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Introducere si premise

Bolile cardiovasculare (BCV) constituie cauza principald de mortalitate si morbiditate in
lume cu prevalenta semnificativ mai mare la pacientii cu diabet [1]. Mai mult, complicatiile BVC
induc mortalitate crescuta pacientilor cu diabet zaharat [2,3]. Relatia dintre DZ tip 2 si BCV, este
complexa si bidirectionald, avand implicatii clinice, sociale si economice semnificative. BCV
exacerbeaza rezistenta la insulina (RI) si efectele sale, perpetuand un cerc vicios de disfunctie
metabolica si risc cardiovascular crescut. In plus la factorii de risc traditionali, precum diabetul,
hipertensiunea, dislipidemia, fumatul si obezitatea, mecanismele inflamatorii contribuie atat la
etiopatogenia, cat si la progresia BCV [4-6].

Interesul pentru rolul inflamatiei in cazul pacientilor cu aterosclerozd coronariand se
extinde acum de la o perspectiva cronica la una acuta, insa cercetarile in acest domeniu raman nca
in stadii incipiente. Evenimentele ischemice acute declanseazd un raspuns inflamator intens,
implicat atat in procesul de vindecare cat si in complicatii acute. Daca rolul nociv al inflamatiei
cornice este bine stabilit prin cercetari preclinice si clinice ample precum CANTOS, COLCOT si
LoDoCo [7-9], este Inca o provocare sa se stabileasca punctul de la care cascada acuta de citokine
inceteaza sa mai fie un stimul reparator util si devine un mecanism daunator in cadrul infarctului
miocardic acut (IMA). Diabetul reprezintid, de asemenea, o entitate metabolicdi complexa,
caracterizatd printr-un grad de inflamatie cronicd de nivel redus [10]. Este intuitiv pentru un
clinician sa presupund cd un eveniment cardiovascular acut, suprapus peste mediul diabetic, ar
putea declansa un raspuns inflamator exagerat, ducand la complicatii adverse [4,11].

Desi rata mortalitatii in spital pentru pacientii cu infarct miocardic cu supradenivelare de
ST (STEMI) a scazut odatd cu introducerea programelor de revascularizare interventionald in
urgenta, persistd o heterogenitate in ceea ce priveste evolutia acestor pacienti In spital, chiar si la
pacienti care profil clinic si istoric patologic relativ similare. Dacd mecanismele inflamatorii sunt
responsabile macar partial pentru acest fapt raimane de stabilit. Numeroase studii au evidentiat
importanta inflamatiei sistemice si au aratat ca aceasta nu este doar o consecinta reactiva, ci este,
de fapt, un factor important contribuitor si un proces tratabil al bolii [12,13]. Intr-o perspectiva
simplista, un clinician poate observa cu usurintd si fard costuri mari raspunsul inflamator la

pacientii cu IMA folosind doar testele de sadnge obisnuite, cum ar fi dozarea leucocitelor,



neutrofilelor si a proteinei C reactive (CRP). Acestea au fost gasite crescute in studii clinice,
confirmate pe cohorte si prezic evenimente adverse. Acest raspuns inflamator exacerbat sugereaza
un dezechilibru al celulelor imune care se asociaza cu procesul inflamator. De asemenea, tot mai
multe dovezi atestd implicarea raspunsului imun Inndscut in patogeneza IMA, iar descoperirile
emergente indica un fenotip alterat al celulelor imune, inclusiv al neutrofilelor. [14].

In acest context, lucrarea de fati a avut urmitoarele obiective principale: implicarea
prognostica a parametrilor inflamatori la pacientii cu IMA in timpul spitalizarii evenimentului
index; evaluarea raspunsului inflamator acut comparativ la pacientii diabetici si nediabetici ;
investigarea profilului inflamator al neutrofilelor de la pacientii cu IMA.

Teza este structurata in doud parti. Prima sectiune generala detaliaza mecanismele inflamatorii
de baza, mecanismele implicate In patologia cardiovasculara si diabet, si punctele de intersectie
dintre acestea. Partea a doua, dedicata contributiilor personale, cuprinde doua studii. Primul studiu
clinic evalueaza asocierea dintre evolutia nefavorabila post IMA in timpul spitalizarii si parametrii
inflamatori, comparand totodatd pacientii diabetici cu cei nediabetici. Constatarile acestui studiu
au fost validate si consolidate printr-un studiu in vitro care investigheaza fenotipul proinflamator

al neutrofilelor izolate de la pacienti cu IMA.

l. Partea generala

Din aceasta prima sectiune, sunt prezentate pe scurt mecanismele prin care neutrofilul combate
agentul patogen si rolul acestora in infarctul miocardic acut.

Neutrofilele dispun de diverse mecanisme pentru a neutraliza agentii patogeni, cum ar fi
fagocitoza, degranularea si eliberarea de proteine si peptide antimicrobiene (precum elastaza,
mieloperoxidaza si metaloproteinaze ale matricei), generarea de specii radicali liberi de oxigen
(ROS) si formarea de capcane extracelulare ale neutrofilului (NETs) compuse din ADN, histone

si proteine antimicrobiene [15], mecanisme rezumate in Tabelul 1.



Tabel 1. Mecanismele de actiune ale neutrofilului

Mecanism

Descriere

Functii

Exemple/ componente

Degranulare-enzime
lizozomale si peptide
antimicrobiene

Enzimele si proteinele mici
continute in granule sunt
eliberate de neutrofilul activat

Descompun membranele

celulare si distrug patogenul

Lizozim, mieloperoxidaza
(MPO), elastaza,
metaloproteinaze ale
matricei; defensine,
catelicidine

Generare de specii
reactive de oxigen
(ROS)

Molecule reactive, cum ar fi
peroxidul de hidrogen si
radicalii liberi sunt produse de
NADPH oxidaza activata

Oxidarea si distrugerea
componentelor bacteriene

Superoxid (0*), peroxid de
hidrogen (H202)

Eliberarea de citokine si
chemokine

chemoatractante produse de
neutrofilul activat

Implicate in medierea
raspunsului imun

. Procesul de ingerare al||Capturarea si distrugerea Vacuola in care este ingerat
Fagocitoza .. . . .. ’ .
bacteriilor si a altor patogeni. ||bacteriilor patogenul-Fagolizozom
Formarea de capcane Eliberarea de ADN .. o NETs compuse din ADN,

