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Bolile cardiovasculare (BCV) sunt principala cauzi de deces la nivel mondial, indiferent de
statutul socio-economic, origine etnica si sex (1). Contributia geneticd in BCV poate varia foarte
mult, iar interactiunile mediu-gene (mediate de modificari epigenetice) pot afecta prevalenta
BCV (1, 2). In ciuda progreselor considerabile in tratamentul acestora, fiziopatologia complexd a
BCV nu este inca clard. In ultimii ani, abordari genetice, inclusiv de epigeneticd si medicind
personalizatd au initiat un nou mod de a trata bolile cardiovasculare (3). Epigenetica face referire
la modificarile ereditare/dobandite care nu modificd direct secventa de nucleotide din ADN dar
care afecteaz gradul de condensare al cromatinei determinind astfel modificarea expresiei
genelor care controleaza diferitele funciii celulare. Rolul siu in intelegerea si tratarea bolilor
cardiovasculare, cum ar fi boala coronariand, insuficienfa cardiaca, hipertrofia cardiacd, diabet, si
aterosclerozi este incd neclar (4). Acetilarea/deacetilarea histonelor, metilarea ADN-ului si
metilarea histonelor sunt diferite modificiri epigenetice care controleazd expresia genelor
implicate in dezvoltarea bolilor cardivasculare. Terapia cu celule stem detine premisele pentru
tratamentul bolilor cardiovasculare. Diferentiera celulelor stem citre diferite tipuri de celule
vasculare poate contribui la aplicarea unor terapii celulare in diferite patologii ca boli de inimd,
diabet, ateroscleroza, insi mecanismele epigenetice care controleaza aceste diferentieri sunt inca
neclare (1, 2, 5, 6). Scopul acestui proiect este de a gdsi acei reglatori care altereazd expresia
genelor in celulele progenitoare vasculare din bolile cardiovasculare pentru a realiza o terapie
tintitd. Disfunctia endoteliald reprezintd un semn precoce al leziunilor 1n sistemul vascular. O
serie de factori de risc, cum ar fi ateroscleroza, hiperlipidemia, diabetul, hipertensiunea arteriald
~ determind endoteliul vascular s Isi reprogrameze transcriptomul (7). Acéste modificiri profunde
care au loc la nivelul cromatinei se bazeazd pe interactiunea dintre factorii de transcriptie s
secventa specificd de ADN, interactie ce este controlatd de mecanisme epigenetice (8).. Nivelul
crescut de LDL oxidat circulant, cresterea fluxului de sdnge si inflamatia excesiva contribuie la
aparitia de leziuni la nivelul endoteliului (7). Indiferent de natura factorilor de stres,
transcriptomul celulelor endoteliale vasculare este profund alterat. De exemplu, inhibarea
transcrierii genei eNOS si stimularea simultana a genei ET-1(endotelinl) determind vasodilatatie

si cresterea tonusului vascular in celulele endoteliale.




