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INTRODUCERE $SI1 OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI

In ultimele decenii, infarctul miocardic (IM), denumit colocvial ,,atac de cord”, a atras
un interes crescut in domeniul cercetarii cardiovasculare, ca urmare a ratei ridicate de
morbiditate, mortalitate si a optiunilor terapeutice inca limitate. Aceastd afectiune severa este
cauzatd de Intreruperea bruscad a fluxului sanguin cétre o regiune a muschiului cardiac, cel
mai frecvent din cauza unui cheag de sange, ceea ce determind blocarea unei artere coronare
si implicit scaderea aportului de oxigen catre miocard. Privarea prelungita de oxigen poate
duce la moartea cardiomiocitelor si necroza tesutului cardiac, evenimente care declanseaza
un raspuns inflamator acut, esential pentru eliminarea celulelor moarte si initierea procesului
de reparare tisulara (Ojha si Dhamoon, 2023). Desi progresele din ultimii ani in terapiile
farmacologice si interventiile minim invazive au contribuit semnificativ la imbunatétirea
prognosticului pacientilor cu infarct miocardic, incidenta insuficientei cardiace ramane in
continud crestere (Sun si colab., 2023).

Sistemul imunitar are un rol esential in evolutia post-infarct, iar neutrofilele — celule
heterogene ce constituie prima linie de aparare a organismului (Kraus si Gruber, 2021) —
participa activ atat la amplificarea raspunsului inflamator (neutrofile N1), cat si la initierea
proceselor de reparare tisulara post-infarct miocardic (neutrofile N2) (Ma si colab., 2016).
Descoperirea recenta a heterogenitatii neutrofilelor, in special a celor doua subpopulatii
principale — N1 si N2 — a subliniat necesitatea unor cercetiri suplimentare pentru
caracterizarea mai precisa a profilului lor transcriptional si functional.

Tn acest context, teza de fatd a avut ca scop principal si caracterizeze atat transcriptional,
cat si functional, subpopulatiile de neutrofile implicate in faza inflamatorie post-IM, precum
si sa evalueze, in vitro si in vivo, potentialul terapeutic al neutrofilelor N2 cu rol
antiinflamator. ldentificarea subpopulatiilor de neutrofile relevante din punct de vedere
clinic ar putea contribui la imbunatatirea diagnostigului unor afectiuni specifice si/sau va
ajuta la dezvoltarea unor strategii terapeutice inovatoare.

Principalele obiective stiintifice ale tezei de doctorat au fost: i) Identificarea de noi
markeri specifici, mecanisme de semnalizare si caracteristici functionale ale neutrofilelor
polarizate N1 si N2; efectul imunomodulator al blocarii SI00A9 asupra neutrofilelor N1; ii)

Investigarea capacitatii neutrofilelor N2 de a induce polarizarea macrofagelor citre un



fenotip reparator (MerTK+); iii) Investigarea efectului terapiei cu factori eliberati de
neutrofilele N2 intr-un model de soarece cu infarct miocardic.

Teza de doctorat este structurata in doua parti principale. Prima partea a tezei, intitulata
“Stadiul actual al cunoasterii”, ofera o analiza a literaturii de specialitate necesara pentru a
pune in context tema de cercetare abordatd. Aceasta este structuratd In trei capitole si
abordeaza aspecte fundamentale privind biologia si functiile neutrofilelor, patofiziologia
infarctului miocardic, precum si rolul neutrofilelor in acest context patologic. Cea de-a doua
parte a lucrarii, numita “Contributii originale”, prezintd activitatea experimentald
desfasurata si rezultatele obtinute in cadrul acestei cercetari. Aceasta parte este structurata

Tn trei studii distincte.
STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Neutrofilele, cunoscute si sub numele de leucocite polimorfonucleare, reprezinta prima
linie de aparare a organismului, avand un rol esential in promovarea raspunsului imun
innascut (Kraus si Gruber, 2021). Acestea se formeaza in maduva osoasa si sunt eliberate n
circulatie dupd maturizare, fiind stimulate de agenti patogeni si semnale inflamatorii care
determind migrarea lor catre locurile de infectie sau leziuni tisulare. La locul infectiei,
neutrofilele isi exercita functiile de aparare printr-0 serie de mecanisme coordonate, care
includ producerea de specii reactive de oxigen (ROS) prin activarea NADPH oxidazei,
eliberarea de componente citotoxice din granule si formarea de capcane extracelulare (NET)
(Kumar si Dikshit, 2019).

