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Stadiul actual al cunoasterii. Accidentul vascular cerebral (AVC) ischemic reprezinta una dintre principalele
cauze de mortalitate si invaliditate la nivel mondial. Tratamentul de revascularizare prin tromboliza
intravenoasa sau prin trombectomie mecanica a revolutionat Ingrijirea post-AVC, insa >50% dintre pacienti
au un prognostic nefavorabil desi sunt tratati cu incadrarea in fereastra de timp. Tehnicile neuroimagistice
moderne (CT si RMN) ne-au permis detectarea modificarilor ischemice precoce, evaluarea tesutului cerebral
recuperabil, respectiv a circulatiei colaterale si a hemodinamicii cerebrale, insa nu ofera informatii asupra
proceselor biologice, care au loc In timpul ischemiei cerebrale. Veziculele extracelulare (VE) sunt nanostructuri
incapsulate de un bistrat lipidic, secretate de majoritatea celulelor umane. Fiind prezenti in aproape toate
fluidele corporale, aceste vezicule pot traversa liber bariera hemato-encefalica ajungand in circulatia
periferica, contindnd markeri specifici celulelor din care provin. Ei pot transporta proteine, lipide si acizi
nucleici celulelor tintd, facilitind comunicarea intercelulara atit in conditiile fiziologice, cat si in cele
patologice. Toate aceste calitati ai VE sustin potentialul lor de a fi biomarkeri non-invazivi diagnostici,
terapeutici si prognostici In stroke. Astrocitele reprezint cele mai numeroase si eterogene celule gliale ale
sistemului nervos central (SNC). Fiind componente importante ale unitatii neurovasculare (UNV), ele
interactioneaza si comunica cu ceilalti constituenti ale acestei unitati, eliberand VE. Aceste vezicule secretate
de astrocite (AVE) sunt implicate activ in neuroprotectia si neurorepararea post-AVC, insa pe langa efectele
benefice, ele pot determina si efecte nocive asupra SNC.

Obiectivul principal al tezei de doctorat a constat In explorarea raspunsului astrocitar la ischemia cerebrala
la pacienti cu AVC prin purificarea AVE si prin caracterizarea cargo-ului lor in dinamica pe parcursul primei
luni, focusand pe trei proteine cheie: proteina acida fibrilara gliala (GFAP), aquaporina-4 (AQP4) si factorul
neurotrofic derivat din linia celulara gliala (GDNF). Un alt obiectiv a fost determinarea potentialului de
biomarker al acestor proteine VE 1n vederea aprecierii severitatii clinice si a prognosticului post-AVC.

Metodologie generala. Am recoltat sange periferic In trei momente-cheie, la 24 de ore, la 7 zile, sila o luna de
la debutul simptomatologiei in vederea obtinerii plasmei. Pentru izolarea VE am folosit kitul de precipitare
ExoQuick ULTRA®. Suspensiile VE obtinute au fost vizualizate si analizate prin microscopie de scanare
respectiv microscopie electronici de transmisie. In continuare, VE au fost puse in contact cu suspensia de bile
magnetice cu streptavidind din kitul Basic Exo-Flow Capture si cuplate cu anticorpii biotinilati anti-
tetraspanine (CD9, CD63 si CD81), pentru a putea evalua eficacitatea procesului de izolare. Expresia diferitelor
proteine, inclusiv a tetraspaninelor, pe suprafata VE a fost de asemenea analizata prin citometrie in flux cu bile
magnetice folosind kitul MACSPlex EV 10. Apoi, VE au fost capturate folosind bile magnetice cuplate cu
anticorpul anti-GLAST, care este un marker specific astrocitelor. Aceste vezicule GLAST-pozitive au fost
considerate subpopulatia AVE. Suspensiile VE au fost lizate pentru a detecta si cuantifica continutul de GFAP,
AQP4 si GDNF a veziculelor prin Western blotting. La final, am investigat datele experimentale in context clinic,
coreland cu diferite scale de evaluare clinica: National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS), modified
Rankin Scale (mRS), Barthel Index (BI), Activities of Daily Living Scale (ADL) si Instrumental Activities of Daily
Living (IADL). Astfel, am examinat potentialul de biomarker non-invaziv al proteinelor VE izolate din plasma,
in determinarea severitatii si a prognosticului AVC-ului.

Studiul 1 reprezinta o analiza a literaturii de specialitate a VE secretate de celulele UNV, si rolurile acestora
in AVC. Am planuit prezentarea In parte a fiecarui tip de celula care constituie aceasta unitate. VE devin un nou
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mod de interactiune intre celulele UNV datorita rolului lor in comunicarea intercelulara. in conditii ischemice
se modificad expresarea diferitelor microARN-uri transportate in aceste VE, sugerand aplicabilitatea lor ca
posibili biomarkeri diagnostici, terapeutici si prognostici in AVC.

