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Introducere:

Infarctul miocardic acut (IMA) este o boalad asociata cu morbiditate si mortalitate ridicate. Desi progresele in
ingrijirea acuta, interventiile farmacologice si managementul de urgenta al IMA prin revascularizarea coronariana
percutanata au redus semnificativ mortalitatea acutd, supravietuitorii raman cu un risc crescut de a dezvolta
insuficienta cardiacd. Astfel, exista o nevoie urgenta pentru a fintelege mai bune patogeneza necrozei
cardiomiocitelor, disfunctiei miocardice si a remodelarii ventriculare pentru a dezvolta noi terapii la pacientii cu
IMA. Tratamentele care vizeaza raspunsul imun innascut pot reprezenta o solutie viabila pentru a reduce leziunile
miocardice, a Tmbunatati functia cardiaca si prognosticul la pacientii cu IMA. Cu toate acestea, abordarile
imunosupresoare utilizate in studiile clinice anterioare au esuat si pana in prezent nu exista strategii terapeutice
implementate clinic care sd moduleze in mod adecvat echilibrul inflamatie/reparare miocardica in faza acuta
dupa IMA.

Obiective:

Obiectivele acestui proiect au fost urmatoarele:

e Implementarea si validarea unei platforme experimentale pentru studiul infarctului miocardic in cadrul
Universitatii de Medicina, Farmacie, Stiinte si Tehnologie “George Emil Palade” din Targu Mures, care sa
permita echipelor de cercetare locale, nationale sau internationale testarea eficienta a unor noi molecule si
compusi farmaceutici pentru tratarea infarctului miocardic;

e Integrarea in cadrul platformei a unui model nou si minim invaziv de inducere a IMA la soareci, care la
momentul de fata nu este implementat in nici un centru de cercetare din Romania, precum si a tehnicilor
asociate care sa permita caracterizarea modificarilor locale si sistemice provocate de ischemia miocardic3;

e Verificarea conceptului si a capacitatii platformei de a masura efectele induse de terapii asupra proceselor
celulare si modificarilor histologice post-IMA;

e Evaluarea efectelor tratamentului cu ABR-238901, un blocant al proteinei S100A8/A9, asupra dimensiunii
infarctului si dezvoltarii fibrozei miocardice post-IMA;

e Evaluarea efectelor blocarii SI00A8/A9 asupra neovascularizatiei dupa IMA.

Metodologie generala:

in toate studiile din aceast lucrare au fost folositi soareci nemodificati genetic (engl. wild-type) de tip C57BL6,
cu varste cuprinse intre 8-12 saptamani, greutate corporala intre 20-25 grame, carora le-a fost ligaturata artera
descendenta anterioara (ADA) folosind o abordare chirurgicald noua si minim invaziva. Toate interventiile
chirurgicale au fost efectuate la Statia Experimentala a Universitatii de Medicind, Farmacie, Stiinte si Tehnologie
,George Emil Palade” din Targu-Mures conform protocoalelor locale aprobate de Comisia de Etica a Cercetarii
Stiintifice a Universitatii. Soarecii au fost repartizati aleatoriu in 3 grupuri: soareci cu IMA tratati cu solutie salina
tamponata cu sulfat (PBS — engl.) (grupul IMA), soareci cu IMA tratati cu 30 mg/kg de ABR-238901 (ABR), o mica



