Angiogeneza si limfangiogeneza pe modele experimentale de diabet

Principalele motive pentru care am ales abordarea acestei teme de cercetare sunt reprezentate
de: epidemiologia diabetului zaharat, conform atlasului IDF la sfarsitul anului 2019, s-au inregistrat
463 milioane persoane adulte cu diabet zaharat, prevalenta afectiunii a fost in crestere in ultimii ani si
se estimeaza ca la sféarsitul anului 2030 se vor inregistra 578 milioane persoane adulte cu diabet.
Modificarile morfologice si imunohistochimice ale etapelor precoce de distructie insulara au fost foarte
putin studiate, combinatia dintre factorul inflamator, angiogeneza si limfangiogeneza in etapele
preliminare diabetului zaharat este ambigua. Implicarea podoplaninei in patogeneza diabetului zaharat
este complet necunoscuta, majoritatea modelelor experimentale de diabet s-au obtinut prin inductie
chimica (metoda prin care se omite principalul factor inductor al diabetului zaharat tip 2, alimentatia
necorespunzatoare). Caracterizarea marker-ilor angiogenici si limfangiogenici inca din etapele
prelimare diabetului zaharat poate constitui abordarea unor noi tinte de tratament.

Material si metode

Au fost utilizati 13 sobolani de tip Sprague Dowley, gazduiti in biobaza Universitatii de Medicina si
Farmacie ,Victor Babes” Timisoara, in conditii optime, conform normelor europene in vigoare. Acestia
au fost hraniti cu alimentatie hipercalorica (hiperglucidica-glucide cu absorbtie rapida, hiperlipidica,
bogata in grasimi saturate si trans, hiperproteica). De circa 2-3 ori/saptdamana au primit mancare de tip
fast food, dietd similara cu a subiectilor umani care dezvoltd obezitate cu sau fara prediabet/diabet
zaharat tip 2. A fost masurata glicemia bazala, din séngele capilar, prin punctionarea cozii, cu
glucometrul Achtung, initial (inainte de expunerea la alimentatia hipercalorica), respectiv, la 3 si 9
saptamani post expunere.

S-a prelevat tesut pancreatic inainte de expunere, la 3, 6, 9, 12 si 16 saptamani post expunere.
Fragmentele recoltate au fost notate (N1, control 1), (OB1, obezl), (OB2, obez2), (OB3, obez3), (OB4,
obez4) si OB5 (obez5). A urmat procesarea primara, colorarea cu hematoxilina-eozind care a permis
diagnosticul histopatologic si selectionarea cazurilor pentru evaluare imunohistochimica (s-au utilizat
ac.anti-insulina, ac.anti-factor VIII, ac.anti-AC-133, ac.anti-OCT3/4, ac.anti-podoplanina, ac.anti-
PROX1). Dupa evaluarea imunohistochimica au fost selectate cazurile pentru validare prin tehnica de
hibridizare in situ de tip RNAscope.

Primul capitol al tezei a analizat modificarile morfologice ale insulelor Langerhans, in
dinamica, inainte de expunere, respectiv, in diferite etape de expunere la alimentatia
obezogena.

In cazul (N1, control) s-a observat distributia specifica, normald, a insulelor Langerhans in
parenchimul exocrin. Insule rotund-ovalare bine delimitate, mai palid colorate, localizate Tn centrul
lobulilor pancreatici (insule compacte), iar la periferia lobulilor pancreatici s-au observat structuri mai
palid colorate, slab delimitate de componenta exocring, insule pancreatice difuze. Pe lama s-a

evidentiat si fragment splenic, deoarece pancreasul la rozatoare este dificil de recoltat, fiindca nu este



organizat intr-un organ bine definit, fiind constituit din tesut pancreatic inclus in grasimea din cavitatea
abdominala, posterior de stomac.
in cazul (OB1, la 3 sdptamani post expunere) s-au evidentiat urmatoarele diferente: hipertrofia
insulelor compacte, cresterea densitatii insulare per sectiune pancreatica, distributia heterogena a
insulelor pancreatice in parenchimul pancreatic, hiperemia mai accentuata a vaselor periinsulare.
In cazul (OB3, la 9 saptdmani post expunere) s-a observat parenchimul pancreatic inconjurat de o
cantitate crescuta de tesut adipos alb, iar la (OB5, la 16 saptamani post expunere) s-a decelat
degenerescenta grasa periinsulara.