Desi mult timp au fost considerate o populatie omogena cu fenotip si functie conservate,
dovezi recente sugereaza existenta unei heterogenititi a neutrofilelor, cu fenotipuri
functionale distincte, atat la indivizi sanatosi, cat si in conditii patologice, inclusiv cancer,
infectii si boli autoimune sau inflamatorii (Hong, 2017; Silvestre-Roig si colab., 2019).
Aceasta diversitate a populatiilor de neutrofile se caracterizeaza prin diferente in durata de
viatd, eliberarea de citokine, expresia proteinelor de suprafata, raspunsurile antibacteriene,
precum si prin functii proinflamatorii, pro-angiogenice sau imunosupresoare (Hong, 2017;
Silvestre-Roig si colab., 2019; Fridlender si colab., 2009; Denny si colab., 2010).

Tntr-un model murin de infarct miocardic, au fost descrise doua subpopulatii de neutrofile
infiltrate Tn miocard: neutrofile proinflamatorii (N1) si antiinflamatorii (N2). Neutrofilele

cardiace N1, izolate in prima zi post-IM, in timpul fazei inflamatorii, prezinta niveluri
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ridicate ale markerilor proinflamatori (CCL3, IL-1B, IL-12a si TNF-a). In schimb,
neutrofilele N2, izolate in zilele 5 si 7, in faza de reparare, exprima markeri antiinflamatori,
precum CD206 si IL-10. Polarizarea in vitro a neutrofilelor cu lipopolizaharida (LPS) si
interferon-y (IFN-y) pentru N1 sau interleukina-4 (IL-4) pentru N2, a dus la exprimarea unor
markeri specifici pentru N1/N2, similari celor identificati in vivo (Ma si colab., 2016).
Descoperirea rolului diferitelor subtipuri de neutrofile Tn promovarea sau rezolvarea
inflamatiei ar putea avea o relevanta terapeutica semnificativd, permitdnd directionarea
selectiva catre 0 anumita subpopulatie pentru a modula evolutia bolii.

Post-IM, neutrofilele ajunse in zona infarctatd faciliteazd infiltrarea monocitelor din
sange, care se diferentiazd in macrofage si contribuie la indepartarea resturilor de tesut
cardiac si a celulelor apoptotice, ducand, la randul lor, la activarea cailor reparatorii necesare
remodelarii cardiace (Prabhu si Frangogiannis, 2016). In timp ce celulele imune inndscute
joaca un rol crucial in vindecarea cardiaca, un raspuns imun dezechilibrat sau exagerat dupa
IM, precum si o plasticitate defectuoasa a acestor celule, pot exacerba deteriorarea tesuturilor
si, ulterior, pot declansa o remodelare maladaptativa (Nahrendorf si colab., 2010; Schloss si
colab., 2016).

In miocardul ischemic, macrofagele demonstreaza un grad remarcabil de plasticitate si
sunt implicate in mod complex atat in procesele inflamatorii, cat si in cele reparatorii
(Nahrendorf, 2018). Macrofagele sunt clasificate in mod obisnuit in doud grupuri distincte,
activate Tn mod clasic — macrofage M1 (inflamatorii) si activate alternativ — macrofage M2
(antiinflamatorii), desi profilul fenotipic al macrofagelor cardiace este mult mai divers. In
timp ce macrofagele M1 sunt implicate in principal in fagocitoza si exacerbarea inflamatiei
(Shapouri-Moghaddam si colab., 2018), macrofagele M2 stimuleaza repararea si regenerarea
tesuturilor si au proprietati eferocitice, pro-fibrotice si pro-angiogene (Shrivastava si Shukla,
2019). Prin urmare, directia de polarizare a macrofagelor post-IM joacad un rol crucial in
rezolvarea inflamatiei, regenerarea tesuturilor si procesul de vindecare a ranilor (Kloc si
colab., 2019).

