markeri antiinflamatori, 

precum CD206 și IL-10. Polarizarea in vitro a neutrofilelor cu lipopolizaharidă (LPS) și 

interferon-γ (IFN-γ) pentru N1 sau interleukina-4 (IL-4) pentru N2, a dus la exprimarea unor 

markeri specifici pentru N1/N2, similari celor identificați in vivo (Ma și colab., 2016). 

Descoperirea rolului diferitelor subtipuri de neutrofile în promovarea sau rezolvarea 

inflamației ar putea avea o relevanță terapeutică semnificativă, permițând direcționarea 

selectivă către o anumită subpopulație pentru a modula evoluția bolii. 

Post-IM, neutrofilele ajunse în zona infarctată facilitează infiltrarea monocitelor din 

sânge, care se diferențiază în macrofage și contribuie la îndepărtarea resturilor de țesut 

cardiac și a celulelor apoptotice, ducând, la rândul lor, la activarea căilor reparatorii necesare 

remodelării cardiace (Prabhu și Frangogiannis, 2016). În timp ce celulele imune înnăscute 

joacă un rol crucial în vindecarea cardiacă, un răspuns imun dezechilibrat sau exagerat după 

IM, precum și o plasticitate defectuoasă a acestor celule, pot exacerba deteriorarea țesuturilor 

și, ulterior, pot declanșa o remodelare maladaptativă (Nahrendorf și colab., 2010; Schloss și 

colab., 2016). 

În miocardul ischemic, macrofagele demonstrează un grad remarcabil de plasticitate și 

sunt implicate în mod complex atât în procesele inflamatorii, cât și în cele reparatorii 

(Nahrendorf, 2018). Macrofagele sunt clasificate în mod obișnuit în două grupuri distincte, 

activate în mod clasic – macrofage M1 (inflamatorii) și activate alternativ – macrofage M2 

(antiinflamatorii), deși profilul fenotipic al macrofagelor cardiace este mult mai divers. În 

timp ce macrofagele M1 sunt implicate în principal în fagocitoză și exacerbarea inflamației 

(Shapouri‐Moghaddam și colab., 2018), macrofagele M2 stimulează repararea și regenerarea 

țesuturilor și au proprietăți eferocitice, pro-fibrotice și pro-angiogene (Shrivastava și Shukla, 

2019). Prin urmare, direcția de polarizare a macrofagelor post-IM joacă un rol crucial în 

rezolvarea inflamației, regenerarea țesuturilor și procesul de vindecare a rănilor (Kloc și 

colab., 2019). 

Având în vedere importanța crucială a macrofagelor pro-vindecare M2 în procesul de 

vindecare cardiacă în faza reparatorie, direcționarea neutrofilelor către subtipul N2 ar putea 

reprezenta o strategie terapeutică promițătoare post-infarct miocardic (Mihaila și colab., 

2024). 
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CONTRIBUȚII ORIGINALE 

Obiectivele științifice ale tezei: 

Obiectivul 1: Identificarea de noi markeri specifici, mecanisme de semnalizare și 

caracteristici funcționale ale neutrofilelor polarizate N1 și N2; efectul imunomodulator al 

blocării S100A9 asupra neutrofilelor N1; 

Obiectivul 2: Investigarea capacității neutrofilelor N2 de a induce polarizarea 

macrofagelor către un fenotip reparator (MerTK+); 

Obiectivul 3: Investigarea efectului terapiei cu factori eliberati de neutrofilele N2 

într-un model de șoarece cu infarct miocardic. 

Metodologia de cercetare:  

În cele trei studii realizate au fost aplicate atât tehnici in vitro, cât și in vivo. În vitro, s-

au utilizat metode de izolare și polarizare a neutrofilelor murine și umane, co-culturi cu 

macrofage, precum și teste funcționale precum eferocitoză, citometrie în flux, ELISA, qRT-

PCR, Western blot, histologie, imunohistochimie, analize metabolice (Seahorse), analize de 

transmigrare celulară (xCELLigence) și analize transcriptomice (secvențiere de ARNm). In 

vivo, a fost implementat un model murin de infarct miocardic obținut prin ligarea arterei 

coronariane descendente anterioară stângă căruia i s-a administrat în zona infarctizată 

secretom provenit de la neutrofile murine polarizate către fenotipurile N1 și N2. 