molecula ce blocheazd S100A8/A9 si SI00A9 (grupul IMA+ABR), respectiv soareci operati prin aceeasi tehnica ca
si cei cu IMA, dar fard pastrarea ligaturii coronariene (grupul Sham — engl). Am folosit masuratori
electrocardiografice pentru a monitoriza inducerea ischemiei miocardice acute si pentru a confirma imediat rata
de succes a procedurii. IMA a fost confirmat histologic prin coloratiile cu hematoxilind si eozind (H&E) si
Trichrome-Masson. n plus, marimea injuriei miocardice a fost determinatd prin coloratia Trichrome-Masson si
prin metoda cu clorura de trifenil tetrazoliu (TTC — engl.) pentru a delimita miocardul necrotic de cel viabil in
perioada imediata dupa IMA. Analizele histologice ale sectiunilor miocardice au fost efectuate la 1, 3 si 7 zile
dupa inducerea IMA. Pentru a colecta inima, soarecele a fost anesteziat prin injectarea intraperitonealad a unei
solutii de ketamina-xilazina. Am analizat sectiuni de tesut miocardic colectate de la 5-6 niveluri diferite de-a
lungul axei transversale a inimii, incepand de la apex si pana la nivelul ligaturii coronariene. Coloratia H&E a fost
utilizata pentru a vizualiza infiltratul inflamator si pierderea cardiomiocitelor secundare ischemiei acute.
Coloratia Trichrome-Masson a fost utilizata pentru colorarea fibrelor de colagen n vederea evaluarii extinderea
fibrozei la nivelul miocardului infarctat. Am efectuat colorarea imunohistochimica pentru S100A9, o alarmina
proinflamatoare care creste rapid in miocardul infarctat, si pentru antigenul limfocitar 6G (Ly6G — engl.), un
marker exprimat in mod specific pe suprafata neutrofilelor de soarece, pentru a evalua modificarile histologice
ale inflamatiei acute in faza precoce post-IMA. In plus, am folosit markerul de celule endoteliale CD31 pentru a
vizualiza capilarele din zona de infarct si de la nivelul miocardului la distanti de leziunea ischemica. Tn
experimente separate realizate la Institutul de Biologie si Patologie Celulara ,N. Simionescu” din Bucuresti, am
efectuat analiza proteomica a extractelor de ventricul stang prin spectrometrie de masa calitativa in ziua 7 post-
IMA, pentru a evalua mediatorii angiogenici si procesele modulate prin inhibarea S100A9. De asemenea, am
analizat prin citometrie in flux dinamica celulelor imunitatii innascute (neutrofile, monocite si macrofage) din
sange siinima la 1, 3 si 7 zile dupa IMA.

Rezultate:

Durata totala a procedurii chirurgicale de inducere a IMA a fost de pana la 3 minute, cu un timp de expunere a
inimii pentru ligatura ADA de pana la 20 de secunde. Timpul pana la recuperarea completa a animalelor dupa
sistarea anesteziei inhalatorii a fost de pana la 5 minute. Supravietuirea postoperatorie pe termen scurt a
animalelor a ajuns pana la 80%, iar rata de supravietuire pe termen lung (de la 1 ora dupa operatie pana la
recoltarea inimii pentru analiza) a fost de pana la 95%. Rata generala de supravietuire a fost de aproximativ 65-
75%. Dupa IMA, infiltratul inflamator este reprezentat in principal de neutrofile care au atins varful in ziua 1 dupa
infarct. Distrugerea miocardica si infiltratul inflamator au fost mult mai pronuntate in ziua 3, dar prezenta
neutrofilelor a fost mult redusa in comparatie cu ziua 1. Capacitatea S100A9 de a reflecta prezenta neutrofilelor
in miocardul infarctat a fost confirmata de asocierea semnificativa intre expresia S100A9 si coloratia Ly6G,
exprimata ca procent mediu din zona ventriculului stang, atat in ziua 1, cat si in ziua 3 post-IMA. Blocarea S100A9
a scazut prezenta celulelor inflamatorii si infiltrarea neutrofilelor Ly6G-pozitive, precum si expresia miocadica a
S100A9 in zilele 1 si 3. Extinderea fibrozei miocardice a fost redusa semnificativ la soarecii tratati cu ABR-238901
atat la 3, cat si la 7 zile dupa IMA. La soarecii tratati cu ABR, o scadere semnificativa a fibrozei miocardice a fost
observata si in miocardul la distantd de leziunea ischemicd la 7 zile post-IMA. Tn plus, am demonstrat ci
dimensiunea infarctului a fost redusa semnificativ atat la 3, cat si la 7 zile dupa IMA prin blocarea S100A9 timp
de 3 zile. Inhibarea S100A9 nu a influentat semnificativ vascularizatia miocardica in zilele 1 si 3 post-IMA. Cu
toate acestea, tratamentul ABR a determinat o crestere de 2,5 ori a ariei vasculare din ziua 1 pana in ziua 7,
comparativ cu o crestere de numai 1,6 ori a soarecilor martor tratati cu PBS. Dintre cele 25 de proteine modulate
semnificativ de tratament, 10 proteine au prezentat diferente semnificative de cel putin 4 ori intre soarecii IMA
tratati cu ABR si soarecii de control tratati cu PBS. Tratamentul ABR a contracarat cresterea a 8 din cele 10
proteine in comparatie cu grupul IMA tratat cu PBS, inducand o scadere semnificativa a expresiei Anx1 (~16 ori),
AnxA2 (~5 ori), Fgfl (~10 ori) , Emc10 (~5,5 ori), RhoA (~4,7 ori), Cdc42 (~4,7 ori), Camp (~4,4 ori) si Ngp (~4 ori).
Tn schimb, expresia Flna si Rtn4 a fost crescuta semnificativ prin blocarea SI00A9 de ~10 ori, respectiv ~5 ori.

