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ADNOTARE

Abdusa Daniela, ,Identificarea si evaluarea unor gene potential implicate in bolile
cardiovasculare”, tezd de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2017. Teza include introducere, cinci
capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din 441 titluri, volumul total de 159 pagini, 29
figuri, 28 de tabele si 18 anexe. Rezultatele obtinute au fost publicate in 19 lucrari.

Cuvinte cheie: expresia genelor, boli cardiovasculare, variabilitate, profil de expresie, cardiopatia
ischemica cu si fara fibrilatie atriala, cardiomiopatii primare si stenoza aortica congenitala

Domeniul de studiu: Genetica omului si animalelor.

Scopul cercetirii constd in identificarea unor gene candidat prin analiza exploratorie a datelor
microarray si asocierea lor la nivel de expresie cu cardiopatia ischemicd cu si fara fibrilatie atriala,
cardiomiopatii primare $i stenoza aortica congenitala.

Obiectivele lucrarii: identificarea genelor candidat in producerea unor patologii cardiovasculare,
in baza seturilor de date microarray din NCBI-GEQO; evaluarea expresiei genelor potential implicate in
bolile cardiovasculare la copii si adulti; estimarea variabilitatii expresiei unor gene asociate cu patologia
cardiovasculard; stabilirea profilului de expresie a unui set de gene in anumite conditii patologice.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima data a fost evaluata la nivel sangvin activitatea
transcriptionald a unui set de 18 gene la pacientii din Republica Moldova cu diferite patologii
cardiovasculare. Studiul molecular a evidentiat expresia diferentiata a genelor in functie de fenotipul
clinic si varsta subiectilor, a stabilit profiluri specifice de expresie pentru cardiopatia ischemica cu si fara
fibrilatie atriald, stenoza aorticd congenitald, cardiomiopatii primare si a demonstrat implicarea genelor
candidat in patogeneza maladiilor cardiovasculare.

Problema stiintifici importanta solutionatd consta in stabilirea pattern-urilor de expresie
specifice fiecarui fenotip clinic studiat, demonstrarea omogenitatii continutului de transcripti al genelor
investigate la subiectii sdndtosi si eterogenitatea Tnaltd la bolnavi, ceea ce releva variabilitatea expresiei
genelor in diferite stari fiziologice ale organismului, datele fiind utile in optimizarea procedurii de
stratificare a pacientilor cu maladii cardiovasculare.

Semnificatia teoretici. Lucrarea reflecta o modalitate exploratorie de analizd si interpretare a
rezultatelor experimentelor microarray, cu identificarea nu doar a genelor cu rol stabilit, dar si a altor
grupe de gene potential implicate in patologiile cardiovasculare. Rezultatele obtinute in baza
investigatiilor bioinformatice si molecular genetice aprofundeaza cunostintele despre contributia
factorilor genetici in patogeneza starilor patologice vizate.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Prin PCR cu primeri specifici au fost puse in evidentd 18 gene
asociate cu diferite procese biologice importante in patogeneza moleculara a bolilor cardiovasculare.
Strategia bioinformatica de extragere si analizd a datelor de expresie microarray a permis identificarea
genelor cu rol prioritar si potential in maladiile cardiovasculare. Profilurile transcriptionale ale genelor
validate prin metode de laborator au fost utilizate in stratificarea pacientilor cu cardiomiopatii primare,
cardiopatie ischemica cu si fara fibrilatie atriala si stenoza aortica congenitala.