CAPITOLUL 1 

IDENTIFICAREA DE NOI MARKERI SPECIFICI, MECANISME DE 

SEMNALIZARE ȘI CARACTERISTICI FUNCȚIONALE ALE 

NEUTROFILELOR POLARIZATE N1 ȘI N2; EFECTUL IMUNOMODULATOR 

AL BLOCĂRII S100A9 ASUPRA NEUTROFILELOR N1 

Primul studiul prezentat în secțiunea Contribuții originale a vizat identificarea unor 

markeri specifici, mecanisme de semnalizare și caracteristici funcționale ale neutrofilelor 

polarizate de tip N1 și N2. Acest studiu a avut două obiective principale: (i) efectuarea unei 

analize comparative a genotipului, fenotipului și funcției neutrofilelor N1 și N2 și (ii) 

investigarea impactului blocării moleculei S100A9 cu ABR-238901 asupra funcțiilor celor 

două subpopulații de neutrofile.  
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În acest scop, neutrofile murine au fost izolate din măduva oasoasă a tibiei și femurului, 

apoi au fost polarizate către N1 utilizând LPS și IFN-γ și către fenotipul N2 folosind IL-4, 

întrucât aceste condiții de polarizare reflectă fenotipurile neutrofilelor N1/N2 identificate in 

vivo în inimile infarctate (Ma și colab., 2016). Neutrofilele nestimulate au fost utilizate ca 

grup control. Rezultatele analizei de secvențiere a ARNm au evidențiat profiluri 

transcripționale și funcționale distincte pentru populațiile de neutrofile N1 și N2. În cazul 

neutrofilelor N1, au fost identificate 966 de gene exprimate diferit comparativ cu grupul 

control, dintre care 771 au prezentat un nivel de expresie crescută, iar  195 au avut un nivel 

de expresie redusă. În neutrofilele N2, au fost detectate 532 de gene exprimate diferit , dintre 

care 408 au fost suprareglate, iar 124 subreglate (Figura 1). 

 

 

 

 

Figura 1. Profilul expresiei genice a diferitelor subseturi de neutrofile. (A) Analiza 

Heatmap de clusterizare ierarhică a neutrofilelor N, N1 și N2. Analiza de clusterizare ierarhică a 

fost realizată pe log2 (FPKM+1) al genelor exprimate diferențial în cadrul tuturor grupurilor de 

comparație. Codarea culorilor indică diferite niveluri de expresie: roșu indică gene cu expresie 
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ridicată, iar albastru cu expresie scăzute. Un cluster major de DEG suprareglate în N1 este 

evidențiat într-un pătrat negru. (B, C) Graficul de tip Volcano plot al expresiei diferențiale a genelor 

între neutrofilele N1/N2 și N. Punctele roșii reprezintă gene suprareglate semnificativ și subreglate 

cu – adjP < 0,05 și Log2FC > 1: 771 gene au fost suprareglate și 195 gene au fost subreglate în 

neutrofilele N1 vs N, iar 532 de gene au fost suprareglate și 124 de gene au fost subreglate în celulele 

N2 vs N. (D) Heatmap care arată modificarea log2 Fold și valoarea p ajustată pentru citokine și 

chemokine inflamatorii selectate, exprimate diferențial fie în neutrofile N1 (panoul superior), fie în 

neutrofile N2 (panoul inferior). Culoarea roșie indică genele suprareglate, iar cea albastră genele 

subreglate. (E) Graficul Manhattan care ilustrează rezultatele analizei de îmbogățire a clusterului 

de gene puternic suprareglate în N1 comparativ cu neutrofilele N și N2. Termenii funcționali sunt 

grupați și codificați pe culori după sursele de date, adică funcția moleculară (MF) în roșu, procesele 

biologice (BP) în portocaliu, componentele celulare (CC) în verde, KEGG în roz și TRANSFAC în 

albastru închis. Termenii numerotați sunt detaliați sub grafic cu valorile lor adjP respective (Mihaila 

și colab., 2021). 