Avand in vedere importanta cruciala a macrofagelor pro-vindecare M2 in procesul de
vindecare cardiaca in faza reparatorie, directionarea neutrofilelor catre subtipul N2 ar putea
reprezenta o strategie terapeuticd promitatoare post-infarct miocardic (Mihaila si colab.,

2024).
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CONTRIBUTII ORIGINALE

Obiectivele stiintifice ale tezei:

Obiectivul 1: Identificarea de noi markeri specifici, mecanisme de semnalizare si
caracteristici functionale ale neutrofilelor polarizate N1 si N2; efectul imunomodulator al
blocarii SIO0A9 asupra neutrofilelor N1;

Obiectivul 2: Investigarea capacitatii neutrofilelor N2 de a induce polarizarea
macrofagelor catre un fenotip reparator (MerTK+);

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

ntr-un model de soarece cu infarct miocardic.

Metodologia de cercetare:

Tn cele trei studii realizate au fost aplicate atat tehnici in vitro, ct si in vivo. Tn vitro, s-
au utilizat metode de izolare si polarizare a neutrofilelor murine si umane, co-culturi cu
macrofage, precum si teste functionale precum eferocitoza, citometrie in flux, ELISA, qRT-
PCR, Western blot, histologie, imunohistochimie, analize metabolice (Seahorse), analize de
transmigrare celulara (xCELLigence) si analize transcriptomice (secventiere de ARNm). In
vivo, a fost implementat un model murin de infarct miocardic obtinut prin ligarea arterei
coronariane descendente anterioard stinga caruia i s-a administrat in zona infarctizata

secretom provenit de la neutrofile murine polarizate catre fenotipurile N1 si N2.

CAPITOLUL 1

IDENTIFICAREA DE NOI MARKERI SPECIFICI, MECANISME DE
SEMNALIZARE SI CARACTERISTICI FUNCTIONALE ALE
NEUTROFILELOR POLARIZATE N1 SI N2; EFECTUL IMUNOMODULATOR
AL BLOCARII S100A9 ASUPRA NEUTROFILELOR N1

Primul studiul prezentat in sectiunea Contributii originale a vizat identificarea unor
markeri specifici, mecanisme de semnalizare si caracteristici functionale ale neutrofilelor
polarizate de tip N1 si N2. Acest studiu a avut doua obiective principale: (i) efectuarea unei
analize comparative a genotipului, fenotipului si functiei neutrofilelor N1 si N2 si (ii)
investigarea impactului blocarii moleculei SI00A9 cu ABR-238901 asupra functiilor celor

doua subpopulatii de neutrofile.
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in acest scop, neutrofile murine au fost izolate din maduva oasoasa a tibiei si femurului,
apoi au fost polarizate catre N1 utilizand LPS si IFN-y si cétre fenotipul N2 folosind IL-4,
intrucat aceste conditii de polarizare reflecta fenotipurile neutrofilelor N1/N2 identificate in
Vvivo in inimile infarctate (Ma si colab., 2016). Neutrofilele nestimulate au fost utilizate ca
grup control. Rezultatele analizei de secventiere a ARNm au evidentiat profiluri
transcriptionale si functionale distincte pentru populatiile de neutrofile N1 si N2. In cazul
neutrofilelor N1, au fost identificate 966 de gene exprimate diferit comparativ cu grupul
control, dintre care 771 au prezentat un nivel de expresie crescuta, iar 195 au avut un nivel
de expresie redusa. Tn neutrofilele N2, au fost detectate 532 de gene exprimate diferit , dintre

care 408 au fost suprareglate, iar 124 subreglate (Figura 1).
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Figura 1. Profilul expresiei genice a diferitelor subseturi de neutrofile. (A) Analiza
Heatmap de clusterizare ierarhica a neutrofilelor N, N1 si N2. Analiza de clusterizare ierarhica a
fost realizata pe log2 (FPKM+1) al genelor exprimate diferential in cadrul tuturor grupurilor de