Modificarile de detaliu, in dinamica, la nivelul insulelor Langerhans constau in: la (N1)-celulele
endocrine intrainsulare ocupa aproape toata aria insulara, vascularizatia este mai accentuata in
centrul insulei, comparativ cu zona periferica; in cazul (OB1) s-au identificat insule compacte
hipertrofiate, cu predominanta celulelor endocrine optic goale (active din punct de vedere functional)
dispuse in cordoane, cu accentuarea vascularizatiei periinsulare La (OB2) s-a observat aparitia
infiltratului inflamator la periferia insulelor hipertrofiate, iar in cazul (OB4) s-a evidentiat modificarea
arhitecturii celulare intrainsulare (in cazul unei insule hipertrofiate), dezorganizare celulara, scaderea
densitatii celulare, vascularizatie accentuata, cu staza evidenta.

in cazul (OB3) s-a observat cresterea cantitatii de tesut adipos alb peripancreatic, cu infiltrat
inflamator, localizat difuz si cu aspect folicular. In plus, in tesutul adipos alb peripancreatic s-au
observat celule endoteliale izolate, celule endoteliale care delimiteaza structuri tubular-like
neperfuzate si vase mature perfuzate, aspecte care ne-au sugerat un posibil proces angiogenic activ
(etapele cunoscute din angiogeneza de tip sprouting).
Concluziile primului capitol din teza sunt: dieta hipercalorica induce precoce modificari morfologice
majore la nivelul insulelor pancreatice, dinamica modificarilor morfologice ale insulelor pancreatice
este un proces complex care nu afecteaza doar celulele B pancreatice, dar si reteaua capilara,
precum si statusul inflamator dependent de timpul scurs de la implementarea dietei hipercalorice.
Microdensitatea vasculara creste proportional cu hipertrofia insulelor pancreatice, exista doua tipuri de
angiogeneza in insulele pancreatice dupa administrarea dietei hipercalorice: angiogeneza
compensatorie, fiziologica si angiogeneza inflamatorie, patologica. Dieta hipercaloricd nu determina
doar acumularea de tesut adipos peripancreatic, dar si organizarea sa particulara, prin existenta
infiltratului inflamator difuz sau organizat sub forma de pseudofoliculi, precum si prin existenta unei
retele de capilare active intr-o permanenta remodelare.

in al doilea capitol din tezd am evidentiat variabilitatea expresiei insulinei si corelatia cu
glicemia din sangele capilar.
In cazul (N1), celulele pozitive pentru insulina au fost distribuite in toata aria insulelor pancreatice, cu
un aspect intens, omogen citoplasmatic. La (OB1), imunoexpresia pentru insulina a fost mai crescuta
comparativ cu (N1), densitatea celulelor insulino-pozitive a crescut, ocupand aproape intreaga arie

insulara, in cazul insulelor compacte hipertrofiate. In cazul insulelor difuze hipertrofiate, densitatea



celulelor insulare insulino-pozitive a fost semnificativ mai redusa fatd de cele compacte, iar
intensitatea imunoexpresiei a fost moderata/slaba. In cazul (OB2) s-a observat o marcata crestere a
intensitatii imunoexpresiei pentru insulina in insulele hipertrofiate, comparativ cu (N1), aspect care
coincide cu statusul hipersecretor si cu scaderea valorilor glicemice. Tn cazul (OB3) s-a observat o
scadere drastica a imunoexpresiei pentru insulind, aspect care se suprapune cu scaderea secretiei de
insuling si cu cresterea valorilor glicemice.

Dieta hipercalorica determina hipertrofia precoce a insulelor pancreatice prin hiperplazia celulelor
secretoare de insulina. Precoce se produce o scadere a valorilor glicemice determinata de cantitatea
mare de insulind secretata compensator. Hipertrofia insulara cu cresterea densitatii si imunoexpresiei
insulinei in celulele B pancreatice s-a corelat cu scaderea tranzitorie a glicemiei din sangele capilar.
Tardiv, epuizarea celulelor B pancreatice determina hiperglicemie si diabet zaharat. Degenerarea
insulara, cu scaderea numarului si a intensitatii imunoexpresiei pentru insulina a determinat aparitia
hiperglicemiei serice, tardiv de la inceperea dietei hipercalorice.

in cel de-al treilea capitol al tezei am evaluat microvascularizatia insulelor pancreatice dupa
administrarea dietei hipercalorice. Am utilizat ac.anti-FVIII. In cazul (OB2) s-a remarcat densitate
vasculara intrainsulara crescuta, dilatarea vaselor periinsulare, vase pozitive la FVIII, intensitatea
imunoexpresiei a fost mai mare in vasele mature periinsulare si discontinua/inconstanta in vasele
intrainsulare. Tn cazul (OB2), vasele dilatate de la periferia insulelor invadeaza insulele pancreatice
hipertrofiate, vasele au grad mare de ramificare, celulele de la varful sprout-ului sunt pozitive la FVIII,
vasele ramificate din vasul care a invadat insula nu au lumen patent, aspect de cordon intr-o etapa
precoce a angiogenezei insulare.