Pentru a identifica mecanismele moleculare responsabile de activarea către un fenotip 

proinflamator al neutrofilelor au fost efectuate experimente care au vizat blocarea S100A9, 

o alarmină abundent exprimată de neutrofile și care semnalizează prin legarea la receptorii 

TLR4 și RAGE. Astfel, neutrofilele N1 și N2 au fost polarizate în prezența ABR-238901, 

un inhibitor specific al moleculei S100A9. Rezultatele au arătat că neutrofilele N1 prezintă 

un fenotip proinflamator, caracterizat prin eliberarea crescută de citokine și chemokine 

inflamatorii, generarea unor niveluri ridicate de ROS și NO, o explozie oxidativă crescută, 

o activitate crescută a enzimelor MPO și MMP-9, precum și o chemotaxie accentuată 

(Figura 2). 
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Figura 2. Analiza funcțională a populațiilor de neutrofile. Celulele au fost tratate timp de 18 

ore cu LPS + IFNy (N1) sau IL-4 (N2) în prezența sau absența ABR-238901 (ABR). (A) 

Cuantificarea ROS intracelulare folosind testul DCFDA. (B, C) Măsurarea exploziei oxidative a 

neutrofilelor evaluată ca răspuns PMA: (B) rata consumului de oxigen (OCR) și (C) rata de eflux 

de protoni glicolitici (PER), calculată folosind măsurători ale ratei de acidificare extracelulară 

(ECAR). (D) Cuantificarea NO eliberat în mediul condiționat al subtipurilor de neutrofile. (E) 

Evaluarea activității enzimatice MPO în lizatul celular al populațiilor de neutrofile. (F) 

Cuantificarea activității gelatinazei MMP-9 evaluată prin zimografie SDS-PAGE în mediul 

condiționat al neutrofilelor. (G, H) Activitatea chemotactică a populațiilor de neutrofile față de IL-

8 evaluată folosind CIM-plate 16 și sistemul xCELLigence RTCA DP; fiecare experiment a constat 

în neutrofile combinate de la cel puțin 5 șoareci. Datele sunt prezentate ca schimbare medie față de 

control ± SE (n = 4). Semnificația statistică este prezentată ca *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, 

#p ≤ 0,05 (Mihaila și colab., 2021). 

În schimb, neutrofilele N2 prezintă un fenotip antiinflamator, cu o expresie crescută a 

markerilor CD206, Ym1 și Arg 1 (Figura 3), având niveluri similare de ROS, NO, explozie 

oxidativă și răspuns chemotactic cu neutrofilele nestimulate (control) (Figura 2).  

 

Figura 3. Expresia genică a markerilor antiinflamatori în neutrofile polarizate timp de 2 

sau 18 ore cu LPS+IFNγ (N1) sau IL-4 (N2). qPCR pentru markeri antiinflamatori: IL-10, CD206, 

Ym1 și Arg1, în N1, N2 și N. n = 5, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 (N1 sau 

N2 vs. N) (Mihaila și colab., 2021). 
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De asemenea, am descoperit că formele fosforilate ale ERK1/2 și p65, molecule de 

semnalizare care sunt asociate cu fenotipul inflamator, sunt semnificativ crescute în N1, dar 

nu și în neutrofilele N2, iar blocarea lui S100A8/A9 scade fosforilarea acestor proteine, ceea 

ce duce la o scădere a producției de chemokine CCL2, CCL3 și CCL5 (Figura 4), la 

diminuarea activității NO, MPO și MMP-9, precum și la o transmigrare mai lentă a 

neutrofilelor N1 către chemoatractantul IL-8 folosit (Figura 2).  