comparatie. Codarea culorilor indica diferite niveluri de expresie: rosu indica gene cu expresie
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ridicatd, iar albastru cu expresie scazute. Un cluster major de DEG suprareglate in NI este
evidentiat intr-un patrat negru. (B, C) Graficul de tip Volcano plot al expresiei diferentiale a genelor
ntre neutrofilele N1/N2 si N. Punctele rosii reprezinta gene suprareglate semnificativ si subreglate
CU —adjP < 0,05 si Log2FC > 1: 771 gene au fost suprareglate si 195 gene au fost subreglate in
neutrofilele N1 vs N, iar 532 de gene au fost suprareglate si 124 de gene au fost subreglate in celulele
N2 vs N. (D) Heatmap care arata modificarea log2 Fold si valoarea p ajustata pentru citokine i
chemokine inflamatorii selectate, exprimate diferential fie in neutrofile NI (panoul superior), fie in
neutrofile N2 (panoul inferior). Culoarea rosie indica genele suprareglate, iar cea albastra genele
subreglate. (E) Graficul Manhattan care ilustreaza rezultatele analizei de imbogdtire a clusterului
de gene puternic suprareglate in NI comparativ cu neutrofilele N si N2. Termenii functionali sunt
grupati si codificati pe culovi dupa sursele de date, adica functia moleculara (MF) in rosu, procesele
biologice (BP) in portocaliu, componentele celulare (CC) in verde, KEGG in roz si TRANSFAC in
albastru inchis. Termenii numerotati sunt detaliati sub grafic cu valorile lor adjP respective (Mihaila

si colab., 2021).

Pentru a identifica mecanismele moleculare responsabile de activarea catre un fenotip
proinflamator al neutrofilelor au fost efectuate experimente care au vizat blocarea S100A9,
0 alarminad abundent exprimata de neutrofile si care semnalizeaza prin legarea la receptorii
TLRA4 si RAGE. Astfel, neutrofilele N1 si N2 au fost polarizate in prezenta ABR-238901,
un inhibitor specific al moleculei S100A9. Rezultatele au aratat ca neutrofilele N1 prezinta
un fenotip proinflamator, caracterizat prin eliberarea crescutd de citokine si chemokine
inflamatorii, generarea unor niveluri ridicate de ROS si NO, o explozie oxidativa crescuta,
o activitate crescutd a enzimelor MPO si MMP-9, precum si o chemotaxie accentuatd

(Figura 2).
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Figura 2. Analiza functionali a populatiilor de neutrofile. Celulele au fost tratate timp de 18
ore cu LPS + IFNy (N1) sau IL-4 (N2) in prezenta sau absenta ABR-238901 (ABR). (A)
Cuantificarea ROS intracelulare folosind testul DCFDA. (B, C) Mdsurarea exploziei oxidative a
neutrofilelor evaluata ca raspuns PMA: (B) rata consumului de oxigen (OCR) si (C) rata de eflux
de protoni glicolitici (PER), calculata folosind masurdatori ale ratei de acidificare extracelulara
(ECAR). (D) Cuantificarea NO eliberat in mediul conditionat al subtipurilor de neutrofile. (E)
Evaluarea activitdtii enzimatice MPO in lizatul celular al populatiilor de neutrofile. (F)
Cuantificarea activitatii gelatinazei MMP-9 evaluata prin zimografie SDS-PAGE 1n mediul
conditionat al neutrofilelor. (G, H) Activitatea chemotactica a populatiilor de neutrofile fata de IL-
8 evaluatd folosind CIM-plate 16 si sistemul xCELLigence RTCA DP; fiecare experiment a constat
in neutrofile combinate de la cel putin 5 soareci. Datele sunt prezentate ca schimbare medie fata de
control = SE (n = 4). Semnificatia statistica este prezentatd ca *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
#p < 0,05 (Mihaila §i colab., 2021).

In schimb, neutrofilele N2 prezinti un fenotip antiinflamator, cu o expresie crescuti a
markerilor CD206, Ym1 si Arg 1 (Figura 3), avand niveluri similare de ROS, NO, explozie