Activarea transcrierii moleculelor de adeziune, pe de altd parte, permite leucocitelor circulante
atasarea la endoteliu s§i stabilirea unui micromediu proinflamator (9, 10). Prin urmare,
investigarea mecanismelor epigenetice folosind tehnici “high-throughput” ca de exemplu
microarray, va duce la o imbunititire a cunoastintelor noastre legate de mecanismele care
contribuie la aparitia bolilor cardiovasculare si la gésirea de noi {inte pentru terapie si preventie.
Descoperirile recente in reglarea transcriptionald a aterosclerozei si a diabetului zaharat
sugereazi o implicare tot mai mare a echipamentului epigenetic. Cozile N-terminale ale
histonelor de bazi, H3 si H4, in special, pot fi modificate posttranslational (11). Termenul
"Codul histonic” a fost elaborat pentru a corela un set specific de modificari histonice cu un
anumit efect transcriptional. Desi inca un subiect aflat in continuad dezbatere, se crede in general
ci acetilarea histonelor H3 si H4 la nivelul regiunilor promotor este sinonimd cu activarea
transcriptie iar metilarea histonei H3 la lizina 4 (H3K4) poate permite activarea transcriptiei, iar
cea de la nivelul lizinei 9 (H3K9) este corelata cu represia cromatinei. Diabetul zaharat este una
dintre principalele cauze care determin leziuni la nivelul endoteliului. Brownlee si colegii sdi au
examinat efectul hiperglicemiei tranzitorii asupra functiei endoteliale. Acesti autori au constatat
ci tratamentul cu glucozd peste limita fiziologicd pentru o perioadd scurtd de timp (16 ore) a
indus o activare prelungiti a VCAM-1 in celulele endoteliale aortice bovine chiar si atunci cédnd
aceste celule au fost trecute in conditii de glucoza scdzutd pentru 6 zile suplimentare, un fenomen
numit "memorie metabolicd" (3,7,10). Imunoprecipitarea cromatinei a relevat o crestere
marcantd a monometildrii histonei H4 la nivelul lizinei 4 (H4K4) la nivelul promotorului
proximal al genei p65 mediatd de histon-metiltransferaza SET7/9. Hipertrofia cardiaca este
legati de acetilarea histonelor si activitatea histon-acetiltransferazelor (HAT) care au rol pozitiv
in hipertrofia cardiaca (13). Alterarea metilarii ADN si activitatea miRNA-urilor s-au dovedit a fi
asociate cu ateroscleroza. Este documentat faptul ca re-exprimarea anumitor gene fetale in inima
adulti contribuie la dezvoltarea sindromului insuficientei cardiace, care este adesea asociat cu
remodelarea cardiac patologici care cuprinde schimbdri de mérime si formd si modificdri in
masa cardiacd (14). Astfel, se pare cd abordarile care vizeaza modificirile epigenetice care au loc
in bolile cardiovasculare pot avea un impact terapeutic semnificativ. Cu toate acestea, pénd in
prezent nu existd studii clinice sau raportéri terapeutice majore in care s se finteascd diferite
mecanisme epigenetice in bolile cardiovasculare, chiar daca inhibitori de deacetilare ca

Tricostatin A s-au dovedit a avea efecte pozitive (15).




Acetilarea este una dintre cele mai bine studiate modificari epigenetice. Alterarea acetildrii si
modificarea reglarii genice se coreleazd cu insuficienta cardiaci. Trei gene asociate cu
angiogeneza s-au dovedit a fi acetilate diferentiat, indiferent de etiologia insuficientei cardiace.
Acestea sunt PECAM - 1, angiomotin 2 si proteina-24 activatd de Rho-GTPaze (3, 16). Studii de
acetilare pe intreg setul de gene implicate in dezvoltarea cardiacd au ardtat in mod semnificativ o
reducere a acetildrii promotorilor genelor cu expresie crescutd in insuficienta cardiaca.
Activitatea histon-deacetilazelor (HDAC), a fost de asemenea implicatd in ambele cai pro si
anti-hipertrofice, insa rezultatele sunt contradictorii si sunt necesare eforturi suplimentare pentru
a ntelege complet rolul acestor enzime in bolile cardiovasculare (11). Cele doud clase de HDAC
s-au dovedit a avea efecte opuse asupra hipertrofie cardiace, HDAC de clasa I fiind pro-
hipertrofice iar clasa Ila HDAC fiind antihipertrophici. O expresie crescutd de HDAC2 in
cardiomiocite imitd cresterea hipertrofica intr-o manierd dependentd de Akt. Supra-exprimarea in
soareci transgenici a HDAC2 a determinat o hipertrofie cardiacd iar goarecii HDAC2-deficienti
au fost protejati de hipertrofie cardiacé indusd de isoproteranol (13). HDAC1/2 nu se leagd direct
la ADN si cel mai probabil sunt inactive in absenta unui partener cu care sa interactioneze. Prin
urmare, complexul in care sunt Incorporate dicteaza contextul lor functional.