N < Capturarea si imobilizarea . -
extracelulare ale extracelular ~ mpreuna cu bacteriilor > histone, elastaza,
neutrofilelor (NETs) proteine antimicrobiene. mieloperoxidaza (MPO)

Molecule semnalizatoare, Proinflamatorii: CXCLS,

TNF-alfa, IL-1beta;
Antiinflamatorii : 114, 1110

Eliberarea de proteine

Proteine  plasmatice  care
formeazd complexe de atac

Liza celulelor patogene si

C3, C5, complexul de atac

complement opsonizarea acestora membranar (MAC)
asupra membranelor.
Protei intracelul 1 TR .
roteme - Itraceluiare - ale)y o diatori  ai  inflamatiei.
neutrofilelor ~ prezente  in e . .
. n s N Proprietati antimicrobiene.
Alte proteine citoplasma insd nefacand parte Sechestrarea nutrientilor,
. . din continutul granular. Se . ’ S100 A8/A9
citoplasmatice . i s . necesari pentru cresterea
elibereazd dupa activarea bacteriilor ’
neutrofilelor, la formarea de
NET

IL- interleukina, NET- capcane extracelulare ale neutrofilelor, TNF- factor de necroza tumorald

Cercetarile recente fac din ce in ce mai evident faptul ca neutrofilele sunt mult mai mult decat
celule care distrug agentii patogeni. Ele pot afisa mai multe fenotipuri si pot indeplini o gama larga
de functii celulare inclusiv in inflamatia din cadrul tulburdrilor metabolice. Cand anumite functii
metabolice sunt modificate, cum se Intampla in DZ tip 2, dislipidemie, BCV, neutrofilele pot fi
pregdtite pentru a prezenta raspunsuri proinflamatorii mai puternice. In cadrul IMA, dupa ruperea
placii, trombocitele activate interactioneaza cu neutrofilele la locul lezat, exacerband NEToza [16].
In plus, are loc obstructia microvasculard prin retele NET si formarea de microtrombi in
microcirculatie, ceea ce duce la cresterea dimensiunii infarctului[17]. Neutrofilele activate sunt de
asemenea mai putin deformabile, blocheaza capilarele, pot cauza obstructii microvasculare si

afecta reperfuzia. ROS generat de neutrofilele activate in placile aterosclerotice provoaca, de



asemenea, activarea trombocitelor. Aceastd intensificare a proceselor protrombotice de catre
neutrofile poate influenta semnificativ evolutia post IMA [18]. Un alt mecanism prin care
neutrofilele amplifica procesele pro-trombotice este dependent de inflamazomi, care actioneaza ca
amplificatori nu numai pentru aterogeneza, ci si pentru tromboza [19]. Astfel, II-1p si II-18
generate de activarea inflamazomilor NLR Family Pyrin Domain Containing 3 (NLRP3) in
neutrofilele activate, actioneaza asupra macrofagelor si induc generarea de I1-6. La randul sau, Il-
6 eliberat sistemic stimuleazd hepatocitele sa produca CRP, fibrinogen si PAI -1, creand un status
protrombotic.

Alaturi de fenomenele produse la nivel vascular si leziunea ischemicd initiaza o cascada
inflamatorie care va induce activarea leucocitelor si celulelor endoteliale. Aceste celule activate
secretd citokine proinflamatorii precum TNF-a, IL-1f8, IL-6, IL-8, chemokine si molecule de
adeziune, care exacerbeaza leziunile tisulare si favorizeaza recrutarea leucocitelor in zona afectata.
Neutrofilele atrase si activate se ataseaza de celulele endoteliale si penetreaza tesutul. Odata
localizate in tesut, neutrofilele secretd specii ROS, NET-s, proteaze si agenti inflamatori,
contribuind astfel la stresul oxidativ, la deteriorarea tisulara si la inflamatie [20]. Decisiv pentru
leziunea de ischemie reperfuzie este faptul ca neutrofilele activate reprezinta o sursa importanta de
ROS, produse prin activitatea complexului enzimatic nicotin adenin dinucleotid fosfat oxidaza
(NADPH) [21]. Productia de ROS de cétre neutrofile intensifica raspunsul inflamator si agraveaza
leziunile tisulare [18,22]. In plus, s-a demonstrat ca blocarea SI00A8/A9 pe termen scurt in primele
3 zile post-IM cu blocantul specific ABR-238901, care inhiba legarea dintre S100A8/A9 si
receptorii sdi reduce infiltrarea neutrofilelor si macrofagelor in miocardul ischemic si
imbunatateste performanta cardiaca [23]. O crestere a raportului neutrofile/limfocite (NLR) este
corelat cu prognosticul negativ in IMA iar modificarile dinamice ale NLR preced starea clinica cu

cateva ore si pot oferi date rapide despre prognostic [24].



Il.  Contributii personale

Ipoteze de lucru si obiective generale

Ipoteze de lucru

Inflamatia joaca un rol important in prognosticul pe termen scurt al pacientilor cu IMA,
astfel ca markerii inflamatori ar putea fi utilizati in fenotiparea pacientului la risc in IMA.
Raspunsul inflamator acut este disfunctional in prezenta diabetului si un astfel de raspuns
se asociaza cu o evolutie clinicd mai severa 1n spital.

Stratificarea riscului trebuie evaluata diferit, cu utilizarea scorurilor de predictie specifice
in functie de prezenta diabetului.

Activarea neutrofilelor are un rol prognostic in evolutia intraspitaliceasca a pacientului cu
IMA. Fenotipul neutrofilelor de la pacientii cu IM si evolutie nefavorabila sufera
transformari care pot fi responsabile de evolutia intraspitaliceasca nefavorabild a pacientilor

cu IM.

Obiective generale

Evaluarea rolului parametrilor inflamatori in evolutia pe termen scurt a IMA, cu
evidentierea activitatii neutrofilului si a capacitatii sale de predictie pentru evolutie
nefavorabila.

Evaluarea particularitdtilor pacientilor diabetici in perioada acutd a infarctului miocardic,
in special din punct de vedere al inflamatiei sistemice.

Identificarea predictorilor pentru evolutie nefavorabila si folosirea acestora prin intocmirea
de scoruri pentru identificarea pacientului la risc in IMA.

Identificarea unui fenotip specific de neutrofil, definit de anumiti markeri proinflamatori

care sa fie responsabil pentru prognosticul negativ al pacientilor cu IM.