Concluzii generale:

Am descris siimplementat in cadrul Universitatii noastre un model experimental nou si minim invaziv de inducere
a IMA la soareci. In plus, am implementat cu succes tehnici histologice si imunohistochimice, precum si de
citometrie in flux, care permit o analiza complexa tisulara si celulara a modificarilor locale si sistemice induse de



ischemia miocardica acutd. Rezultatele noastre promoveaza S100A9 ca un potential biomarker al implicarii
neutrofilelor in IMA si o tinta terapeutica promitdtoare pentru a modula recrutarea si functia neutrofilelor si,
prin urmare, pentru a reduce inflamatia excesiva dup& IMA. in plus, am demonstrat c3 blocarea ST00A9 in timpul
fazeiinflamatorii acute dupa IMA reduce dimensiunea infarctului atat la 3, cat sila 7 zile dupa ocluzia coronariana
si scade semnificativ fibroza cardiaca post-ischemicd. Datele noastre au ardtat ca tratamentul promoveaza
neovascularizatia atat in zona de infarct, cat si in miocardul la distanta de leziunea ischemica. Mecanismele care
stau la baza efectelor pro-angiogenice implica cresterea expresiei FIna si Rtn4 si scaderea RhoA, Ngp si Camp.

Originalitatea tezei:

n acest proiect am implementat un model experimental minim invaziv si eficient de inducere a IMA la soareci
prin ligaturarea permanenta a ADA. Dupa cunostintele noastre, la momentul de fata aceasta interventie
chirurgicald este realizata cu succes in Romania doar in cadrul Universitatii de Medicina, Farmacie, Stiinte si
Tehnologie ,George Emil Palade” din Targu Mures. in plus, am integrat si sincronizat pentru prima data in cadrul
Universitatii noastre tehnici asociate cu procedura chirurgicald, cum sunt electrocardiografia la animalele mici,
tratamentul animalelor, recoltarea tesuturilor, procesarea si analiza histologica, precum si izolarea celulara si
analiza prin citometrie in flux, care permit studiul modificarilor locale si sistemice induse de ischemia miocardica
acuta la soareci. Mai mult, intreaga platforma experimentala reprezinta in prezent un instrument important care
sprijina intelegerea rolului sistemului imun inndscut si al inflamatiei Tn patogeneza IMA, care poate fi utilizat de
companiile biotehnologice si farmaceutice si institutiile de cercetare pentru dezvoltarea si testarea unor noi
terapii noi Tn IMA. Rezultatele prezentei lucrari indica pentru prima data alarmina proinflamatorie S100A9 drept
un potential biomarker al implicarii neutrofilelor in IMA si o tinta terapeutica promitatoare pentru a reduce
inflamatia excesiva dupa IMA. O alta noutate a acestui studiu releva ca blocarea S100A9 in primele 3 zile dupa
IMA atenueaza fibroza miocardica post-ischemica si reduce semnificativ dimensiunea infarctului miocardic.
Important, ardtam pentru prima data ca blocarea S100A9 promoveaza neovascularizatia miocardica post-IMA
prin cresterea expresiei FIna si Rtn4 si scaderea expresiei RhoA, Ngp si Camp. Aceste descoperiri promoveaza
blocarea S100A9 ca o terapie imunomodulatoare noua si promitatoare in IMA si identificd noi proteine cu
potential terapeutic.