Implementarea rezultatelor. Metodologia de extragere si analiza a datelor de expresie microarray
este aplicatd in identificarea genelor cu rol potential in diferite procese biologice in cadrul Centrului
Genetica Functionald, UnASM. Datele obtinute si expuse in teza servesc in calitate de material stiintifico-
didactic pentru cursurile de Biologie moleculard si Metode genetice de analiza la Catedra Biologie a
Facultatii Stiinte ale Naturii, UnASM. Primerii specifici elaborati pentru studiul expresiei a 18 gene la
subiectii cu boli cardiovasculare sunt utilizati in cadrul CGF al UnASM si sunt recomandati pentru
cercetari genetico-moleculare ulterioare. Pattern-urile de expresie stabilite pentru maladiile
cardiovasculare studiate pot fi recomandate in detectarea si stratificarea pacientilor.
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AHHOTANIUA

Abnyma Jlanmena ,,MneHTuuUKanus M OleHKA TeHOB MOTEHIHAIbHO YYACTBYIOIIUX B
cepleYyHO-COCYIUCThIX 3a00/1eBaHMsIX”, TUCCEpTALs Ha COMCKAHUE YUCHOH CTENeHH KaHIuaaTa Hayk,
Kummaes, 2017. PabGorta BKIIOUaeT BBEACHHWE, IIATH TIJIaB, OONIHME BBHIBOABI M PEKOMCHIAITUH,
oubmmorpaduio 3 441 wcrounukoB, 159 crpanmm oOmiero obvema, 29 pucyHKOB w 28 Tabmuil.
[lonmy4eHHble pe3yabTaThl OTPAXKEHbI B 19 HayuHBIX MyOIHMKAISX.

KaoueBbie cjoBa: 3KCIpeccHs T€HOB, T'eHETHUYECKash H3MEHYHBOCTH, CEPIACYHO-COCYAHMCTHIC
3a0oieBaHus, HIIeMUYeckass Oojie3Hbp cepaua c/m 0e3 (QuOpWILISIIMM TpeAcepauil, NepBHYHBIC
KapIMOMHUOTIATHH, BPOKACHHBII a0pTalbHBII CTECHO3.

O6aacTs uccnegoBanuii: ['eHeTrKa 4yenoBeka 1 KUBOTHBIX.

Heans ucciaenoBaHusi sBISETCS BBISIBICHHE TC€HOB-KAHIMIATOB C MOMOIIBIO aHAJIH3a MAaCCHBOB
TCHETHYECKUX JaHHbIX (Microarray data analysis) m accoumanusi mpoQuisi SKCIPECCUH TEHOB C
uIIeMHYecKkor Oone3nbpto cepaua ¢/ u 0e3 GuOpwLIsILMU Tpeacepani, MepBUYHON KapaUOMHONATHH U
BPOXKJICHHBIM A0PTaJIbHBIM CTEHO30M.

3agaun uMccaelOBaHUS: HICHTU(HMKALMA TE€HOB-KAaHAWAATOB B BO3HUKHOBEHUH CEPIACYHO-
COCYAHCTHIX 3a0oNeBaHWii Ha OCHOBe HaOopoB TreHerwueckmx nmaHHBIX n3 NCBI-GEO; omenxka
9KCIPECCHU TE€HOB NOTEHUHUAIbHO YYacTBYIOIIHWE B CEPIACYHO-COCYIAMCTBHIX 3a00JIeBaHMN y AeTell u
B3pOCIHbIX; BBIABICHUE BAapPHAOENBHOCTH HKCIPECCUH TEHOB CBS3aHHBIX C CEPACYHO-COCYAMCTHIMHU
3a00JIeBaHUAMY; W3yYeHHE NMpouiIa 3Kcrpeccud HaOopa 18 reHOB B OmpelesIeHHBIX MaTOJOIMYECKHX
COCTOSTHHSIX: HWIIeMHu4yeckas Oone3Hp cepama ¢/ u 0e3 GUOPWUISIUHN Tpeacepanid, NepBUIHON
KapIMOMHOIIATUN U BPOXKICHHBIA a0PTANbHBIA CTEHO3.