 

Figura 4. Expresia genică a markerilor inflamatori în neutrofile polarizate timp de 2 sau 

18 ore cu LPS+IFNγ (N1) sau IL-4 (N2). (A-G) qPCR pentru markeri inflamatori: CCL5, CCL2, 

în N1 și N2 în comparație cu neutrofilele control (N). (n = 5, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, 

****p < 0,0001 (N1 sau N2 vs. N) (Mihaila și colab., 2021). 

CAPITOLUL 2 

INVESTIGAREA CAPACITĂȚII NEUTROFILELOR N2 DE A INDUCE 

POLARIZAREA MACROFAGELOR ÎNTR-UN FENOTIP REPARATOR 

(MERTK+) 

Cel de-al doilea studiu a avut drept scop investigarea capacității reparatorie a 

neutrofilelor N2 de a induce polarizarea macrofagelor către un fenotip reparator (MerTK+) 

și a avut trei obiective principale: (i) evaluarea efectului mediatorilor eliberați de subtipurile 

de neutrofile asupra modulării fenotipice a macrofagelor, (ii) determinarea impactului 

neutrofilelor N1/N2 asupra ererocitozei macrofagelor, precum și (iii) investigarea 

mecanismelor moleculare implicate în reprogramarea macrofagelor.  

În acest sens, neutrofilele murine izolate din maduva osoasă au fost polarizate în 

subtipurile N1 și N2 timp de 2 ore. După această perioadă de stimulare, mediul inițial a fost 

înlocuit cu un mediu fără stimulatori, iar celulele au fost menținute în cultură pentru încă 18 

ore. La finalul timpului de incubare, mediile condiționate (secretomul), care conține factorii 
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eliberați de neutrofilele N1/N2, au fost colectate și utilizate pentru a trata macrofagele 

obținute prin diferențierea monocitelor din linia celulară THP-1. Analiza macrofagelor 

expuse la secretomul neutrofilelor N1/N2 a evidențiat un răspuns dinamic al acestora, ele 

adoptând fenotipuri diferite. Astfel, secretomul provenit de la neutrofilele N1 a favorizat un 

răspuns proinflamator macrofagelor, asemănător macrofagelor M1, evidențiat prin creșterea 

expresiei unor markeri proinflamatori precum TNF-α, IL-1β și S100A8/A9. În schimb, 

factorii eliberați de neutrofilele N2 a determinat o expresie crescută a markerilor 

antiinflamatori CD206, TGF-β și IL-10 în macrofagele tratate, sugerând că acest secretom 

induce un fenotip de tip M2, asociat cu rezoluția inflamației și repararea tisulară.  

Analiza qRT-PCR a evidențiat că macrofagele expuse secretomului provenit de la 

neutrofile N2 au prezentat o expresie crescută a unor receptori care se cunosc a fi implicați 

în eferocitoză – MerTK, CD36, CXCR1 și integrina αV/β5 (Figura 5) – precum și a 

moleculelor punte MFG-E8, Gas6 și proteina S, care mediază legătura dintre acești receptori 

și fosfatidilserina de pe suprafața celulelor apoptotice. Prin Western Blot au fost analizate 

formele fosforilate ale proteinelor ERK1/2 și p38 MAPK, pentru a investiga mecanismele 

de semnalizare activate de mediatorii eliberați de neutrofile în macrofage. Rezultatele au 

indicat că ERK1/2 a fost activat în macrofagele expuse la secretom N2, în timp ce 

pp38MAPK a fost reglat negativ.  

Figura 5. Factorii eliberați de neutrofilele N2 au indus creșterea receptorilor de eferocitoză 

ai macrofagelor. (A) Expresiile genice ale MerTK, CD36, CX3CR1, integrinei αV și β5 în 

macrofagele expuse la secretomul colectat din neutrofile N1 (M + sN1) sau N2 (M + sN2). (B, C) 
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Expresiile proteice ale MerTK și CX3CR1 în lizatul macrofagelor M + sN1 și M + sN2. Datele 

reprezintă media ± SD a trei experimente diferite; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (M + sN1 

versus M + sN2). (D) Imagini reprezentative ale expresiei de suprafață a MerTK pe macrofagele 

expuse la secretomul N1/N2, prin colorare prin imunofluorescență cu verde (MerTK) și cyan (DAPI-

nuclei celulari), precum și graficul de cuantificare a intensității medie de fluorescență 

(MFI)(Mihaila și colab., 2024). 

Mai mult, expresia genică a factorilor de trancripție PPARγ, KLF4 și Nur77 a fost 

crescută în macrofagele expuse la secretom N2 comparativ cu macrofagele expuse la 

secretomul N1, sugerând o reglare distinctă a fenotipului macrofagelor în funcție de tipul de 

neutrofile care secretă mediatorii (Figura 6). 