Izolarea si diferentierea celulelor stem mezenchimale din lichidul amniotic (AFSC)

Lichidul amniotic (5 mL) este recoltat prin amniocenteza (saptamana 16-18 de sarcina), pus infr-
un tub Falcon si centrifugat la 400g, 10 minute. Se arunca supernatantul si apoi se adauga peste
sediment 4 ml mediu de cultura Amniomax cu 10% ser si 1% antibiotic si se omogenizeaza
sedimentul. Tot continutul se transferd pe o placd de culturd i s incubeazi In incubatoare cu 5%
CO7 si 21% O, la 73°C. Cultura se pastreaza in incubator 3-5 zile fara schimbarea mediului de,
pentru a permite celulelor sa se ataseze de placa. Apoi mediul se schimba de doua ori pe
saptamana. Cand cultura ajunge la confluentd, celulele se paseaza in subculturi sau se
congeleaza. Dupa 10 zile, cultura primard a fost pasata iar celulele cultivate In mediu specific de
diferentiere suplimentat cu factori de crestere. Diferentierea endoteliald a AFSC a fost realizatd
prin cultivare in mediu M200 suplimentat cu 10% FBS (ser fetal bovin), 40 ng/mL factor de
crestere endotelial vascular (VEGF), 20 ng/ml factor de crestere insulinic (IGF-1), 10 ng/m] ml
factor de crestere epidermicd (EGF), 10 ng/ml factor de crestere a fibroblastelor (bFGF), 100
pg/ml penicilind, 100 pg/ml streptomicina si 50 ug/ml neomicina (toate achizitionate de la

Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Statele Unite Ale Americii).




Citometria in flux a fost utilizatd pentru evaluarea expresiei markerilor de suprafatd specifici

celulelor endotelaile (Gallios, Beckman-Coulter, California, SUA). AFSC diferentiate (1x10

celule/marker) au fost marcate cu anticorpi primari conjugati cu fluorocrom FITC - F luorescein-
izotiocianat §i PE - Phycoerythrin fata de CD29 (integrind p1), CD31 (PECAM-1), CD49e
(integrind a5), CD54 (ICAM-). 1), CD56 (NCAM), CD73, CD90 (Thy-1), CD105 (endogling),
CD146 (MCAM) si VEGFR2 (Beckman-Coulter). AFSC au fost detagate folosind acutazi
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SUA) si spilate in solufie salind tamponatd cu fosfat (PBS).
Celulele au fost apoi incubate cu anticorpii primari la temperatura camerei in intuneric timp de
30 de minute. Mai mult, celulele au fost spilate si centrifugate la 400 g, 10 min, fn PBS (solutie
tampon fosfat) cu 1 % BSA. Pentru controale negative,celulele au fost marcate cu anticorpii IgG
izotip (Beckman-Coulter, California, SUA). Datele de citometrie in flux au fost analizate
folosind software-ul Gallios 1.0 (Beckman-Coulter, California, SUA).

Caracterizarea celulelor progenitoare endoteliale (EPC)

Nivelurile de expresie genici in AFSC si EPC au fost evaluate prin tehnica gRT-PCR. ARN-ul

celular total a fost izolat din celulele folosind RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germania) iar
reactia de reverstranscriere a fost efectuatd folosind polimerazd M-MLV (Thermo Fischer
Scientific, SUA). Nivelurile de ARNm ale genelor asociate endoteliului vascular (PECAM-1,
ICAM-1, VE-Cadherin, eNOS si vWF) au fost cuantificate folosind sonde de hidrolizd TagMan
(ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusetts, SUA). Rezultatele au fost exprimate
folosind cuantificarea relativd (2-ACt), unde ACT reprezinta diferenta CT intre valorile pentru

AFSC si EPC. Testul de preluare a Dil-Ac-LDL. EPC derivate de AFSC au fost incubate cu 6

ug/mL Dil-AcLDL-PE (PE conjugat cu lipoproteine de joasa densitate acetilatd, ThermoFischer
Scientific, SUA). Celulele au fost incubate timp de 2 ore la 37°C cu 5% COa si 21% On, spilate
cu PBS si fixate cu 1%PFA (paraformaldehidd) timp de 10 minute la temperatura camerei.