Studiul 2 a evaluat si a validat un protocol de izolare si caracterizare a VE tetraspanin-, si GLAST-pozitive
din plasma pacientilor cu AVC, care combina precipitarea si citometria in flux cu bile magnetice. Rezultatele
obtinute au indicat eficacitatea purificarii VE: particulele izolate au prezentat dimensiuni, morfologie si
markeri de suprafata tipice pentru VE. Aceste vezicule au fost pozitive pentru toate cele trei tetraspanine, CD81
relevand expresia cea mai ridicata dintre ele, ceea ce sugereaza ca CD81 ar putea fi cel mai potent indicator al
VE secretate de celulele ischemice la 24 de ore post-AVC. Pe langa tetraspanine, VE au exprimat CD3 si CD42a,
sugerand ca anumite vezicule post-ischemice deriva din limfocite T sau trombocite, respectiv CD62P, indicand
activarea endoteliala si a trombocitelor. Sortarea VE GLAST-pozitive ne-a permis capturarea unor cantitati
egale de VE cu capacitati de captare uniforme la fiecare pacient, ceea ce este esentiala pentru caracterizarea
ulterioarad a suspensiilor AVE si analiza diferentelor in cargo-ul si dinamica lor post-AVC.

Studiul 3 a intentionat clarificarea unor aspecte referitoare la dinamica AVE secretate 1n conditii ischemice,
detectand prezenta GFAP, AQP4 si GDNF in cargo-ul veziculelor in prima luna post-AVC. Am observat cresterea
expresiei ale acestor proteine AVE la pacienti in comparatie cu grupul control, in special la 24 de ore dupa
producerea AVC. De asemenea, toate trei au demonstrat fluctuatii dependente de timp in intervalul evaluat
sugerand ca aspectele fiziopatologice induse de ischemie se pot reflecta si la periferie. Tratamentul trombolitic
nu a avut impact asupra continutului vezicular. Determinarile prin tehnica Western blotting au evidentiat
multiple benzi, indicand variate izoforme, prezenta unor dimeri, tetrameri, diferite grade ale glicozilarii sau
produsi de degradare ai proteinelor VE tinta. Continutul VE s-a dovedit a fi o noua platforma pentru evaluarea
dinamica a progresului recuperarii dupa faza acuta a leziunilor cerebrale in timpul primei luni dupa AVC.

Studiul 4 a explorat aplicabilitatea clinicd a VE si a cargo-ului acestora, evaluand potentialul proteinelor VE
detectate ca biomarkeri in AVC. Toate cele trei proteine VE au corelat cu severitatea simptomatologiei, in
special la 24 de ore de la debut. in privinta prognosticului, VE GFAP si VE AQP4 au fost asociate cu prognosticul
la 7 zile, in contrast VE GDNF atat la 7 zile, cat si la o luna. Aceste constatari evidentiaza rolul VE in practica
clinica ca potentiali biomarkeri prognostici in fazele acute-subacute ale bolii.

Originalitatea tezei. VE transportd semnaturi moleculare specifice celulelor din care provin. Aceasta teza de
doctorat propune ca noi biomarkeri non-invazivi pe AVE. Aceste vezicule permit monitorizarea directa a
semnalelor SNC in vivo, facilitand colectarea de date longitudinale privind functia astrocitelor si raspunsul lor
la ischemie. Publicatiile din acest domeniul au fost concentrate in primul rand pe veziculele derivate din celule
stem. Insa in ultimii ani, VE specifice fiecirui tip de celuld au atras un interes din ce in ce mai mare pentru
potentialul lor de biomarkeri post-AVC - reflectind proprietati moleculare specifice in comunicarea
intercelulari. in numeroase studii au fost detectate diferite VE in timpul AVC sau a fost caracterizat continutul
veziculelor circulante, insa in foarte putine lucrari era identificat tipul celulei de origine a VE-ului din SNC.
Majoritatea studiilor sunt preclinice, evaludnd mai ales microARN-uri. Explorarile proteinelor VE post-AVC
sunt relativ rare. GFAP, AQP4 si GDNF au fost deja evaluate in diferite fluide corporale ca potentiali markeri.
Cu toate acestea, niciunul dintre ei nu a fost izolat din cargo-ul VE. Studiul prezent este primul in aceasta
directie. Expresia diferitd de GFAP, AQP4 si GDNF din VE fatda de martori subliniaza importanta profilarii
proteinelor VE in intelegerea mai buna a rolului astrocitelor in patofiziologia AVC. Acest lucru sugereaza, de
asemenea, ca modificarile induse de ischemie la nivelul SNC pot fi reflectate si in circulatia periferica a
pacientilor. Studiul VE si cargo-ului acestora ofera perspective pentru implementarea tehnicilor de biopsie
lichida. Datele obtinute prin evaluarea proteinelor tinta din cargo-ul VE sunt promitatoare. Ele pot reprezenta
biomarkeri potentiali ai severitatii bolii si a prognosticului dupa evenimentul ischemic. Astfel ne propunem
integrarea determinadrii proteinelor VE in evaluarea AVC-ului pe langa criteriile clinice, de laborator si
imagistice pentru un management individualizat al pacientilor cu stroke.
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