 

Figura 6. Mecanismul de semnalizare declanșat de mediatorii N2 a activat ERK1/2 și factorii 

de transcripție asociați cu macrofagul reparator. (A, B) Analiza Western blot a arătat că pERK1/2 

și pp38MAPM au fost activate diferit de neutrofilele N1/N2. Rezultatele analizei densitometrice sunt 

prezentate ca medii ± SD (n = 3). (C) Expresiile ARNm ale KLF4, PPARγ și Nur77 în macrofage 

după incubarea cu secretomul neutrofilelor N1/N2. Expresia relativă a ARNm este prezentată ca 

medii ± SD (n = 3). (D, E) Analiza Western blot a factorilor de transcripție Nur77 și PPAR-γ ai 

macrofagelor expuse la secretom de neutrofile N1 sau N2. Rezultatele analizei densitometrice sunt 

prezentate ca medii ± SD (n = 3). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (Mihaila și colab., 2024). 

De asemenea, datele obținute în cel de-al doilea studiu demonstrează că factorii eliberați 

de subsetul antiinflamator de neutrofile (prezente în faza reparatorie post-IM) induc un 
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fenotip de macrofag pro-vindecare, cu o activitate crescută a eferocitozei, așa cum arată 

rezultatele de imunofluorescență (Figura 7). 

 

Figura 7. Macrofagele expuse la secretomul neutrofilelor N2 înglobează cardiomiocitele 

apoptotice. Microscopia de fluorescență care arată preluarea cardiomiocitelor apoptotice (marcate 

cu PKH-roșu) de către macrofagele umane expuse anterior la secretomul neutrofilelor N1/N2. 

Macrofagele au fost co-incubate cu celule apoptotice timp de 2 ore, apoi colorate pentru receptorii 

MerTK (verde). Nucleii sunt marcați cu DAPI (albastru). Săgețile albe indică colocalizarea 

corpurilor apoptotice cu receptorul MerTK al macrofagelor, evidențiind eferocitoza 

cardiomiocitelor apoptotice. Graficul de cuantificare arată intensitatea medie de fluorescență a 

colorantului PKH, indicând eficiența înglobării cardiomiocitelor apoptotice (n = 3, *p < 0,05) 

(Mihaila și colab., 2024). 

 

CAPITOLUL 3 

INVESTIGAREA EFECTULUI TERAPIEI CU FACTORI ELIBERAȚI DE 

NEUTROFILELE N2 ÎNTR-UN MODEL DE ȘOARECE CU INFARCT 

MIOCARDIC 

Acest studiu a avut ca scop investigarea potențialului terapeutic al secretomului provenit 

de la neutrofile N2 într-un model de șoarece cu infarct miocardic, iar obiectivele principale 

ale acestui studiu au fost: (i) evaluarea efectului terapeutic al secretomului provenit de la 

neutrofile N2 asupra inflamației sistemice și remodelării tisulare post-infarct miocardic la 

șoareci, (ii) compararea impactului secretomului N1 și N2 asupra expresiei genice a unor 

markeri inflamatori și pro-fibrotici, precum și asupra depunerii de colagen în zona infarctată 

și (iii) determinarea modificărilor la nivel plasmatic ale proteinelor inflamatorii pentru a 

caracteriza profilul inflamator sistemic post-tratament. Astfel, neutrofilele murine au fost 
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izolate, polarizate și utilizate pentru obținerea secretomului, conform protocolului descris în 

studiul anterior. Șoarecii masculi din linia C57BL/6J au fost supuși unei proceduri 

chirurgicale pentru inducerea infarctului miocardic (Figura 8), iar ulterior li s-a administrat 

secretom concentrat de neutrofile N1/N2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Principalele etape în obținerea modelului murin de infarct miocardic: (1) Șoarecii 

au primit analgezic și anestezic (ketamină 80 mg/kg, xilazină 10 mg/kg). (2) O incizie de 0,5 cm a 

fost realizată la nivelul gâtului, mușchii și fasciile fiind îndepărtate. Canula a fost introdusă cu 

atenție, conectându-se la ventilator pentru ventilația artificială (3) O incizie de 1 cm a fost realizată 

la nivelul toracelui (4), iar toracotomia a permis expunerea inimii. (5) Artera LAD a fost ligată 

permanent folosind un fir de mătase 7-0 pentru a induce infarctul miocardic. (6)Cavitatea toracică 

a fost închisă, (7, 8) iar șoarecii au fost plasați pe o pernă încălzită pentru recuperare. 