Pentru evaluarea capacitdtii de legare a aglutininei Ulex europaeus (UEA) la EPC, celulele au

fost incubate cu 0,01 mg/mL FITC — Ulex europaeus lectind (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SUA) timp de 2 ore, urmatd de o spalare cu PBS. Nuclul au fost contracolorate cu DAPI (1
mg/mL). Fotomicrografiile au fost realizate cu o camerd digitald Digital Net Camera DN100

folosind un microscop Eclipse TE300 (Nikon, Tokyo, Japonia). Pentru a_evalua formarea

retelelor vasculare in Matrigel, celulele au fost insimantate in plici cu 96 de godeuri la o

densitate de 3.000 de celule per godeu.




Pe scurt, s-au adaugat 50 uL de Matrigel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SUA) in fiecare godeu
al unei plici cu 96 de godeuri si s-au lasat sd se solidifice timp de 30 de minute la 37°C. Dupd
polimerizarea Matrigel, s-a addugat suspensie celulara si s-a incubat timp de 4 ore. Formarea
tuburilor a fost observata folosind un microscop Eclipse TE300 (Nikon, Tokyo, Japonia) echipat
cu o camerd digitald (Digital Net Camera DN100).

Screening-ul prin tehnici de microarray al microARN-urilor implicate in diferentierea
celulelor endoteliale

Prin PCR microarray am analizat expresia a 84 de miARN-uri exprimate in timpul diferentierii
celulare si dezvoltdrii organismului. Aceast panel oferd o modalitate convenabild de a analiza
miARN-urile cele mai relevante pentru diferentierea celulelor. miARN-uri au fost selectate cu
atentie in corelatie cu diferite stadii de dezvoltare, de la celulele stem pand la diferentierea
terminald. Rezultatele din aceastd matrice pot servi pentru identificarea de markeri moleculari
pentru anumite celule stem si/sau procese specifice de diferentiere a celulelor stem.‘Rezultatele
pot ajuta, de asemenea, la identificarea miARN-urilor asociate cu functia anumitor celule sau
tipuri de tesut.

Pentru analiza profilului miRNA-urilor s-a utilizat urmatoarul protocol:

- extractia ARN din AFSC si EPC

- revestranscrierea ARN in cDNA

- realizarea metodei de PCR array folosind kitul miScript® miRNA PCR Array Human Cell
Differentiation & Development kit

- analiza datelor utilizand softwere de bioinformatica
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Figura 1. A. Expresia ARNm pentru vwF, CD31, CD144, CD54, eNOS in EPC prin tehnica Real-time PCR. B.
Morphologia EPC dupa diferentirea din AFSC. C. Testul de formare de tubi vasculari pe Matrigel. D. Testul de
inglobare a Dil-Ac-LDL (rosu) si legare a lectinei UEA (verde) pentru demonstrarea diferentierea in celule
endoteliale.

Rezultatele noastre au aratat faptul ca diferentierea EPC din AFSC a avut loc dupi 10 zile de

cultivare in mediu specific endotelial suplimentat cu 40 ng / ml VEGF, 20 ng / ml IGF-1, 10 ng /
ml EGF g 10 ng / ml bFGF. Dupi 10 zile celulele si-au schimbat morfologia, trecAnd de la un
fenotip fibroblast-like la un fenotip epitelial-like (Fig. 1B). De asemenea celulele incep s
exprime markeri endoteliali specifici, cum ar fi vWF, CD31, CD144, CD54 si eNOS (Fig. 1A).
AFSC diferentiate sunt capabile sa formeze refele vasculare atunci cind sunt cultivate pe
Matrigel (Fig. 1C). Mai mult, aceste celule sunt capabile si incorporeze Dil-Ac-LDL si sé lege

lectina UEA (Fig. 1D), sugerand un fenotip endotelial.
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Figura 2. Profilul imunofenotipic al AFSC si EPC