oxidativa si raspuns chemotactic cu neutrofilele nestimulate (control) (Figura 2).
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Figura 3. Expresia genica a markerilor antiinflamatori in neutrofile polarizate timp de 2
sau 18 ore cu LPS+IFNy (N1) sau IL-4 (N2). gPCR pentru markeri antiinflamatori: IL-10, CD206,
Yml si Argl, in NI, N2 si N. n = 5, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 (NI sau
N2 vs. N) (Mihaila si colab., 2021).
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De asemenea, am descoperit ca formele fosforilate ale ERK1/2 si p65, molecule de
semnalizare care sunt asociate cu fenotipul inflamator, sunt semnificativ crescute in N1, dar
nu si in neutrofilele N2, iar blocarea lui S100A8/A9 scade fosforilarea acestor proteine, ceea
ce duce la o scadere a productiei de chemokine CCL2, CCL3 si CCL5 (Figura 4), la
diminuarea activititii NO, MPO si MMP-9, precum si la o transmigrare mai lentd a

neutrofilelor N1 catre chemoatractantul IL-8 folosit (Figura 2).
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Figura 4. Expresia genica a markerilor inflamatori in neutrofile polarizate timp de 2 sau
18 ore cu LPS+IFNy (N1) sau IL-4 (N2). (A-G) qPCR pentru markeri inflamatori: CCL5, CCL2,
in NI si N2 in comparatie cu neutrofilele control (N). (n = 5, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001 (N1 sau N2 vs. N) (Mihaila si colab., 2021).

CAPITOLUL 2

INVESTIGAREA CAPACITATII NEUTROFILELOR N2 DE A INDUCE
POLARIZAREA MACROFAGELOR TNTR-UN FENOTIP REPARATOR
(MERTK+)

Cel de-al doilea studiu a avut drept scop investigarea capacitatii reparatorie a
neutrofilelor N2 de a induce polarizarea macrofagelor catre un fenotip reparator (MerTK+)
sl a avut trei obiective principale: (1) evaluarea efectului mediatorilor eliberati de subtipurile
de neutrofile asupra modularii fenotipice a macrofagelor, (ii) determinarea impactului
neutrofilelor N1/N2 asupra ererocitozei macrofagelor, precum si (iii) investigarea
mecanismelor moleculare implicate Tn reprogramarea macrofagelor.

Tn acest sens, neutrofilele murine izolate din maduva osoasi au fost polarizate in
subtipurile N1 si N2 timp de 2 ore. Dupa aceastd perioada de stimulare, mediul initial a fost
inlocuit cu un mediu fara stimulatori, iar celulele au fost mentinute 1n culturd pentru inca 18
ore. La finalul timpului de incubare, mediile conditionate (secretomul), care contine factorii
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eliberati de neutrofilele N1/N2, au fost colectate si utilizate pentru a trata macrofagele
obtinute prin diferentiereca monocitelor din linia celulara THP-1. Analiza macrofagelor
expuse la secretomul neutrofilelor N1/N2 a evidentiat un raspuns dinamic al acestora, ele
adoptand fenotipuri diferite. Astfel, secretomul provenit de la neutrofilele N1 a favorizat un
raspuns proinflamator macrofagelor, asemanator macrofagelor M1, evidentiat prin cresterea
expresiei unor markeri proinflamatori precum TNF-a, IL-1B si S100A8/A9. In schimb,
factorii eliberati de neutrofilele N2 a determinat o expresie crescutd a markerilor
antiinflamatori CD206, TGF-f si IL-10 in macrofagele tratate, sugerand ca acest secretom
induce un fenotip de tip M2, asociat cu rezolutia inflamatiei si repararea tisulara.

Analiza qRT-PCR a evidentiat ca macrofagele expuse secretomului provenit de la
neutrofile N2 au prezentat o expresie crescutd a unor receptori care se cunosc a fi implicati
in eferocitoza — MerTK, CD36, CXCRI1 si integrina aV/B5 (Figura 5) — precum si a
moleculelor punte MFG-E8, Gasb si proteina S, care mediaza legatura dintre acesti receptori
si fosfatidilserina de pe suprafata celulelor apoptotice. Prin Western Blot au fost analizate
formele fosforilate ale proteinelor ERK1/2 si p38 MAPK, pentru a investiga mecanismele
de semnalizare activate de mediatorii eliberati de neutrofile in macrofage. Rezultatele au
indicat ca ERK1/2 a fost activat in macrofagele expuse la secretom N2, in timp ce