Metodologie generala :

Studiul este prospectiv, longitudinal si este compus din 2 etape / 2 sub-studii cu metodologie

care se suprapune partial, respectiv

1) Studiu clinic

2) Studiu in vitro



Cazuisitica este reprezentata de un esantion de 229 de pacienti internati intre aprilie 2021 si
septembrie 2022 la Spitalul de Urgenta ,,Elias” din Bucuresti, Romania. Dintre acestia, 63 nu erau
diabetici, 78 aveau prediabet, iar 88 erau diabetici. Pentru evaluarea factorilor clinici si a
biomarkerilor cu valoare prognostica, pacientii au fost Tmpartiti Intr-un subgrup cu evolutie
nefavorabila (cu complicatii in spital, N = 77) si un subgrup cu evolutie favorabila (fard complicatii,
N=152).
Prognosticul negativ sau evolutia intraspitaliceasca complicata a fost definit ca
prezenta a oricare dintre cele 5 conditii :
1. Dezvoltarea clasei Killip 3 sau 4
2. FEVS la externare < 40%
3. Aritmii ventriculare complexe
4. Complicatii mecanice
5. Deces
Criterii includere:
* Pacientii care se prezinta in primele 24 de ore de la debutul IMA conform definitiei
universale ale infarctului miocardic acut [25]
Criterii excludere:
* Sindrom infectios acut viral/bacterian/fungic; inclusiv infectie acuta SARS COV2
* Disfunctii organice severe preexistente — Insuficiente hepatice si renale severe care
ar fi influentat semnificatic probele biologice
*Boli inflamatorii, auto-imune in tratament (poliartrita reumatoidd, artropatie
psoriazica, lupus, boala inflamatorie intestinala, spondilartropatii)
* Neoplazii sau alte boli care limiteaza supravietuirea pentru perioada propusd de
urmarire post IMA

* FEVS<30%

Analizele si comparatiile au fost facute in functie de :
emediul diabetic/prediabetic/nediabetic
ecvolutia intraspitaliceascd ( mai exact au fost analizati parametri care influenteaza

pacientii cu evolutie intraspitaliceasca complicata)



Am decis sa limitdm inrolarea pacientilor cu IM si FEVS sever redusa <30% deoarece este bine
cunoscutd implicarea disfunctiei severe in evolutia post infarct [26,27] si a efectului independent
al fractiei de ejectie reduse asupra parametrilor inflamatori [28,29] indiferent de cauza subiacenta.
Am considerat cd FEVS sever deprimata poate fi o sursa de eroare care poate schimba semnificativ
markerii inflamatori in grupul nostru de studiu. Astfel, am considerat un FEVS intre 30-40% ca
criteriu pentru complicatiile acute ale SCA si care nu are un efect major asupra marker-ilor
inflamatori, In ciuda consecintelor prognostice.
Evaluarea clinica:
Examenul fizic a fost efectuat zilnic, incepand cu prezentarea din camera de garda. Au fost evaluati
factorii de risc traditionali pentru diabet si boala ateroscleroticd, precum varsta, sexul, fumatul,
hipertensiunea arteriala si dislipidemia. Istoricul medical si tratamentele anterioare au fost
documentate pentru fiecare pacient.
Investigatii:
Probele de sange au fost recoltate si analizate conform standardelor de ingrijire pentru infarctul
miocardic, la internare, in timpul spitalizarii si la externare. Markerii inflamatori uzuali, cum ar fi
proteina C reactiva, Feritina, viteza de sedimentare a eritrocitelor si markerii specifici diabetului,
precum hemoglobina glicata si insulinemia, au fost de asemenea evaluati. Parametrii biologici
standard au fost masurati conform procedurilor de laborator ale spitalului. Electrocardiograme cu
12 derivatii au fost efectuate zilnic. Ritmul cardiac a fost monitorizat continuu 1n primele 72 de ore
dupa infarct pentru detectarea aritmiilor. Ecocardiografii transtoracice si evaluarea fractiei de
ejectie a ventricolului stang (FEVS) au fost realizate la internare si externare sau cand au aparut
simptome noi. Angiografia si revascularizarea interventionald au fost realizate in primele 60 de
minute de la internare la toti pacientii. A fost documentata leziunea responsabild de infarct, numarul
de vase coronariene epicardice cu stenoze semnificative hemodinamic si numarul total de stenoze
coronariene. Probe de sange speciale au fost efectuate pentru determinarea biomarkerilor
inflamatori si profilui inflamator al neutrofilului dupa cum urmeaza:
Pentru cuantificarea diferitilor markeri inflamatori ( /L-1p, IL-18, IL6, SI004949, NETs)
e Probele de sange periferic au fost colectate in tuburi de ser sterile, in primele 12 pana la 24
de ore dupa debutul simptomelor de IM si serul a fost izolat prin centrifugare timp de 15
minute la 1500 xg. Serul a fost depozitat la -20°C, ulterior prelucrat prin ELISA/Colorare
Sytox Green.



Pentru izolarea de neutrofile :
e Probele de sange periferic de la 35 de pacienti cu SCA cu sau fara diabet au fost colectate
in tuburi de recoltare de sange Vacutainer EDTA.
e Un grup de voluntari sandtosi (n = 10) a fost inclus ca referintd pentru unele dintre
investigatiile moleculare.
Pentru mai o mai buna intelegere, metodologia speciald de izolare si evaluare in vitro a neutrofilului
vor fi detaliate la studiul 2.
Analiza statistica:

Colectarea de date a fost efectuatda in programul IBM SPSS. Analizele statistice si
vizualizarile au fost realizate in Python 3. Pentru fiecare parametru numeric masurat au fost
verificate diferentele dintre grupuri (diabetic, prediabetic, fard diabet) utilizand analiza one-way
Anova cu post-testul Tukey pentru comparatii multiple (pachetul statsmodels) [30].Alternativ,
pentru comparatiile dintre doud grupuri au fost utilizate teste t student (scipy). Pentru evaluarea
corelatiilor dintre parametri, au fost calculate individual pentru fiecare pereche de variabile
coeficientul Pearson R si valoarea p corespunzatoare folosind SciPy [31]. Rezultatele au fost apoi
compilate intr-o matrice, coloanele si randurile au fost grupate prin metoda grupului de perechi
neponderate cu metoda medie aritmetica (UPGMA) si reprezentate grafic folosind pachetul
seaborn. A fost folosit un model de regresie logistica liniard (sklearn) -evalua valoarea prognostica
a diferitilor parametri. Sensibilitatea+specificitatea biomarkerilor -prin analiza ROC (receiver
operating characteristic) si a fost selectat pragul corespunzator celei mai mari statistici Youden J
(sensibilitate + specificitate -1). Pentru combinatii de markeri, a fost utilizat un model support
vector machine (SVM) cu kernel liniar (pachetul sklearn) [32]. GraphPad Prism 7.0 cu puncte de
date exprimate ca medie + abatere standard (SD) a fost utilizat pentru toate analizele statistice ale

rezultatelor in vitro.