HoBu3na u Hay4yHasi OpMrMHAJbHOCTh. OPUTHHANBHOCTH JAHHOH pabOTHI 3aKIIOYAETCSI B TOM,
YTO BIEpPBBIC OBLIT MPOU3BEJCH KOJUUSCTBEHHBIN aHaIu3 dKcrpeccu 18 reHoB MIeHTH(OUIMPOBAHHBIX B
0aze nanneix NCBI-GEO kak HaciencTBeHHbIE (hDaKTOPBI aCCOLMUPYIOIINECS C CEPACUYHO-COCYAUCTHIMU
3a00JeBaHUsIMH Y TTanMeHToB B Pecybnnke MongoBa. bruta BelsiBiieHa nuddepeHnnanbHas 3KCIpeccust
T'€HOB B 3aBUCHUMOCTH OT KIIMHHYCCKOI'O q)eHOTI/IHa " BO3pacTa CY6’LCKTOB, a TaKXKeE 6])IJ'II/I TTOJTYy4YCHBI
crierdpuaeckue npouIn SKCIPECCUN Il UIIEMHYSCKOW 0oJie3HH cepina ¢/ u 0e3 GuopuuIaiuu
npefcepauii,  NEepBUYHOM  KAapAMOMHUONATHM W BPOXKICHHOTO  aOpTaJbHOTO  CTEHO3a.
[IponeMoOHCTpUpOBaHAa CBSI3M TI'€HOB-KAHOMIATOB C  BO3HUKHOBEHHEM CEPIAEYHO COCYTHUCTBIX
3a0o0JeBaHu.

PemenHast HayyHasi mpod/eMa COCTOMT B pacUIMPEHUE CYIIECTBYIOUIMX 3HAHUN O acCOLMAlNU
npoduas SKCIPECCMM TEHOB C OONE3HSIMHM CepAla M ONpelesieHHEe XapakTepa 3KCIPECCHH
crneun(puIecKoro Al MCCIEAYEMOT0 KIMHMYECKOTO (DEHOTHIAa YTO MOKET OBITh HCIONB30BAHO IS
ONTUMM3ALIUY ITPOLELYPHI BBISIBICHUS CEPIIEUHO-COCYIUCTHIX 3a00JI€BaHNH Y MAL[IEHTOB.

Teopernyeckasi 3HauMMocTh. PaboTa oTpaskaeT MOHCKOBBIM aHalW3 W WHTEPIPETALUIO
pe3ybTaTOB JAHHBIX MUKPOYHIIOB, C OOHAPY)KCHHEM TI'€HOB C YCTAHOBJICHHOW POJIbI0O B CEPJEYHO-
COCYIIHCTOﬁ IMaToJIOTUHU, a TAKXKC HOBBIX T'€HOB, IMOTCHIHAJIBHO YYaCTBYIOHIMX B MCXAaHU3MaX OTHUX
3a0oneBanuii. McciaenoBaHwe  MpeAOCTaBISeT  JIOMOJHUTENbHBIE  JIOKA3aTeNbCTBA  3HAYUMOCTH
HACIIEICTBEHHBIX (DAKTOPOB, B MATOTCHE3E CEPIEUHO-COCYTUCTHIX 3a00IeBaHNH.

IpuknagHasi WEHHOCTH PadOTBI COCTOMUT B HJICHTU(DHUKAIMKA TEHOB ¢ JU(QepeHInanTb»HONR
JKCIpPECCHed B CEPJCUHO-COCYAMCTHIX MATOJNOTHUSX, BBISBICHHE CIEIU(PUUECKOW KapTHHBI SKCHPECCHU
TCHOB TMpH HIIEeMHUYecKoW Oone3nn cepana c/m 0e3 GUOpHUISAIMHM Tpefcepauil, IepBUYHON
KapaAuoMHOIIaTuu W BpPOXACHHOM aopTalbHOM CTCHO3€, 4YTO CBUACTCIILCTBYCT 00 WM3MeHEHUH
TPaHCKPUITUOHHON aKTUBHOCTH F€HOB Y OOJIBHBIX C CEPAEYHO-COCYAUCTHIMU 3a00JICBAaHUSAMH, a TAKXKE B
BHE/IPEHUE METOJOJIOTHM aHalM3a MAacCHBOB T'€HETHMYECKMX MJAaHHBIX B 00JacTH OMOMEAMLIMHCKHX
HUCCJIEIOBAHUN.