pp38MAPK a fost reglat negativ.
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Figura 5. Factorii eliberati de neutrofilele N2 au indus cresterea receptorilor de eferocitozi
ai macrofagelor. (A) Expresiile genice ale MerTK, CD36, CX3CRI, integrinei oV si B5 in

macrofagele expuse la secretomul colectat din neutrofile N1 (M + sN1) sau N2 (M + sN2). (B, C)
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Expresiile proteice ale MerTK si CX3CRI in lizatul macrofagelor M + sN1 si M + sN2. Datele
reprezinta media = SD a trei experimente diferite; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (M + sNI
versus M + sN2). (D) Imagini reprezentative ale expresiei de suprafata a MerTK pe macrofagele
expuse la secretomul N1/N2, prin colorare prin imunofluorescenta cu verde (MerTK) si cyan (DAPI-
nuclei celulari), precum si graficul de cuantificare a intensitatii medie de fluorescenta

(MFI) (Mihaila si colab., 2024).

Mai mult, expresia genica a factorilor de trancriptie PPARy, KLF4 si Nur77 a fost
crescuta Th macrofagele expuse la secretom N2 comparativ cu macrofagele expuse la
secretomul N1, sugerand o reglare distincta a fenotipului macrofagelor in functie de tipul de

neutrofile care secreta mediatorii (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismul de semnalizare declansat de mediatorii N2 a activat ERK1/2 si factorii

de transcriptie asociati cu macrofagul reparator. (A, B) Analiza Western blot a aratat ca pERKI1/2
si pp38MAPM au fost activate diferit de neutrofilele N1/N2. Rezultatele analizei densitometrice sunt
prezentate ca medii + SD (n = 3). (C) Expresiile ARNm ale KLF4, PPARy si Nur77 in macrofage
dupad incubarea cu secretomul neutrofilelor N1/N2. Expresia relativi a ARNm este prezentatd ca
medii £ SD (n = 3). (D, E) Analiza Western blot a factorilor de transcriptie Nur77 si PPAR-y 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 si colab., 2024).

De asemenea, datele obtinute in cel de-al doilea studiu demonstreaza ca factorii eliberati

de subsetul antiinflamator de neutrofile (prezente in faza reparatorie post-IM) induc un
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fenotip de macrofag pro-vindecare, cu o activitate crescuta a eferocitozei, asa cum arata

rezultatele de imunofluorescenta (Figura 7).

MFI of PKH

M-sN1 M-sN2

Figura 7. Macrofagele expuse la secretomul neutrofilelor N2 inglobeazd cardiomiocitele
apoptotice. Microscopia de fluorescenta care arata preluarea cardiomiocitelor apoptotice (marcate
cu PKH-rosu) de catre 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 marcati cu DAPI (albastru). Sdgetile albe indica colocalizarea
corpurilor apoptotice cu receptorul MerTK al macrofagelor, evidentiind eferocitoza
cardiomiocitelor apoptotice. Graficul de cuantificare arata intensitatea medie de fluorescenta a
colorantului PKH, indicand eficienta inglobarii cardiomiocitelor apoptotice (n = 3, *p < 0,05)

(Mihaila si colab., 2024).

CAPITOLUL 3

INVESTIGAREA EFECTULUI TERAPIEI CU FACTORI ELIBERATI DE
NEUTROFILELE N2 INTR-UN MODEL DE SOARECE CU INFARCT
MIOCARDIC

Acest studiu a avut ca scop investigarea potentialului terapeutic al secretomului provenit
de la neutrofile N2 intr-un model de soarece cu infarct miocardic, iar obiectivele principale
ale acestui studiu au fost: (i) evaluarea efectului terapeutic al secretomului provenit de la
neutrofile N2 asupra inflamatiei sistemice si remodelarii tisulare post-infarct miocardic la
soareci, (i1) compararea impactului secretomului N1 si N2 asupra expresiei genice a unor
markeri inflamatori si pro-fibrotici, precum si asupra depunerii de colagen in zona infarctata
si (ii1) determinarea modificarilor 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 si utilizate pentru obtinerea secretomului, conform protocolului descris in
studiul anterior. Soarecii masculi din linia C57BL/6J au fost supusi 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 in obtinerea modelului murin de infarct miocardic: (1) Soarecii
au primit analgezic si anestezic (ketamina 80 mg/kg, xilazina 10 mg/kg). (2) O incizie de 0,5 cm a
fost realizata la nivelul gatului, muschii si fasciile fiind indepartate. Canula a fost introdusa cu
atentie, conectandu-se la ventilator pentru ventilatia artificiala (3) O incizie de 1 cm a fost realizata
la nivelul toracelui (4), iar toracotomia a permis expunerea inimii. (5) Artera LAD a fost ligata
permanent folosind un fir de matase 7-0 pentru a induce infarctul miocardic. (6) Cavitatea toracica