Pentru a confirma inducerea infarctului miocardic, la 24 de ore post-operație am evaluat 

prin imunofluorescență infiltrarea neutrofilelor (Figura 9) și nivelul de expresie a markerilor 

proinflamatori în regiunea afectată a ventriculului stâng, folosind Real-time PCR.  

Pentru a investiga rolul factorilor solubili eliberați de neutrofilele N1/N2 în procesul de 

reparare a țesutului post-infarct miocardic, secretomul a fost injectat în zona ischemică 

imediat după realizarea ligaturii arterei coronare. La 7 zile post-infarct, inimile și probele de 

sânge ale șoarecilor au fost recoltate și analizate pentru a evalua impactul acestui tratament. 

Expresia unor markeri proinflamatori (Il-6, IL-1β și MCP-1) și pro-fibrotici (CCN2, CCN5 
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și αSMA) a fost ușor scăzută la șoarecii tratați cu secretom N1/N2 comparativ cu șoarecii 

netratați.  

 

Figura 9. Markeri locali și sistemici ai activării neutrofilelor în IM acut. (A) Imagini 

reprezentative ale elastazei neutrofilice (verde) în țesutul cardiac de șoarece control (a), SHAM (b) 

sau (c) șoareci cu IM. ADN-ul este colorat cu roșu. Bara de scară este de 50 µm pentru imaginile a, 

b și c și de 10 µm pentru imaginile c1-c3. Imaginile c1-c3 arată o zonă mărită din imaginea c unde 

sunt vizibile neutrofilele infiltrate și NET-uri. (B) Imunofluorescența markerului de neutrofile Ly6G 

(roșu) în țesutul cardiac de șoarece control, SHAM sau șoareci cu IM. Nucleii sunt colorați cu DAPI 

(albastru). (C, D) Nivelurile proteinelor S100A8/A9 și MCP-1 în plasma șoarecilor control, SHAM 

sau cu IM, așa cum au fost evaluate prin test ELISA. (E) Prezența ADN-ului în plasma șoarecilor 

control, SHAM sau cu IM, după colorarea fluorescentă cu Sytox Green. n=4-6, **p<0,01, 

***p<0,001. Datele sunt reprezentate ca medie ± SD (manuscris trimis spre publicare, Ciortan, 

Mihaila și colab., 2025). 

Administrarea secretomului provenit de la neutrofile polarizate a influențat faza 

reparatorie post-infarct prin reducerea numărului de miofibroblaste și a infiltrarii de 

leucocite, evidențiate prin scaderea de αSMA și MPO în zona fibrotică a leziunilor 

infarctului, conform analizelor de imunofluorescență (Figura 10). 
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Figura 10. Analiza imunofluorescentă a unor markeri asociați cu fibroza și infiltrarea 

neutrofilelor în țesutul cardiac al șoarecilor IM, IM_SN1 și IM_SN2, la 7 zile după ischemie. αSMA 

(marker de miofibroblast) și MPO (marker specific neutrofilelor) marcate în roșu, nucleii celulari 

sunt marcați cu DAPI (albastru) (manuscris trimis spre publicare, Ciortan, Mihaila și colab., 2025). 

În plus, analiza histologică a secțiunilor colorate cu Picrosirius Red a evidențiat o 

reducere a depunerilor de colagen la șoarecii cu IM injectați cu secretom N2 comparativ cu 

șoarecii injectați cu secretom N1 sau șoarecii netratați (Figura 11). 