Studiul 1. Implicarea prognostica a parametrilor inflamatori la pacientii IMA

Rezultate.

in timpul spitalizarii evenimentului index

Caracteristicile populatiei. Datele clinice si prevalenta factorilor de risc pentru intreaga populatie

de studiu, precum si pentru subgrupurile de pacienti de control, pre-diabet si diabet zaharat sunt

rezumate in Tabelul 2.

Tabel 2 .Caracteristicile populatiei

Control Prediabet Diabet (D) Total
™) (PD)
Numaér 63 78 88 229
Sex F 19 (30,2%) 27 (34,6%) 29 (33%) 75 (32,8%)
Sex M 44 (69,8%) 51 (65,4%) 59 (67%) 154 (67,2%)
Varsta 60,9 (40,1 - 82,1) | 61,05 (46 -79,3) 63,5 (43,8 - 79,9) 61,9 (41,5 - 81,4)
HTA 40 (63,5%) 53 (67,9%) 74 (84,1%) 167 (72,9%)
Fumatori 48 (76,2%) 47 (60,3%) 55 (62,5%) 150 (65,5%)
Anemie 5(7,9%) 5(6,4%) 9 (10,2%) 19 (8,3%)
Deces intraspitalicesc 6 (9,5%) 3 (3,8%) 4 (4,5%) 13 (5,7%)
Zile de spitalizare 4,0 (2,0 -13,9) 4,0 (2,0-9.,3) 4,0 (2,0 - 21,0) 4,0 (2,0 - 18,2)
LDL > 100 50/63 (79,4%) 60 /78 (76,9%) 52/85(61,2%)[162 /226 (71,7%)
Istoric de IM 2 (3,2%) 5(6,4%) 18 (20,5%) 25 (10,9%)
Istoric de AVC 5762 (8,0%) 3777 (3,9%) 9/88(10,2%) 17 /227 (7,5%)
Prognostic nefavorabil 23 (36,5%) 15 (19,2%) 39 (44,3%) 77 (33,6%)

* variabilele categorice sunt prezentate ca numar (procent) iar variabilele numerice ca Mediana (5% - 95%), F -
femeie, M- barbat, HTA- hipertensiune arteriala. LDL- low density lipoproteins. AVC- accivend vascular cerebral

Subgrupurile (nediabetici, prediabetici, diabetici) au avut distributii similare pe sexe, cu

aproximativ o treime femei si doua treimi barbati si fard diferente semnificative ale varstei (p =

NS) pentru toate comparatiile intergrup, ANOVA, post-testul Tukey). In studiul nostru au fost 63
nediabetici (27%), 78 cu prediabet (34%) si 88 diabetici (38%). Numarul mediu de zile de

spitalizare a fost de 4, acelasi pentru toate grupurile de pacienti. Procentul total de decese pe

perioada spitalizarii a fost de 5.7%, cei mai multi dintre pacientii care au decedat au fost nediabetici.

Subgrupurile au avut o distributie relativ similara, fara alte diferente semnificative intre grupuri.



Pentru o caracterizare globala a populatiei si incarcéturii patologice cu impact prognostic, o
analiza de regresie logisticd multinominala a fost efectuata pe date clinice pentru a evalua factorii
clinici independenti care prezic un prognostic nefavorabil. In lotul studiat, anemia (HR=3.1, p =
0,045), fibrilatia atriala (HR= 3.5, P = 0,013) si diabetul (HR=2, P = 0,032) sunt factori de risc

independenti care influenteaza semnificativ prognosticul precoce al IM.

Influenta parametrilor inflamatori asupra prognosticului.

VSH, CRP, fibrinogen, IL-1p, [1-6, numarul de neutrofile, NLR, S100 A8/A9 si NETS au fost
semnificativ crescute in grupul cu evolutie nefavorabila (Figura 1).

Se evidentiaza si este notabil faptul ca majoritatea moleculelor inflamatorii corelate cu grupul
de prognostic nefavorabil provin din raspunsul neutrofilic.

Mai exact, 4 dintre cei 9 parametri din figura (neutrofile, NLR, S100 A8/A9, NETS) si chiar
si IL6 a carei secretie poate fi amplificatd in urm activarii neutrofilului parametri au valori crescute
in grupul de prognostic negativ conform Figurii 1. In plus fati de valoarea cantitativi a
neutrofilului (prin nr. neutrofile si NLR), produsii de activare ai neutrofilului NET (P = 0,0297%,
Figura 1C) si S100A8/9 (p = 0,0293*, Figura 1 D ) au fost crescuti la pacientii cu evolutie
intraspitaliceasca nefavorabild, date care sugereaza ca activarea neutrofilelor are un rol in evolutia
pe termen scurt.

Neutrofilele pot indica severitatea si prognosticul IM nu doar prin valoarea lor, reflectdnd
severitatea afectiunii printr-un raspuns inflamator corespunzator, ci si prin prezenta produsilor lor de

activare care pot contribui la o progresie adversa dupa IM [17,33,34].
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Figura 1. Influenta parametrilor inflamatori asupra prognosticului. Rosu- Prognostic nefavorabil, Verde- prognostic
favorabil. (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001)



Evaluarea comparativa a parametrilor inflamatori intre loturi

(diabetici/prediabetici/nediabetici)
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Figura 2 Comparatii intre markerii inflamatori in functie de sublot. A)S100 A8/A9; B) PCRI- Proteina C
Reactiva la internare; C) PCR2- Proteina C Reactiva la externare; D)NLR — Raport Neutrofile/Limfocie; E)Neutrofile;
F) IL18 - Interleukina 18; G) II-1B- Interleukina 1 beta; H) Fibrinogen; 1) VSH- Viteza de sedimentare a hematiilor
D-diabetic, PD-prediabetic, N-normal. (n.s.-nesemnificativ, *p < 0,05, **p < 0.001, ***p < 0,001).