In cazul (OB3) s-a observat microvascularizatia tesutului adipos alb peripancreatic, densitate crescuta
a vaselor capilare si ramificare intensa a acestora, in special in apropierea de tesutul pancreatic.

Dieta hipercalorica induce cresterea vascularizatiei insulelor pancreatice direct proportional cu timpul
de administrare a acestei diete. Datele noastre sustin existenta a doua tipuri de angiogeneza
dependenta de momentul de evaluare a acesteia: angiogeneza adaptiva ca factor adjuvant al cresterii
tranzitorii a secretiei de insulind si a eliberarii compensatorii a acesteia, angiogeneza care poate fi
considerata fiziologica, data fiind interrelatia dintre celula endoteliald si celulele B pancreatice in
insulele normale, o angiogeneza de tip inflamator, aparuta in etapele tardive de administrare a dietei
hipercalorice, angiogeneza care poate fi consideratd patologica, prin intretinerea acumularii de
macrofage si distructia ireversibila a insulelor pancreatice.

In cel de-al patru-lea capitol al tezei am studiat reactia vasculard a implantului de pancreas pe
membrana corioalantoida (CAM), recoltat in diferite etape ale administrarii dietei hipercalorice.
In momentul grefarii tesutului pancreatic de la (OB3) pe CAM s-a remarcat aria liberd de vase
sanguine din jurul implantului.

In ziua a doua post implant s-a remarcat reactia angiogenica indusa de implantul de tesut pancreatic

de la (OB3). Macroscopic s-a observat o crestere a densitatii vasculare periimplant, reteaua vasculara



periimplant este constituita din numeroase vase sanguine de calibru mic, vase cu un grad mare de
ramificare, care realizeaza o retea densa in jurul implantului. De asemenea densitatea vasculara si
gradul de ramificare al vaselor periimplant a fost mai mare in ziua a 4-a postimplant comparativ cu
ziua a 2-a. Aceste aspecte au fost validate si prin imaginile obtinute cu stereomicroscopul: in ziua a 4-
a postimplant, in momentul intreruperii experimentului, vasele periimplant au invadat periferia tesutului
pancreatic implantat si s-au ramificat intens, acestea au fost perfuzate. Periimplant s-a remarcat
emergenta unui numar foarte mare de vase din vasele preexistente, acestea au avut un aspect
sinuos, capatul lor liber fiind dilatat, ceea ce a sugerat o angiogeneza inca activa. Zona centrala mai
palid colorata a implantului a sugerat liza a tesutului pancreatic, dar periferia acestuia a fost viabila,
cel mai probabil achizitiei de vase sanguine.

Examenul microscopic a relevat liza centralda a implantului (masa intens acidofila) si prezervarea
tesutului de la periferia implantului. Implantul a fost aderent de CAM si vascularizat la periferie, tesutul
adipos peripancreatic a fost Thconjurat de infiltrat inflamator. S-a observat infiltrat inflamator masiv in
corionul condensat al CAM. LA nivelulul CAM s-a evidentiat pe 1anga bogatul infiltrat inflamator si
accentuarea vascularizatiei, vase cu densitate crescuta, vase sanguine dilatate, cu un continut bogat
n celule inflamatorii, aspecte observate la distanta de implantul de tesut pancreatic.

Implantul de pancreas pe CAM are o viabilitate scazuta si necesita o atentie particulara in ceea ce
priveste prelevarea si implantarea sa pe CAM. Xenogrefa de pancreas induce un raspuns inflamator
masiv in corionul CAM, celulele inflamatorii fiind prezente in numar mare si in vasele sanguine din
CAM. Reactia vasculara periimplant, de achizitie de noi vase sanguine, s-a datorat infiltratului
inflamator masiv din CAM. Infiltratul inflamator s-a regasit si in zona perifericd a tesutului adipos
adiacent implantului, aspect similar cu cel observat pe preparatele microscopice.

in capitolul 5 al tezei am identificat si caracterizat celulele CD-133 pozitive si OCT % pozitive
(celule stem) in modificarile pancreatice dupa administrarea dietei hipercalorice.