 

Figura 11. Colorare cu Picrosirius Red a secțiunilor de țesut cardiac, recoltate de la șoareci cu 

IM sau șoareci cu IM tratați cu SN1/SN2, la 7 zile după ischemie. Zonele roșii indică prezența 

colagenului. Bară de scară=1 mm (manuscris trimis spre publicare, Ciortan, Mihaila și colab., 

2025). 
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CONCLUZII ȘI CONTRIBUȚII ORIGINALE 

Rezultatele obținute în cele trei studii susțin ideea că neutrofilele sunt celule imune 

heterogene, cu profiluri transcripționale și funcționale distincte, reflectând roluri variate în 

contextul inflamației și reparației tisulare. Așa cum reiese din primul studiu din această teză 

de doctorat, neutrofilele N1 au un profil proinflamator, caracterizat printr-o producere 

crescută de citokine și chemokine inflamatorii, niveluri ridicate de ROS, NO, activitate 

enzimatică intensă și capacitate migratorie crescută, în timp ce neutrofilele N2 au un profil 

genic și funcțional asociat cu rezoluția inflamației. Acestea produc citokine și chemokine 

antiinflamatorii, produc niveluri scăzute de ROS, NO, au o activitate enzimatică diminuată 

și o chemotaxie redusă. Blocarea lui S100A9 a diminuat caracterul inflamator al 

subpopulației N1, sugerând o potențială cale terapeutică. 

Rezultatele celui de-al doilea studiu au arătat că neutrofilele N2 au capacitatea de a 

modula fenotipul macrofagelor spre unul pro-reparator prin factorii solubili secretați de 

acestea. În acest studiu s-a demonstrat că secretomul N2 induce expresia unor receptori 

implicați în procesul de eferocitoză (MerTK, CD36, CXCR1, integrina αv/β5), precum și a 

moleculeor punte (MFG-E8, Gas6, proteina S) în macrofage, favorizând eliminarea eficientă 

a celulelor apoptotice și promovând astfel vindecarea tisulară.  

Cel de-al treilea studiu vine să confirme aceste efecte benefice ale secretomului N2 într-

un model murin de infarct miocardic. Conform datelor obținute, administrarea locală a 

secretomului N2 a dus la reducerea infiltrării leucocitelor (evidențiată prin scăderea 

markerului neutrofilic MPO), reducerea numărului de miofibroblaste (evidențiată prin 

scăderea markerului specific α-SMA), dar și prin scăderea depunerii de colagen, sugerând o 

atenuare a procesului fibrotic. Aceste efecte susțin rolul reparator al neutrofilelor N2 și 

potențialul lor terapeutic în limitarea remodelării excesive a țesutului cardiac. 

Studiile realizate în cardul acestei teze prezintă câteva limitări importante care 

trebuie luate în considerare. Unul dintre aceste limitări este faptul că sistemele noastre 

experimentale din primul și din cel de-al doilea studiu sunt simplificate și este puțin probabil 

să reproducă pe deplin complexitatea mediului care se regăsește în zona infarctată ( in vivo). 

De asemenea, studiile se concentrează pe subtipurile de neutrofile N1/N2, însă există mai 

multe subtipuri de neutrofile care pot avea roluri diferite în diverse faze ale inflamației și în 

remodelarea post-infarct, așa cum au arătat Vafadarnejad și colaboratorii săi (Vafadarnejad 
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și colab., 2020). Așadar, o examinare mai extinsă a acestor subtipuri de neutrofile este 

necesară. O limitare semnificativă care se regăsește în ultimul studiu din această teză o 

reprezintă numărul redus de animale utilizate în fiecare grup experimental. Deși rezultatele 

arată un potențial rol imunomodulator al secretomului provenit de la neutrofile asupra 

inflamației post-infarct, acestea trebuie validate pe un număr mai mare de animale. De 

asemenea, este necesară o analiză extinsă care să vizeze diferite momente experimentale 

pentru a analiza dinamica răspunsului inflamator și impactul secretomului administrat asupra 

remodelării cardiace pe termen lung. 

Rezultatele prezentate în cadrul acestei teze de doctorat au fost obținute cu sprijinul 

proiectelor de cercetare INNATE-MI (PN-III-P4-ID-PCCF-2016-0172) și PN-III-P2.1-

PED-2019-4906 și reflectă efortul comun al echipei de cercetare din cadrul laboratorului de 

Inflamație al Institutului de Biologie și Patologie „Nicolae Simionescu”. 
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