Pentru evidentierea diferentierii AFSC in EPC a fost utilizata citometria in flux utilizénd
anticorpi  specifici marcati fluorescent (Gallios, Beckman-Coulter). Celulele (1x10°
celule/marker) au fost marcate cu anticorpi primari conjugati cu fluorocromi (FITC -
Fluorescein-izotiocianat si PE - Ficoeritrina) pentru CD29 (integrind 1), CD31 (PECAM-1),
CD49e (integrind a5), CD54 (ICAM-). 1), CD356 (NCAM), CD73, CD90 (Thy-1), CD105
(endogling), CD146 (MCAM) si VEGFR2 (Beckman-Coulter). Rezultatele obtinute au arétat ca
diferentierea catre EPC s-a realizat, celulele exprimand markeri specifici endoteliali: CD29
18.5%; CD49e 97.7%; CD54 48%; CD56 62%; CD73 99%; CD90 98.5%; CD105 5.25%;
CD146 84.5% si VEGFR?2 86.7% (Fig. 2).
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Figura 3. Reprezentarea sub forma de clastere functionale a miRNA prezente in AFSC nediferentiate si in EPC.




Rezultatele obtinute de noi prin tehnica PCR array au aratat o expresie crescuta
semnificativ pentru miRNA-106b-5p, miRNA-155-5p, miRNA-126-3p, miRNA-22-3p si o
scaderea a expresiei miRNA-let7e-5p, miRNA125a-5p, miRNA-125b-5p, miRNA-92a-3p (Fig.
3,4).

EPC contribuie la reendotelizare si neovascularizare si protejeazd impotriva leziunilor

vasculare i a ischemiei diferitelor organe. Sacderea expresiei miRNA-126 in EPC de la pacientii
diabetici, contribuie la disfunctia EPC, inclusiv capacitatea de migrare afectata [15].
In experimentele realizate de noi am gasit in EPC diferentiate din AFSC 0 expresie crescuta a
miRNA-126 (Fig. 4). Acest lucru fiind identificat si de Pan si colaboratorii care au aratat ca
supraexpresia miR-126 a promovat proliferarea, migrarea si formare de tubi, a scazut expresia
ROS si a crescut productia de NO in EPC prin activarea ciii de semnalizare PI3K/Akt/eNOS. De
asemenea EPC in care s-a supraexprimat miR-126 au fost mai eficiente decét EPC normale in
atenuarea volumului infarctului si a (scorul neurologic in deficit) NDS si in cresterea (densitatea
microvasculara cerebrala) cMVD, (fluxul de sange cerebral) CBF si angiogenezei, sugerand ca
supraexpresia miR-126 poate imbunatii functia EPC-urilor in vitro si in vivo [16].
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Figura 4. miRNA supraexprimate si subexprimate semnificativ in EPC

Membrii grupului miRNA let-7 joacd un rol cheie in modularea raspunsurilor inflamatorii.
Proliferarea celulelor musculare netede vasculare (SMC) si disfunctia celulelor endoteliale (EC)
sunt critice in patogenia aterosclerozei, inclusiv in cazul diabetului zaharat. Brennan si
colaboratorii au aratat ca nivelurile de let-7 sunt scizute in placile carotide umane diabetice si

Antr-un model de aterosclerozi asociatd diabetului (DAA) utilizand soareci diabetici ApoE(-/-).




In vitro, factorul de crestere derivat din trombocite (PDGF) si factorul de necroza tumorald alfa
(TNF-a) induse de SMC vascular i activarea EC au fost asociate cu o expresie redusd a miRNA-
let-7, prin Lin28b, un regulator negativ al biogenezei let-7. Supraexprimarea ectopicd a let-7 in
SMC a inhibat raspunsurile inflamatorii, inclusiv proliferarea, migrarea, aderenta monocitelor si
activarea NF-kB. Potentialul terapeutic al restabilirii nivelurilor de let-7 folosind un mimic let-7
a fost testat de Brennan si colaboratorii in vitro in SMC folosind o lipidd antiinflamatoare
endogend (lipoxind A4) ex vivo in aortele murine si in vivo prin injectare in vena cozii intr-un
model murin de 24 de ore. Acestia au observat modificiri semnificative ale secretomului ca
raspuns la terapia let-7. Restaurarea expresiei let-7 ar putea oferi o noud tintd pentru o abordare
antiinflamatoare in boala vasculari diabeticd [17]. Aceste rezultate sustin si rezultatele obtinute
de noi, expresia miRNA-let 7 fiind scazuta in EPC diferentiate din AFSC (Fig. 4).