In cazul (N1) s-au decelat rare celule endoteliale CD-133 pozitive pe traiectul vaselor sanguine din
parenchimul exocrin, celule pozitive cu aspect stelat in parenchimul exocrin si celule pozitive ovalare
situate Th grupuri mici sau izolate, de cele mai multe ori la periferia pancreasului exocrin. In cazul
(OB3) a crescut densitatea vaselor si celulelor CD-133 pozitive cu aspect stelat (comparativ cu N1), cu
tendinta de a se organiza in retea la nivelul componentei exocrine.

La nivel insular, la (N1), s-a observat o singura celula cu aspect stelat pozitiva la CD-133, situata la
periferia insulei pancreatice. In cazul (OB1) s-a evidentiat cresterea densitatii celulelor intrainsulare
CD-133 pozitive, hipertrofia insulara se coreleaza cu numarul de celule CD-133 pozitive din interiorul
insulelor pancreatice. In cazul (OB2) si (OB3) s-a observat cresterea numarului de celule CD-133
pozitive intrainsulare, dar si un numar crescut de celule CD-133 pozitive care delimiteaza vase mici
intrainsulare, aspect care sugereaza imaturitatea vaselor in aceasta perioada de administrare a dietei

hipercalorice.



in cazul (OB2), OCT3/4 a fost exprimat in rare celule de la periferia insulelor pancreatice, iar in cazul
(OB3) s-a remarcat cresterea densitatii celulelor OCT3/4 pozive, majoritatea vaselor de dimensiuni
mici au prezentat in interiorul endoteliului celule cu expresie nucleara a OCT3/4.

Celulele CD-133 pozitive pancreatice sufera modificari de distributie si densitate, dependent de timpul
administrarii dietei hipercalorice. Existd doua subpopulatii de celule CD-133 pozitive in pancreasul
exocrin, dar numai celulele cu aspect stelat au fost observate ca fiind in cantitate crescuta in insulele
pancreatice la (OB3). Celulele CD-133 pozitive participa la regenerarea insulelor pancreatice, dar si a
vaselor intrainsulare. OCT % este exprimat intr-un numar redus de celule intrainsulare la (N1),
numarul celulelor care exprima OCT3/4 fiind crescut in insulele pancreatice de la (OB3).

Studiul nostru demonstreaza implicarea axului Podoplanina/PROX-1 in modificarile ireversibile ale
parenchimului pancreatic endocrin.

in capitolul sase al tezei am evaluat podoplanina si PROX1 in modificarile pancreatice induse
de dieta hipercalorica.

La (N1) expresia podoplaninei a fost omogena la nivelul insulelor Langerhans si la nivelul celulelor
ductelor centroacinare, cu imunoexpresie mai crescuta in zona periferica a lobulilor pancreatici. De
asemenea au fost pozitive celule endoteliale limfatice, din tesutul adipos peripancreatic. in cazul
(OB2) imunoexpresia insulara a devenit heterogena, cu intensitate crescuta la periferia insulelor
Langerhans. La (OB2) s-a observat o crestere a expresiei podoplaninei la nivelul insulelor
hipertrofiate, cu infiltrat inflamator periinsular. in cazul (OB3) s-a evidentiat tot o crestere a
imunoexpresiei podoplaninei in insulele hipertrofiate cu infiltrat inflamator periinsular. Expresia
podoplaninei a fost validatd prin metoda RNAscope. In cazul (OB2) au fost evidentiate celule pozitive
la periferia ariei insulare. Celulele de la periferia insulelor pancreatice au fost intens pozitive pentru
PROX1, in cazul (N1). La (OB1), celulele PROX1 pozitive de la periferia insulara au scazut, au fost
observate rare celule pozitive in zona centrala. La (OB2) distributia celulelor PROX1 pozitive a devenit
focald, Tn grupuri mici la periferia ariei insulare. In zona centrald a insulei, expresia a fost izolata si cu
densitate crescuta, atat in insulele hipertrofice si in cele cu arie normala, cu expresie in clustere a
PROX1 mARN 1n insulele hipertrofice. In cazul (OB2), in insulele de dimensiuni normale, distributia
celulelor pozitive a fost diferita fatd de cea din pancreasul normal.

Atat podoplanina cat si PROX-1 se exprima diferit, dependent de durata administrarii dietei
hipercalorice. Podoplanina mediaza distructia insulelor pancreatice cel mai probabil prin mecanism
imun si/sau autoimun.