BHeapenne Hay4yHbIX [JOCTHKeHUH. PaspaOoraHHas Hamu crTpaTerusi aHajiu3a JaHHBIX
MHUKPOUYUIIOB MOXET OBbIThb MpHUMEHEHa Al HMACHTU(QHKALIMUW TEHOB C IOTEHUHMAJIbHOH pOJbIO B
Pa3InYHBIX OMOJIOTHUECKUX MPOIIeccax, B TOM YHCIIe 3a00JeBaHui dyesoBeKka. Pe3ynbTaThl, ONMcaHHbIE B
pabote, ciy’kaT B KadecTBE HAyYHO-METOAMYECKOro MOcoOus ans Kypca Monekyaspras b6uonocus u
Tenemuueckue memoow ananuza Ha ®Paxynerete EcrectBennsix Hayk, YHAHM. Crenuduueckue
npaiimMepsl, pa3paboTaHHBIC IS WCCIIEAOBAHHSA OKCIpeccud 18 TEHOB H MAIMEHTOB C CEepACYHO-
COCYIUCTBIMU 3a0oJieBaHUsIMU, HcToNb3yioTcs B Llentpe ®ynkumonanbHoii ['enetnkm YHAHM wu
PEKOMEHJIOBAHBI JUIS TIOCIIEAYIONIMX MOJIEKYIISPHO-TeHETHUECKHX McCie[oBaHui. [1aTTepHbI SKCTpeccuu
TeHOB YCTAaHOBJICHHBIC JUIS CEpPACYHO-COCYAMCTHIX 3a00JIEBaHMH MOTYT OBITh NPEJIOKECHBI IS
BBISIBJIICHUA U CTpaTI/Iq)I/IKaHI/II/I IMaIuECHTOB.



ANNOTATION

Abdusa Daniela, “Identification and evaluation of potential genes involved in cardiovascular
diseases”, PhD thesis in Biological Sciences, Chisinau, 2017. The thesis include introduction, five
chapters, general conclusions and recommendations, 441 references, a total volume of 159 pages, 29
figures, 28 tables and 18 annexes. Obtained results were published in 19 scientific papers.

Keywords: gene expression, cardiovascular diseases, variability, expression profile, ischemic heart
disease with / without atrial fibrillation, cardiomyopathy and congenital aortic stenosis.

Field of investigation: Human and animal genetics.

The purpose of the research consists in identification of candidate genes by exploratory analysis
of microarray data and their association with expression level of coronary artery disease with/without
atrial fibrillation, cardiomyopathy and congenital aortic stenosis.

Objectives of the thesis: identification of candidate genes causing the cardiovascular diseases,
based on microarray datasets from NCBI, GEO; evaluation of the gene expression potential involved in
cardiovascular diseases in children and adults; estimating the variability of gene expression associated
with cardiovascular diseases; establishing the expression profile of one set of genes under certain
pathological conditions.

Scientific novelty and originality. For the first time was evaluated the expression of a set of 18
genes in patients with different cardiovascular pathologies in the Republic of Moldova was evaluated at
the blood level. The molecular study revealed the differential gene expression according to the clinical
phenotype and the age of the subjects, and established specific expression profiles for ischemic
cardiopathy with / without atrial fibrillation, congenital aortic stenosis, cardiomyopathy, and
demonstrated the implication of candidate genes in the pathogenesis of cardiovascular diseases.

The most important solved scientific problem consists in the establishing of the expression
patterns specific to each clinical studied phenotype, demonstrating the homogeneity of the transcripts
content of the investigated genes in healthy subjects and the high heterogeneity in the patients, which
confirms the variability of gene expression between the different physiological states of the organism in
order to optimize the procedure for stratification of the patients with cardiovascular diseases.

The theoretical significance. The work reflects an exploratory proceeding of analysis and
interpretation of the results of microarray tests, with the identification not only of the genes with
established, but also of other groups of genes potentially involved in cardiovascular pathologies. The
obtained results from bioinformatics and molecular genetic investigations deepen the knowledge about
the contribution of genetic factors in the pathogenesis of the targeted pathological conditions.