VE-caderina (CD144) functioneazi ca o proteind de barierd endoteliald care controleazd
permeabilitatea endoteliald §i transmigrarea leucocitelor. Studiile indica faptul ca VE-caderina
joacd, de asemenea, un rol vital in angiogeneza. miRNA-22 joacd un rol important in bolile
cardiovasculare, inclusiv hipertrofia cardiacd si insuficienta cardiacd. Gu si colaboratorii au
identificat interactiunea dintre miRNA-22 cu ARNm VE-cadherin. Supraexprimarea miRNA-22
in celulele endoteliale creste sinteza citokinelor proinflamatorii. Injectarea miRNA-22 are ca
rezultat cresterea activitdtii mieloperoxidazei in plamanii soarecelui. Mai mult, injectarea
miRNA-22 in embrionii transgenici zebrafish marcati fluorescent Tg(flil:EGFP) a provocat o
dezvoltare vasculara defectuoasi in vasele dorsale si intersegmentare, iar markerii vasculari au
fost suprimati semnificativ in acesti embrioni. In concluzie studiul realizat de Gu si coaboratorii
demonstreazi cd tintirea conservatdi a VE-caderinei de cdtre miR-22 regleaza inflamatia
endoteliald, leziunile tisulare si angiogeneza [18].

Exprésia microARN-=125a-5p in EPC este scazuta comparativ cu cea din AFSC (Fig. 3, 4).
Folosind qRT-PCR, Che si colaboratorii au ardtat cd expresia miARN-125a-5p (mir-125a-5p) a
fost de aproximativ 2,9 ori mai mare in celulele endoteliale imbatranite (OEC) in comparatie cu
probele colectate de la animale tinere. Testele western blot au ardtat un nivel de expresie mai
scizut al unei tinte miARN-125a-5p cunoscutd sub denumirea de factor de amplificare a
transcriptiei inrudit (RTEF-1) in OEC in comparafic cu nivelurile sale de expresie in celulele
tinere. Supraexprimarea miARN-125a-5p in celulele endoteliale tinere (YEC) folosind pre-

miARN-125a-5p a cauzat inhibarea RTEF-1, sintaza oxidului nitric endotelial (eNOS) si a




factorului de crestere a endoteliului vascular (VEGF) si a dus la afectarea angiogenezei, aga cum
au evidentiat prin testele de formare a sferoizilor si de formare a tuburilor in vitro. In schimb,
reprimarea miARN-125a-5p in OEC folosind anti-miARN-125a-5p a crescut expresia RTEF-1,
eNOS si VEGF si a imbunitatit angiogeneza EC [19].

Ateroscleroza este indusa de factori multipli, inclusiv hipertensiunea arteriald,
hiperlipidemia §i fumatul, iar patogeneza acesteia nu a fost pe deplin elucidatd. Xu si
colaboratorii au demonstrat ci microARN-urile posedd un mare potential anti-aterosclerotic, dar
functia precisia a miRNA-92a-3p in ateroscleroza si mecanismul siu molecular potential nu au
fost bine clarificate. Utilizand citometriei in flux si testul MTT acestia au evaluat efectele
lipoproteinei de joasd densitate oxidate (ox-LDL) privind proliferarea si apoptoza celulelor
endoteliale din vena ombilicala umana (HUVECs). Nivelurile de expresie ale miRNA-92a-3p si
Sirtuin 6 (SIRT6) in HUVEC expuse la ox-LDL au fost estimate prin metoda RT-qPCR. fn plus,
acestia au masurat nivelurile proteice ale SIRT6, c-Jun N-terminal kinazei (JNK), p-JNK, protein
kinazei activate cu mitogen p38 (p38 MAPK) si p38 MAPK (p-p38 MAPK). Relatia dintre
miRNA-92a-3p si SIRT6 a fost confirmatd prin testul dual-luciferaze reporter. Xu si
colaboratorii au aratat ca Ox-LDL a indus apoptoza si stresul oxidativ in HUVEC-uri in moduri
dependente de concentratie si timp. in schimb, blocarea miRNA-92a-3p a inhibat apoptoza si
expresia SIRT6 in HUVEC. Supraexprimarea miRNA-92a-3p a crescut nivelurile de apoptoza si
fosforilare ale JNK si p38 MAPK, si a inhibat proliferarea in HUVEC-uri induse de ox-LDL. in
plus, SIRT6 a fost o {intd a miRNA-92a-3p. miRNA-92a-3p a reglat negativ expresia SIRT6 in
HUVEC induse de ox-LDL pentru a activa calea de semnalizare MAPK in vitro. In concluzie
miRNA-92a-3p a promovat apoptoza HUVEC si a suprimat proliferarea in HUVEC induse de
ox-LDL prin tintirea expresiei SIRT6 si activarea caii de semnalizare MAPK [20]. Aceste
rezultate se coreleazi si cu experimentele noastre de microarray in care am determinat un nivel
scazut al miR-92a-3p in EPC comparativ cu AFSC (Fig. 4).