PROX-1 are un rol dual in patogeneza modificarilor precoce ale parenchimului endocrin din diabetul
zaharat, rezultatele noastre sustindnd urmatoarele cai: (a) reactivarea PROX-1 indusa de
hiperglicemie poate determina initial cresterea numarului de celule B pancreatice imature, aspect
sustinut si de cresterea numarului de celule CD-133 pozitive descrisa in studiul nostru, in capitolul

precedent; (b) represia sa prin hiperglicemia sustinutd de administrarea dietei hipercalorice determina



inhibarea genei GSIS care sustine secretia de insulina. Astfel se explica disparitia expresiei PROX-1
si scaderea imunoexpresiei insulinei in pancreasul recoltat la 9 saptamani.

Studiul de fata reprezinta prima descriere a variabilitatii de expresie a D2-40 n insulele pancreatice in
decursul administrarii dietei hipercalorice, recunoscuta ca fiind responsabila de inducerea si
intretinerea diabetului zaharat. Corelarea PROX-1 scazut cu imunoexpresia scazuta a insulinei si
cresterea tranzitorie a CD-133 sustine un mecanism compensator ineficient, agravat si de raspunsul
imun initiat si sustinut de D2-40.

Concluzii finale:

Parenchimul pancreatic sufera modificari precoce dupa inceperea dietei hipercalorice.

Modificarile pancreatice afecteaza populatia celulara din pancreasul endocrin, dar si pe cea a
pancreasului exocrin.

Factorii implicati in modificarile degenerative ale pancreasului endocrin in timpul dietei hipercalorice
sunt multipli: angiogenici, inflamatori, activarea factorilor de transcriptie, supresia expresiei factorilor
cu posibil rol regenerativ.

Hipersecretia de insulind este tranzitorie si anihileaza tranzitoriu hiperglicemia indusd de dieta
hipercalorica.

Angiogeneza observata in modificarile pancreatice induse de dieta hipercalorica joaca un rol dual in
degenerescenta pancreatica.

Angiogeneza aparuta precoce, in etapele de hipertrofie a insulelor pancreatice are un rol
compensator, de a participa la eliberarea crescuta de insulina si este in directa interrelatie cu numarul
si secretia celulelor B pancreatice. Angiogeneza asociata inflamatiei din etapele tardive ale
degenerescentei pancreatice reprezinta un suport pentru afluxul de celulele inflamatorii care intretin
distructia pancreatica.

Angiogeneza nu este restrictionatd doar la nivelul insulelor pancreatice, ea fiind prezenta si
exacerbatd in dinamica si in tesutul adipos peripancreatic, precum si n parenchimul exocrin
periinsular.

Originea vaselor de neoformatie din modificarile pancreatice induse de dieta hipercaloricd nu este
elucidata si necesita studii ulterioare.

Efectul angiogenic a fost certificat pe modelul experimental de implant pe membrana corioalantoida
(supravietuirea pana in ziua 4 fiind exceptionald) care a certificat angiogeneza patologica, inflamatorie
care a contribuit la distructia parenchimului implantat.

Modificarile precoce induse de dieta hipercalorica determina activarea celulelor cu rol stem CD-133
pozitive, cel mai probabil compensator pentru regenerarea celulelor B pancreatice, dar aceasta
activare este tranzitorie si ineficienta.

Activarea factorului de transcriptie PROX-1 este prezentd in etapele precoce ale modificarilor

pancreatice post dietd hipercalorica si controleaza expresia D2-40 in insulele pancreatice afectate.



Inactivarea PROX-1 determina esecul obtinerii de celule 3 pancreatice mature secretoare de insulina,
cel mai probabil prin supresia genei GSIS, responsabila de stimularea secretiei insulare.

Elementele de originalitate ale prezentei teze sunt: (a) inducerea modificarilor tisulare pancreatice prin
administrarea hranei similare cu cea consumata de subiectii umani si nu indusa medicamentos; (b)
corelarea imunoexpresiei insulinei cu nivelul glicemic; (c) evaluarea in dinamica a variabilitatii
densitatii vasculare in timpul modificarilor pancreatice; (d) studiul celulelor CD-133 pozitive in
parenchimul pancreatic si vasele aferente dupa administrarea dietei hipercalorice si nu dupa inductia
medicamentoasa.

Raportarea pentru prima data a expresiei si variabilitatii de expresie a D2-40, dar si a PROX-1 in
insulele pancreatice afectate de dieta hipercalorica, precum si certificarea acestora prin aplicarea
metodei de tip RNA-scope pentru identificarea PROX-1 mRNA, dat fiind faptul ca este raportat in
literatura ca supresia secretiei de insulind este determinatd de scaderea mRNA, dar nu si a expresiei

proteice.