a fost inchisa, (7, 8) iar soarecii au fost plasati pe o pernd incalzitd pentru recuperare.

Pentru a confirma inducerea infarctului miocardic, la 24 de ore post-operatie am evaluat
prin imunofluorescenta infiltrarea neutrofilelor (Figura 9) si nivelul de expresie a markerilor
proinflamatori in regiunea afectata a ventriculului sting, folosind Real-time PCR.

Pentru a investiga rolul factorilor solubili eliberati de neutrofilele N1/N2 in procesul de
reparare a tesutului post-infarct miocardic, secretomul a fost injectat in zona ischemica
imediat dupa realizarea ligaturii arterei coronare. La 7 zile post-infarct, inimile si probele de
sange ale soarecilor au fost recoltate si analizate pentru a evalua impactul acestui tratament.

Expresia unor markeri proinflamatori (11-6, IL-1p si MCP-1) si pro-fibrotici (CCN2, CCN5
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si aSMA) a fost usor scazuta la soarecii tratati cu secretom N1/N2 comparativ cu soarecii

netratati.
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Figura 9. Markeri locali si sistemici ai activdrii neutrofilelor in IM acut. (A) Imagini
reprezentative ale elastazei neutrofilice (verde) in tesutul cardiac de soarece control (a), SHAM (b)
sau (c) soareci cu IM. ADN-ul este colorat cu rosu. Bara de scard este de 50 um pentru imaginile a,
b si c si de 10 um pentru imaginile c1-c3. Imaginile c1-c3 arata o zona marita din imaginea ¢ unde
sunt vizibile neutrofilele infiltrate si NET-uri. (B) Imunofluorescenta markerului de neutrofile Ly6G
(rosu) in tesutul cardiac de soarece control, SHAM sau soareci cu IM. Nucleii sunt colorati cu DAPI
(albastru). (C, D) Nivelurile proteinelor SI0048/49 si MCP-1 in plasma soarecilor control, SHAM
sau cu IM, asa cum au fost evaluate prin test ELISA. (E) Prezenta ADN-ului in plasma soarecilor
control, SHAM sau cu IM, dupd colorarea fluorescentd cu Sytox Green. n=4-6, **p<0,01,
***p<0,001. Datele sunt reprezentate ca medie £ SD (manuscris trimis spre publicare, Ciortan,
Mihaila si colab., 2025).

Administrarea secretomului provenit de la neutrofile polarizate a influentat faza
reparatorie post-infarct prin reducerea numarului de miofibroblaste si a infiltrarii de
leucocite, evidentiate prin scaderea de aSMA si MPO in zona fibroticd a leziunilor

infarctului, conform analizelor de imunofluorescenta (Figura 10).
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Figura 10. Analiza imunofluorescenta a unor markeri asociati cu fibroza si infiltrarea
neutrofilelor in tesutul cardiac al soarecilor IM, IM_SNI si IM SN2, la 7 zile dupd ischemie. aSMA
(marker de miofibroblast) si MPO (marker specific neutrofilelor) marcate in rosu, nucleii celulari

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

In plus, analiza histologici a sectiunilor colorate cu Picrosirius Red a evidentiat o
reducere a depunerilor de colagen la soarecii cu IM injectati cu secretom N2 comparativ cu

soarecii injectati cu secretom N1 sau soarecii netratati (Figura 11).