The applicative value of the work. By PCR with specific primers, 18 genes associated with
various biological processes important in the molecular pathogenesis of cardiovascular diseases were
highlighted. The bioinformatics strategy of extracting and analyzing the microarray expression data
allowed identifying genes of priority and potential role in cardiovascular diseases. The transcriptional
profiles of genes validated by laboratory methods have been used in the stratification of patients with
cardiomyopathy, ischemic cardiopathy with / without atrial fibrillation and congenital aortic stenosis.

Implementation of scientific results. The methodology of extracting and analyzing of microarray
expression data is applied in identifying of the genes with potential role in different biological processes
within the Centre of Functional Genetics (CFG) of UnASM. The obtained and presented data in the thesis
will serve as a scientific-didactic material for the courses of Molecular Biology and Genetic Analysis
Methods at the Department of Biology of the Faculty of Natural Sciences, UnASM. The specific primers,
developed for the study of 18 gene expression in subjects with cardiovascular disease, are used in the
CFG of UnASM and are recommended for subsequent genetic and molecular research. The established
expression patterns for the studied cardiovascular diseases can be recommended in patient detection and
stratification.



LISTA ABREVIERILOR

ADN — acid dezoxiribonucleic

BCC — boala cardiaca congenitala

BCV —boli cardiovasculare

CMD - cardiomiopatia dilatativa

CMH — cardiomiopatia hipertrofica

CMP — cardiomiopatii

CNV — variatiile numarului de copii (Copy Number Variation)

CPI — cardiopatie ischemica

CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriala

CV — cardiovascular

EDA — analiza exploratorie a datelor (Exploratory Data Analysis)

FiA — fibrilatia atriala

GEO — Gene Expression Omnibuz

Gl — gena de interes

GPL - platforma

GSE — set de date

GSM - proba biologica

GWAS - studii de asociatie la nivelul intregului genom (Genome-Wide Association Study)
HDL - lipoproteine cu densitate inalta

HTA — hipertensiune arteriala

IE — indice de expresie

IMSP IC — Institutia Medico-Sanitara Publica Institutul de Cardiologie

IMSP IM si C — Institutia Medico-Sanitara Publica Institutul Mamei s1 Copilului
LDL — lipoproteine cu densitate joasa

NCBI — Centrul National pentru Informatii Biotehnologice (National Center for Biotechnology
Information)

OMS — Organizatia Mondiald a Sanatatii

gPCR/ RT-gPCR — Real Time PCR (reactia de polimerizare in lant in timp real)
QTL - loci cantitativi (Quantitative Trait Loci)

SAO0 — stenoza aortica congenitala

SNP — polimorfismul uninucleotidic (Single-Nucleotide Polymorphism)

STEPS - abordarea supravegherii pe pasi a OMS (The WHO STEPwise approach to
Surveillance)

TEVS — obstructiile tractului de ejectie al ventriculului stang

un.c. — unitati conventionale

VS — ventriculul stang



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei

Conform studiului Povara Globala a Bolilor (Global Burden of Disease), in anul 2013,
circa 29,6% (15.616,1 mii) din totalul deceselor la nivel mondial au fost cauzate de patologiile
cardiovasculare (BCV), ceea ce constituic mai mult decat toate cazurile de deces provocate de
bolile de nutritie, transmisibile, materne, neonatale luate impreund, precum si dublu fata de
numarul celor cauzate de cancere [226, 325].

BCV sunt principala cauzd de internare in spital si handicap fizic la nivelul populatiei
adulte si varstnice din Europa, cauzand anual peste 4 milioane de decese, ceea ce reprezinta
aproximativ % din totalul deceselor la nivelul Uniunii Europene [268]. Evenimentele cardiace ca
infarctul miocardic si moartea subita se produc tot mai frecvent la persoanele fara patologii
cardiovasculare detectabile in antecedente, fapt ce pune in evidentd o problema stringenta
determinatd de imposibilitatea depistarii patologiei cardiovasculare (CV) in stadiul preclinic
pentru a preveni progresul bolii, invaliditatea si finalmente mortalitatea.