Terapia pe bazi de celule stem in bolile cardiovasculare, in special boala cardiacad
ischemica (BCI), este o abordare promitatoare pentru facilitarea neovascularizarii prin migrarea
celulelor stem la locul ischemic si diferentierea lor ulterioard in celule endoteliale (EC). Hipoxia
este o caracteristicd principald in BCI si a nigei celulelor stem. Cu toate acestea, dacd hipoxia
promoveazi diferentierea celulelor stem in EC sau le face sd-si pédstreze stemness este

confroversat.




Yang si colaboratorii au diferentiat celulele stem pluripotente (iPSC) in celule endoteliale (EC)
prin hipoxie. Desi capacitatea angiogenica si factorii autocrini/paracrini legati de angiogeneza ai
EC au fost imbunatitite in caz de hipoxie, nivelul factorului inductibil de hipoxie 1o (HIF-10) a
fost totusi restrictionat impreund cu diferentierea CE. Acestia au descoperit ca reglarea HIF-lo a
fost cauzati de mMIiARN-155 indus de VEGF (miRNA-155). Mai mult, miRNA-155
imbunititeste capacitatea angiogenica a EC induse prin tintirea factorului de transcriptie E2F2.
Prin urmare, miRNA-155 nu numai c& contribuie la controlul expresiei HIF-1o in hipoxie, ci si
promoveazd angiogeneza, care este o caracteristici cheie a EC mature [21]. Expresia miRNA-
155 a fost crescuta in EPC diferentiate de noi din AFSC folosind VEGF ceea ce arata rolul lui
miR-155 in maturarea EPC (Fig. 4).

Boala arteriald periferica réprezinté o problemid majord de sinitate publicd. Aceasta
patologie cuprinde toate afectiunile arteriale, cu exceptia coronarelor si aortei (Fig. 5, 6) [22].
Teritoriile vasculare afectate pot fi cel carotidian, vertebral, mezenteric, renal, respectiv axele
arteriale ale membrelor superioare si inferioare. Prevalenta bolii arteriale a membrelor inferioare
creste odatd cu varsta — este neobignuitd fnainte de 50 de ani, insd creste treptat la varste mai
inaintate ajungand la aproximativ 18% fn randul populatiei de peste 60 de ani.

Un aspect important legat de managementul pacientilor cu ischemie cronicd perifericd, este legat
de afectarea polivascular, pe fondul unei ateromatoze sistemice, ceea ce poate atrage cu sine
multiple complicatii, de la accidente vasculare cerebrale, pand la sindroame coronariene, cu
mortalitate crescutd. Ischemia cronicd cu amenintare de membru (CLTI), reprezintd faza finald a
evolutiei ischemiei cronice periferice, fiind asociati cu mortalitate crescutd, amputatii si

afectarea calitatii vietii [23].