Rezultatele analizei comparative sunt prezentate in grafice box and whiskers in Figura 2.
Barele reprezintd cuartilele 25% - 75% iar linia orizontala indicatd in interiorul barelor reprezinta
mediana. Barele de eroare au lungimea de 1,5 distanta dintre cuartile. Semnificatia statistica
indicatd pe grafic reprezintd rezultatele analizei Tukey pentru comparatii multiple (n.s.-
nesemnificativ, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Tabelul de deasupra graficelor prezinta
rezultatele analizei 2-way ANOVA pentru identificarea sursei de variatie intre grupurile de pacienti:
cresterea in greutate fata de martor, diabetul sau/si interactiunea dintre cei doi factori (Figura 2).

Facand analiza markerilor inflamatori, n rdspunsul de fazd acuta din primele 12 ore de la
debutul simptomelor infarctului miocardic, a fost surprinzatoare lipsa diferentelor dintre pacientii
diabetici, prediabetici sau fara diabet. Raspunsul inflamator a fost crescut in contextul IMA, insa
fara a se evidentia ca fiind potentat de mediul diabetic In ceea ce priveste valoarea cantitativa a

parametrilor inflamatori.

Identificarea parametrilor sau combinatiilor de parametri care influenteaza evolutia in
perioada acuta a infarctului miocardic si folosirea acestora pentru identificarea pacientului

la risc prin intocmirea de scoruri de predictie

Conform obiectivelor propuse, dupad evaluarea detaliatd a parametrilor inflamatori si a
diferentelor intre diabetici si nediabetici, am continuat studiul pentru a identifica biomarkerii
asociati unui prognostic nefavorabil.

Rezultatele au aratat ca pacientii din grupul cu evolutie nefavorabild au avut valori
semnificativ mai mari decat pacientii cu evolutie favorabila ai parametrilor generali, care oglindesc
comorbiditatile, asociati cu:

) statusul protrombotic : D-Dimeri (p = 0,0119), Fibrinogen (p = 0,0035);
i)  inflamatie: VSH (p = 0,0027), CRP (p = 0,0021),

iii)  disfunctie renala: creatinina (p = 0,0024), EGFR (p <0,01)

iv)  profil glicemic: glicemia la internare (p < 0,01)

v)  numarul de stenoze coronariene(p < 0,01)
Am continuat evaluand puterea predictiva a parametrilor asociati cu un prognostic negativ.

Pentru fiecare biomarker inregistrat, am determinat cea mai buna valoare de prag pentru a distinge



intre un prognostic favorabil si unul nefavorabil, precum si sensibilitatea si specificitatea
biomarkerului la aceasta valoare optima. Avand in vedere cd pacientii diabetici pot avea factori
prognostici diferiti fatd de non-diabetici, am analizat si capacitatea biomarkerilor de a prezice
evolutia in grupuri mai omogene, separate pe baza prezentei diabetului. S-a constatat ca cei mai
eficienti predictori pentru pacientii non-diabetici nu au prezentat aceeasi specificitate si
sensibilitate pentru pacientii diabetici (Figura 3). In plus, s-a observat ci dintre primii zece
parametri sortati dupa valoarea lor prognosticd pentru pacientii diabetici, majoritatea au fost
markeri inflamatori si au fost In mare parte legati de activitatea neutrofilelor, spre deosebire de
pacientii non-diabetici, unde activitatea inflamatorie este mai putin indicativa pentru evolutia

pacientilor si markerii predictivi principali sunt mai generali, reflectand comorbiditatile.

Nediabetici Diabetici
SPGCiﬁ:iate _“
arker ¢ | Youden j | (% % -
m 206.1 0.398 58.82 80.95
180 0.604 90 7037

HDL1 46 0375 50 87.5
: 131 0375 73.68 63.83

T
ol e o Sytox Green 143020 0362 60.61 7561
0.545 86.96 6.5 5.820787 0325 65.79 6667
0.48 60.87 87.18 11.83 0317 211 89.58
0444 7222 72 367 0.301 7429 55.81
0439 77.27 66.67 219797 0.296 67.65 619
0437 59.09 84,62 1.88 0295 84.62 449
0422 63.64 78.57 228 0276 66.67 60.98

Figura 3. Evaluarea sensibilitatii si specificitatii markerilor de a prezice prognosticul pentru
pacientii separati in functie de statusul diabetic. Rezultatele analizei de regresie logistica liniara
aratd parametrii sortati de la cel mai bun la cel mai rau predictor de prognostic.

Am utilizat cei mai specifici si sensibili dintre acesti parametri separat, pentru diabetici si
pentru nediabetici, pentru alcatuirea de scoruri prognostice. Pentru a identifica cea mai buna
separare liniard intre pacientii cu prognostic favorabil fata de nefavorabil, s-au efectuat o analiza
support vector machine (SVM) cu kernel liniar, bazata pe primii cei mai buni 8 pentru fiecare lot.

Am definit scorul N pentru nediabetici si Scorul D pentru diabetici.



S-au obtinut urmatoarele ecuatii pentru prognostic:
ScorN = DDimeri/eGFR
Scorul N a prezentat pentru toti pacientii din studiu o sensibilitate si o specificitate de 85%
atunci cand s-a setat o valoare prag de prognostic de 2,61.
ScorD = IL18 + sqrt(NETs)
Scorul D a prezentat pentru toti pacientii diabetici o sensibilitate 58% si o specficitate de

78% atunci cand s-a setat o valoare prag de prognostic de 82864.

Scor N Aplicat la nediabetici Scor N aplicat la diabetici

ScorN - curba ROC ScorN - curba ROC

Rata adevarat pozitive
1

A =088

2 04 o (1} 10 bo] « 00 10 X 2 02 0s ¢s os 1 ®
Rata fals pozitive ScorN Rata fals pozitive Scorl

Figura 4 Curba ROC pentru evaluarea aplicabilittii scorului ScorN pentru pacientii

nediabetici ( stanga) si diabetici din studiu (dreapta ).

Interesant, scorul pentru nediabetici a fost total lipsit de valoare la pacientii diabetici (Figura 5).

Discutii studiu 1.