P

IM 7d IM_SN1 7d IM_SN2 7d

Figura 11. Colorare cu Picrosirius Red a sectiunilor de tesut cardiac, recoltate de la soareci cu
IM sau soareci cu IM tratati cu SN1/SN2, la 7 zile dupa ischemie. Zonele rosii indica prezenta
colagenului. Bara de scara=I1 mm (manuscris trimis spre publicare, Ciortan, Mihaila si colab.,
2025).
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CONCLUZII ST CONTRIBUTII ORIGINALE

Rezultatele obtinute in cele trei studii sustin ideea ca neutrofilele sunt celule imune
heterogene, cu profiluri transcriptionale si functionale distincte, reflectand roluri variate in
contextul inflamatiei si reparatiei tisulare. Asa cum reiese din primul studiu din aceasta teza
de doctorat, neutrofilele N1 au un profil proinflamator, caracterizat printr-o producere
crescuta de citokine si chemokine inflamatorii, niveluri ridicate de ROS, NO, activitate
enzimaticd intensa si capacitate migratorie crescuta, in timp ce neutrofilele N2 au un profil
genic si functional asociat cu rezolutia inflamatiei. Acestea produc citokine si chemokine
antiinflamatorii, produc niveluri scazute de ROS, NO, au o activitate enzimatica diminuata
si o chemotaxie redusd. Blocarea lui S100A9 a diminuat caracterul inflamator al
subpopulatiei N1, sugerand o potentiala cale terapeutica.

Rezultatele celui de-al doilea studiu au aratat ca neutrofilele N2 au capacitatea de a
modula fenotipul macrofagelor spre unul pro-reparator prin factorii solubili secretati de
acestea. In acest studiu s-a demonstrat ca secretomul N2 induce expresia unor receptori
implicati in procesul de eferocitoza (MerTK, CD36, CXCR1, integrina av/p5), precum si a
moleculeor punte (MFG-E8, Gas6, proteina S) in macrofage, favorizand eliminarea eficienta
a celulelor apoptotice si promovand astfel vindecarea tisulara.

Cel de-al treilea studiu vine sa confirme aceste efecte benefice ale secretomului N2 intr-
un model murin de infarct miocardic. Conform datelor obtinute, administrarea locald a
secretomului N2 a dus la reducerea infiltrarii leucocitelor (evidentiatd prin scdderea
markerului neutrofilic MPO), reducerea numarului de miofibroblaste (evidentiatd prin
scaderea markerului specific a-SMA), dar si prin scaderea depunerii de colagen, sugerand o
atenuare a procesului fibrotic. Aceste efecte sustin rolul reparator al neutrofilelor N2 si

potentialul lor terapeutic in limitarea remodelarii excesive a tesutului cardiac.

Studiile realizate in cardul acestei teze prezinta cateva limitari importante care
trebuie luate in considerare. Unul dintre aceste limitari este faptul cd sistemele noastre
experimentale din primul si din cel de-al doilea studiu sunt simplificate si este putin probabil
sa reproduca pe deplin complexitatea mediului care se regaseste in zona infarctata (in vivo).
De asemenea, studiile se concentreaza pe subtipurile de neutrofile N1/N2, insa existd mai
multe subtipuri de neutrofile care pot avea roluri diferite in diverse faze ale inflamatiei si in
remodelarea post-infarct, asa cum au aratat Vafadarnejad si colaboratorii sdi (Vafadarnejad
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si colab., 2020). Asadar, o examinare mai extinsd a acestor subtipuri de neutrofile este
necesara. O limitare semnificativd care se regaseste in ultimul studiu din aceastd teza o
reprezintd numarul redus de animale utilizate in fiecare grup experimental. Desi rezultatele
aratd un potential rol imunomodulator al secretomului provenit de la neutrofile asupra
inflamatiei post-infarct, acestea trebuie validate pe un numar mai mare de animale. De
asemenea, este necesard o analiza extinsd care sd vizeze diferite momente experimentale
pentru a analiza dinamica raspunsului inflamator si impactul secretomului administrat asupra

remodelarii cardiace pe termen lung.

Rezultatele prezentate in cadrul acestei teze de doctorat au fost obtinute cu sprijinul
proiectelor de cercetare INNATE-MI (PN-111-P4-ID-PCCF-2016-0172) si PN-I11-P2.1-
PED-2019-4906 si reflecta efortul comun al echipei de cercetare din cadrul laboratorului de

Inflamatie al Institutului de Biologie si Patologie ,,Nicolae Simionescu”.
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