Figura 5. Placa aterosclerotica extrasa (trombendarterectomie carotidiana) de la nivelul bifurcatiei carotidiene

(ACC-artera carotida comuna, ACI —artera carotida interna, ACE — artera carotida externa)




Aceasta este expresia unei suferinfe vechi, de reguld cu debut gradual, agravatd pe fondul
deficitului de perfuzie tisulard. Dacd revascularizarea (chirurgicala deschisd sau endovasculard),
n cazul in care este posibily, nu se realizeazd precoce evolutia este spre amputatie sau chiar
deces. CLTI este [23] un sindrom clinic ce asociaza prezenta bolii arteriale periferice, prezenta
durerilor de repaus (ce nu cedeazi la anlgezie obisnuitd), cat si leziuni trofice precum ulceratii
sau gangren, in evolutie de peste 2 saptamani.

Conceptul de revascularizare bazaté pe dovezi (evidence-based revascularization - EBR),
cuprinde trei directii independente [23]: riscul Pacientului, gradul de afectare al membrului —
Limb, si complexitatea ANatomicd — PLAN. Bypasul periferic cu autogrefon venos safen
inversat este recomandat de primd intentie la pacientii cu risc crescut de pierdere a membrului,
respectiv afectare complexd, In timp ce In cazul celor cu anatomie lezionald mai putin complexa

pot fi candidati pentru terapia endovasculara [23].

Figura 6. Excludere anevrism aorta abdominala infrarenala — fragmente de placi aterosclerotice (A), alaturi de tromb
masiv (B)

Un alt concept deosebit de util, In ceea ce priveste strategia de revascularizare, 1l
reprezintd conceptul angiozomilor, introdus in 1987 [24]. Acesta se referd la impérfirea
membrelor Tn unitii tridimensionale, ce cuprind os, muschi si tegumente, vascularizate de artere
specifice, drenate de vene specifice. Luénd In calcul aceastd impdrtire, se pot obtine rate mai

mari de vindecare, explicind totodatd egecul unor interventii de revascularizare.




Figura 7. A. Placa ateroscleroricd, insotitd de tromboza in situ, extrasa de la nivelul trepiedului arterial femural

(AFC — artera femurala comuna, AFP —artera femurala profunda, AFS — artera femurala superficiala si B. Tromb

extras de la nivelul arterei femurale superficiale

Eficienta terapiilor non-revascularizante, cum sunt stimularea spinald, compresia
pneumaticd, prostaglandine sau oxigenul hiperbar, Inca nu a fost pe deplin stabilitd [23].
Terapiile din sfera medicinei regenerative, transplantul de celule stem, terapia cu factori de
crestere, sau terapiile genice pentru pacientii cu ischemie cronica cu amenintare de membrul,
trebuie deocamdaty limitats la studii clinice randomizate, monitorizate strict (Fig. 7) [23].

Tn strategiile implicand terapia celulard adresata organelor la nivelul cdrora vascularizatia
este compromisi marcat datoritd statusului ischemic (infarct miocardic, ischemie de membre)
(Fig. 8), trebuie sd fie promovat procesul de ,,autoregenerare vasculard” prin transplant celular
sau administrarea de citokine [25] proangiogenice. Studii precedente evaluand terapia celulard cu
celule mononucleare medulare au raportat rar o formare vasculard matura si solidd In tesuturile
ischemice [26], sugerdndu-se cd mecanismele de refacere a organelor afectate se datoreaza

citokinelor eliberate de celulele transplantate [24].




Figura 8. Ateromatoza la nivelul cuspelor valvei aortice (coronara stanga — CS, coronara dreapta — CD si

noncoronara - NC)

Totodati este important in cazul pacientilor cu boald arteriald perifericd, ca
managementul si se facd de cétre echipe multidisciplinare — chirurg vascular/cardiovascular,
cardiolog, cardiolog/radiolog interventionist, pentru ca sansele de a salva membrul amenintat sa
fie maxime.

In concluzie dezviluirea mecanismelor de reglare si clarificarea functiei miRNA-urilor in
diferentierea CE poate facilita imbunatitirea terapiilor bazate pe angiogeneza si celule stem in

bolile cardiovasculare.
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