In ceea ce priveste implicarea prognosticia a parametrilor inflamatori la pacientii IMA in
timpul spitalizarii evenimentului index studiul 1 a aratat ca inflamatia este strans legata de
complicatiile intraspitalicesti. VSH, CRP, fibrinogen, IL-18, IL-18, II-6, neutrofilele, NLR,
S100A8/A9 si NETs au fost semnificativ crescute in grupul cu evolutie intraspitaliceascd cu
complicatii. Dintre moleculele inflamatorii studiate, se remarca ponderea valorii de prognostic a
biomarkerilor de activitate neutrofilului. In rezultatele noastre, neutrofilele sunt asociate cu

evolutia intraspitaliceasca atat cantitativ (prin numar absolut si NLR) cat si calitativ prin produsii



sai (ST00A8/A9 si NETs) si prin cascada inflamatorie declansatd odata cu activarea lor, ceea ce
ridicd ipoteza unui fenotip diferit, mai agresiv al neutrofilului la pacientii cu evolutie complicata.

In ceea ce priveste evaluarea comparativa a parametrilor inflamatori #ntre loturi
(diabetici/prediabetici/nediabetici) nu s-au observat diferente intre pacientii diabetici, prediabetici
sau fara diabet. Avand in vedere varietatea de parametri inflamatori evaluati, observatia evidenta
din acest studiu este cd, in ceea ce priveste raspunsul inflamator hiperacut nu sunt diferente
semnificative Intre loturile de pacienti. Acest lucru poate fi probabil explicat prin faptul ca
diferentele cronice la nivel de inflamatie dintre mediu diabetic/nediabetic sunt mascate de cascada
inflamatorie declansatd in cazul unui eveniment critic precum IMA.

Cand am evaluat valoarea prognostica a diferitilor markeri asociati cu evolutia complicata,
am evidentiat cum cei mai buni predictori pentru pacientii nediabetici nu au avut aceeasi
specificitate si sensibilitate pentru pacientii nediabetici. Mai mult, scorul N, un scor de predictie
pentru evolutia cu complicatii intraspitalicesti, alcatuit din cei mai buni markeri rezultati ca fiind
prognostici pentru pacientii nediabetici, cu o sensibilitate si o specificitate de 85% alcatuit pentru
acesti pacienti, este total lipsit de valoare predictiva n cazul pacientilor cu diabet. Primii parametri
in ordine prognostica pentru pacientii diabetici, au fost in principal inflamatori si cu evidentierea
produsilor neutrofilului, in schimb ce pentru a prezice evolutia pacientilor nediabetici au fost mai
utili parametri referitori la comorbiditati precum afectarea functiei renale (creatinind/eGFR),

activitatii de coagulare (D-Dimeri), hipopotasemia sau varsta.



Studiul 2- in vitro. Evaluarea profilului inflamator al neutrofilelor la pacientii

cu infarct miocardic acut

1.1.Materiale si metode
Obtinerea si prelucrarea neutrofilelor
Probele de sange periferic de la 35 de pacienti cu SCA cu sau fara diabet au fost colectate in

tuburi de recoltare de sange Vacutainer EDTA. Dupa colectareca sangelui, neutrofilele au fost
izolate prin centrifugare in gradient folosind Polymorphoprep (Proteogenix) sau folosind un kit de
izolare a neutrofilelor umane (Milteni) conform instructiunilor producatorului [35]. Dupa izolare,
neutrofilele au fost supuse:

e izolarii totale de ARN prin tehnica RT-PCR

e determinarii expresiei proteice prin Western Blot

e masurarii speciilor reactive de oxigen

e cvaluarii metabolismului celular Seahorse

e detectiei NET-urilor prin microscopia cu fluorescenta

e Cuantificarii activitatii neutrofil elastazei (NE)

Rezultate studiul 2.

Profilul inflamator exacerbat al neutrofilelor de la pacientii IM si evolutie

nefavorabila
Deoarece datele clinice au ardtat cd evolutia nefavorabild post-IM a fost asociatd cu o stare
inflamatorie crescuta, am caracterizat si comparat profilul inflamator al neutrofilelor izolate de la
pacientii cu IM cu sau fara evolutie nefavorabila. Rezultatele de expresie genica a diferitelor
molecule pro-inflamatoare au ratat ca neutrofilele izolate de la pacientii cu IM cu evolutie
nefavorabila (IM_EN) au prezentat o expresie genicd semnificativ crescutd a majoritatii
moleculelor pro-inflamatoare investigate: CCL3, IL-1p, IL-18, S100A9, precum si a moleculei de
adeziune celulara ICAM-1 (Figura 5). Si pentru ca functionalitatea acestor molecule este data de
exprimarea lor la nivel de proteind, unele din aceste molecule au fost investigate si la nivel de

expresie proteica.



Analiza la nivel de expresie proteica a confirmat rezultatele de expresie genica, datele de Western
Blot ardtind ca expresia proteica a moleculelor proinflamatorii, SI00A9, MCP-1 si IL-1f a fost

semnificativ mai mare 1n neutrofilele de la pacientii cu evolutie negativa (Figura 6).
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Figura 6 Neutrofilele de la pacientii cu SCA cu prognostic negativ prezintd o expresie crescutd a genelor
proinflamatorii. (A-E) Expresia genelor asociate cu un fenotip inflamator al neutrofilelor, CCL3, IL-1p, IL-
18, IL-6, S100A49, si ICAM-1 investigate in neutrofilele de la pacienti cu SCA (MI) sau pacienti cu SCA si
evolutie nefavorabila (M1 _EN). *p < 0,05, **p < 0,01, (MI _EN vs. MI).
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Figura 7. Expresia proteica a moleculelor proinflamatorii exprimata de neutrofile izolate de la pacientii

cu SCA cu sau fard prognostic negativ (A-D). Cuantificarea expresiei proteinei si imaginile reprezentative
ale moleculelor proinflamatorii SI00A9, MCP-1, IL-18 si Myd88, determinate prin Western Blot. (E, F)
Cuantificarea expresiei proteinelor si imaginile reprezentative ale p22phox si MMP-9, asa cum au fost
determinate de Western Blot. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 (pacienti cu IM versus pacienti cu IM

cu evolutie nefavorabila - M1_EN).

Profilul inflamator al neutrofilelor la pacientii cu IM, cu sau fara diabet

Atunci cand aceleasi molecule inflamatoare au fost analizate in neutrofilele de la pacientii diabetici
versus cei nediabetici, rezultatele obtinute nu au evidentiat diferente semnificative in nivelurile de
expresie genica ale moleculelor analizate CCL3, IL-1p, IL-18, IL-6, S100A9, ICAM-1 (Figura 7
A-G), date in acord cu rezultatele clinice obtinute la pacientii IMA cu sau fara diabet. In studiul
nostru, desi analiza moleculelor infamatorii nu a aratat diferente semnificative intre neutrofilele

pacientilor cu IM cu sau fard diabet, moleculele p22phox (Figura 7 H) care fac parte din



complexul activ al NADPH oxidazei implicat in producerea de ROS, dar si expresia MMP-9 (

Figura 7 E) au fost semnificativ crescute la neutrofilele de la diabetici, in comparatie cu pacientii
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Figurd 8 Expresia genica a moleculelor proinflamatorii in neutrofile izolate de la pacientii cu infarct
miocardic (IM) cu sau fara diabet (D). Analiza gPCR (A-E) a markerilor pro-inflamatorii CCL3, IL-7p, IL-
18, IL-6, S10049 si ICAM-1.. Expresiile moleculelor p22phox si MMP-9 sunt semnificativ crescute la

neutrofilele izolate de la pacientii diabetici, comparativ cu nondiabetici (H-E). *p < 0,05, **p < 0,01 IM_D
versus IM).

Pentru a confirma ca stresul oxidativ este cel care face diferenta intre neutrofilele pacientilor cu IM
cu sau fard diabet, am analizat in continuare speciile reactive de oxigen (ROS) produse de

neutrofilele izolate de la cele doua categorii de pacienti.
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Figura 9 Cuantificarea ROS intracelulara s-a efectuat folosind fluoroforul DCF-DA. Datele sunt prezentate

ca nivele crescute fata de control + SE. Semnificatia statistica este prezentatd ca, ***<0,001.

Rezultatele obtinute aratd cd intr-adevar, neutrofilele de la pacientii IM cu diabet produc un nivel
mai mare de ROS comparativ cu neutrofilele de la pacientii cu IM fara diabet si un nivel

semnificativ, aproape dublu, fata de neutrofilele de la subiecti sdnatosi (Figura 8).

Expresia NET in serul si neutrofilele pacientilor cu IMA
Pe langd moleculele inflamatorii, activarea neutrofilelor si degranularea implica, de asemenea,
formarea de NET si eliberarea diferitelor enzime, inclusiv elastaza neutrofilica (NE) si
mieloperoxidaza (MPO), cu roluri cheie atat in apararea gazdei cat si in diferite patologii [36,37].
Prin urmare, am dorit sa compardm nivelurie de NET din mediul conditionat al neutrofilelor atat
de la subiecti sanatosi, cat si de la pacientii cu IM care au fost expuse 1h la 50nM PMA, folosind
Sytox green, iar rezultatele au aratat faptul ca pacientii cu IM prezintd un nivel crescut de
NET(Figura 9-stanga). Acest rezultat a fost confirmat si prin microscopie de fluorescenta unde s-
a observat ca dupa 2 ore de cultura, neutrofilele de la pacientii cu IM au eliberat mai multe NET

comparativ cu neutrofilele control (Figura 9-dreapta).
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Figura 10 Evaluarea NET-urilor eliberate de neutrofilele de la pacientii cu IM. (4) Nivelurile NET in mediul
de conditionat ale neutrofilelor de la subiecti sanatosi si de la pacienti cu IM, expuse timp de 1 ora la 50
mM PMA, si evaluate prin colorare acu fluoroforul Sytox green. (B) Colorarea fluorescenta (Sytex Green)
a NET in neutrofile izolate de la un subiect sandtos versus neutrofile izolate de la un pacient cu IM, dupa 2
ore in cultura (verde). Nucleii neutrofilelor sunt colorati cu DAPI (albastru). *** p < 0,001 pacient cu IM
versus subiect sanatos.

Analiza la nivel de expresie proteica a NE a aratat diferentele semnificative ale activitatii acesteia
la neutrofilele de la pacientii cu IM cu prognostic favorabil versus nefavorabil (Figura 10- stanga).
In plus, s-au determinat niveluri de activitate a elastazei crescute in secretomul neutrofilelor de la

pacientii diabetici cu infarct comparativ cu cel al pacientilor nediabetici (Figura 10-dreapta).
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Figura 11 Activitatea elastezei neutrofilului in functie de grup.



Discutii studiu 2.

In studiul din acest capitol am ficut un pas inainte si am investigat fenotipul neutrofilelor la
pacientii cu IM, diabetici sau nu, cu prognoza favorabila sau nefavorabild, pentru a gési acel fenotip
care defineste neutrofilului responsabil de agravarea evolutiei post-IM. Analiza detaliata, in vitro,
a neutrofilelor pacientilor cu IM a generat rezultate interesante care vin sd sustina datele clinice, si
care aratd un fenotip alterat, mai agresiv al neutrofilelor de la pacientii cu IM si evolutie
nefavorabila. Astfel, atunci cand au fost analizate si comparate neutrofilele de la subiectii sdnatosi
cu cele de la pacientii cu IM, toate moleculele inflamatorii au fost semnificativ crescute in
neutrofilele de la pacientii cu IM. Acest profil modificat al neutrofilelor a fost Insotit, in plus, de
un nivel exacerbat de NET gasit atat in ser, cat si in neutrofilele de la pacientii cu IM, in comparatie
cu martorii sanatosi.

Analiza comparativa a neutrofilelor de la pacientii cu IM cu evolutie nefavorabila
versus cei cu evolutie favorabila a evidentiat o crestere semnificativa a citokinelor inflamatorii,
precum CCL3, IL-1p, IL-18 si alarmina STI00A9.

Cand a fost comparata expresia genica a acelorasi molecule intre neutrofilele de la
pacientii cu IM cu sau fara diabet, aceste diferente semnificative au disparut, rezultat care poate
sugera din nou, ca si in studiul clinic, ca inflamatia exacerbata din faza acuta post-IM mascheaza
efectele specifice induse de hiperglicemia cronica, facandu-le nedetectabile in acest context. Desi
moleculele inflamatorii nu au prezentat o expresie semnificativ diferitd intre pacientii diabetici
versus cei nondiabetici, totusi componente ale complexul enzimatic NADPH oxidaza, principala
sursa de producere a speciilor reactive de oxigen, au fost semnificativ crescute in neutrofilele
pacientilor diabetici versus nondiabetici. In plus la moleculele asociate cu stresul oxidativ, o alta
molecula din studiul de fata, gasitd semnificativ diferita in neutrofilele pacientilor diabetici versus
non-diabetici a fost MMP-9, care a prezentat nivele semnificativ crescute la pacientii diabetici cu
IM. MMP-9 este un biomarker potential pentru remodelarea cardiaca, asa cum a fost demonstrat
anterior, atat in modelele animale, cat si in studiile clinice [38]. La cuantificarea ROS, rezultatele
obtinute arata ca Intr-adevar, neutrofilele de la pacientii IM cu diabet produc un nivel mai mare de
ROS comparativ cu neutrofilele de la pacientii cu IM fara diabet, rezultat care poate explica cel
putin partial progresia rapida si nefavorabila intalnita la pacientii diabetici, post IM

Elastaza aldturi de mieloperoxidaza sunt enzime proinflamatoare implicate in leziunile

tisulare in diferite patologii incluzdnd bolile ischemice cardiovasculare [39,40]. Rezultatele



analizei expresiei proteice a acestor molecule neutrofilice granulare, din studiul de fata, a aratat
niveluri ale NE crescute semnificativ in neutrofilele de la pacientii cu IM cu evolutie nefavorabila,
comparativ cu cei cu evolutie favorabild. Mai mult, activitatea NE a fost gasitd crescutd in serul
acestor pacienti dar si al pacientilor cu IM cu diabet, indicand starea de activare a neutrofilelor.
Expresia si activitatea crescutd a NE de catre neutrofile de la pacientii cu IM cu evolutie
nefavorabila sau cu diabet ar putea reprezenta de asemenea,un factor care contribuie la progresia
adversa post-IM la acesti indivizi. Studiul 2 a confirmat rezultatele noastre clinice anterioare,
aratand ca nu existd diferente semnificative cantitative intre parametrii inflamatori la diabetici si
non-diabetici. Totusi, primii biomarkeri ca valoarea de predictie din studiul 1 pentru pacientii
diabetici au rezultat a fi inflamatori, sugerand un profil mai agresiv al moleculelor inflamaotorii,
dintre acestea distingandu-se activitatea neutrofilului. La analiza in vitro, in cazul diabeticilor,
activitatea speciilor reactive ROS si NE este crescuta in neutrofile. De asemenea, MMP-9, un
biomarker potential pentru remodelarea cardiaca, a fost semnificativ crescut la pacientii diabetici
cu IMA.

Impreuna, datele din acest capitol aduc dovezi ca fenotipul neutrofilelor de la pacientii cu IM
sufera transformari care sunt responsabile de evolutia intraspitaliceasca nefavorabild a pacientilor
cu IM. Diferentele notabile in profilurile inflamatorii observate la neutrofile de la pacientii cu IM
cu o evolutie complicata 1n spital, care implica modificari potentiale ale raspunsului imun inndscut
in cadrul acestui grup specific de pacienti, pot explica cel putin partial, rolul neutrofilelor cu un

fenotip alterat asupra evolutiei ulterioare a bolii.

Concluzii finale si contributii personale:

Concluzionand, datele noastre indica faptul ca evolutia nefavorabila in spital a pacientilor
cu infarct miocardic (IM) este asociatd cu markerii inflamatori sistemici si cd biomarkerii
neutrofilici sunt mai predictivi pentru prognosticul pe termen scurt in cazul diabeticilor. In acest
studiu am facut un pas inainte si am investigat in vitro fenotipul neutrofilelor la pacientii cu IM,
diabetici sau nu, cu prognoza favorabila sau nefavorabild, pentru a gési fenotipul neutrofilului
responsabil de agravarea evolutiei post-IM.

Neutrofilele circulante ale pacientilor cu IMA manifesta un fenotip pro-inflamator modificat,
chiar 1nainte de a ajunge la zona infarctata, fenotip care este mai pronuntat la pacientii cu un

prognostic negativ. Diferentele semnificative in profilurile inflamatorii ale neutrofilelor de la



pacientii cu IM care au avut o evolutie complicatd in spital sugereazd posibile modificari ale
raspunsului imun inndscut in acest grup specific de pacienti, cu potentiale efecte adverse asupra
evolutiei bolii.

Studiul aduce elemente de noutate intrucat evalueaza parametri de risc in IM prin prisma
unor grupuri mai omogene, separand pacientii in functie de statusul diabetic, stiut fiind faptul ca
prognosticul pacientilor cu diabet este diferit. Rationamentul a fost validat prin rezultatele obtinute,
care arata cei mai buni predictori pentru pacientii nediabetici nu au avut aceeasi specificitate si
sensibilitate pentru pacientii diabetici, de unde rezulta si scoruri de prognostic total diferite pentru
cele 2 categorii de pacienti si necesitatea unor masuri specifice de stratificare a riscului, aplicate in
functie de mediul diabetic.

Integrarea in studiu a notiunilor de cardiologie, diabetologie si imunologie ne apropie de
descifrarea mecanismelor patologice complexe, care nu sunt limitate la un singur sistem si care
incep la nivel molecular. Eforturile de cercetare ar trebui sd se concentreze din toate aceste directii
pe identificarea si Intelegerea mecanismelor patogenice inflamatorii pentru a dezvolta noi strategii
de preventie si tratament.

Principalele limite ale acestui studiu, provin din evaluarea pacientilor pe termen scurt, in
cadrul evenimentului index. Aceste limite provin din design-ul complex al studiului, care isi
propune sa efectueze profilul de risc 1n infarctul miocardic acut si sa efectueze analiza detaliata in
vitro a principalelor observatii clinice si din faptul ca Inrolarea in studiu si din din faptul ca
evaludrile s-au desfasurat in perioade de restrictie din timpul pandemiei SARS COV?2 .

Este important de mentionat si faptul ca totalitatea rezultatelor generate de aceasta teza de
doctorat reprezintd de fapt un merit comun al intregului colectiv din Clinica de Cardiologie a
Spitalului Universitar de Urgenta Elias si in mod particular al laboratorului de Biopatologia si

Terapia Inflamatiei din cadrul Institutului de Biologie si Patologie Celulara ,,Nicolae Simionescu”.
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