Statisticile nationale, cat si cele mondiale, atestd o prevalenta crescutd a factorilor de risc
cardiovascular in randul populatiei tinere. Astfel, in urma realizarii primului studiu national
STEPS [15] privind evaluarea factorilor de risc pentru bolile cronice netransmisibile, prin
initiativa globala a Organizatieci Mondiale a Sanatatii (OMS) s-a mentionat ca populatia
Republicii Moldova, in mare parte, duce un mod de viata nesanatos. Rezultatele studiului arata
ca 56% din populatie este supraponderald, inclusiv 23% este obeza, iar o patrime din populatia
adultd din Republica Moldova fumeaza, principalii fumatori fiind barbatii (43,6%). Trei din zece
persoane (29,4%) au colesterolul total marit in sdnge si doar unul din patru cetdteni cu
hipertensiune arteriald se afld sub medicatie.

Aceste rezultate explica locul de top al Republicii Moldova printre tarile din Europa la
capitolul mortalitatii cauzate de bolile cardiovasculare [268]. Prin urmare, BCV prin
morbiditatea crescutd si prin gravitatea potentiala a lor, reprezintd un domeniu de interes
stiintific si o problema de importantd medico-sociala.

Actualmente, identificarea genelor care determina variabilitatea individuala a factorilor de
risc, utile in evaluarea profilaxiei precoce, progresiei si severitdtii bolilor cardiovasculare
reprezintd o directie importantd in cercetarea biomedicala si un pas esential in intelegerea
mecanismelor care duc la dezvoltarea bolii. Desi astfel de gene nu sunt neapdrat cauza conditiei
patologice, ele pot servi drept markeri in diagnostic sau in evaluarea riscului de a dezvolta un

fenotip patologic [388].



Un progres imens in descoperirea unor gene implicate in BCV s-a produs in ultimii 15 ani,
datorita secventierii genomului uman si identificarii unui numar mare de gene si polimorfisme
genetice care influenteaza aparitia si progresul bolilor cardiovasculare [316, 335, 385], in special
polimorfismul uninucleotidic (SNP), in contextul studiilor de asociatie la nivelul intregului
genom (GWAS). Dezavantajul acestei tehnici consta in imposibilitatea de a stabili daca genele
evaluate sunt implicate direct in patogenia bolii sau sunt doar asociate cu alte determinante. Desi,
identificarea unor locusuri sau alele asociate genei responsabile de aparitia unei boli aduce
informatii valoroase, simpla asociere statisticd nu demonstreaza direct o relatie cauza-efect.

O directie relativ noud si de perspectivd in medicina cardiovasculara reprezintd studierea
transcriptomului uman, ce permite caracterizarea profilului transcriptional ADN-ARN. Un aspect
important al acestor studii se axeaza pe investigarea relatiei dintre bolile cardiovasculare, factorii
clinici si expresia genelor, rezultatele fiind esentiale in programele de monitorizare a pacientilor
[106, 183]. Astfel, prin urmarirea si compararea expresiei genelor intre subiectii cu si fara boala
pot fi determinate genele care se transcriu in cadrul unui anumit fenotip clinic. Studierea si
cunoasterea modificarilor de expresie a genelor in diferite conditii ar permite monitorizarea starii
de sanatate si depistarea precoce a dereglarilor metabolice la nivel molecular, oferind perspective
pentru dezvoltarea medicinii personalizate.

Cercetdrile asupra bolilor cardiovasculare realizate in ultimul deceniu urmaresc
implementarea profilului de expresie genicd in evaluarea patologiei, cu impact benefic in
practica diagnostica si terapeuticd, insa analiza transcriptomului uman deseori este anevoioasa
din cauza unor dificultdti de obtinere a tesuturilor si lipsa unor modele capabile sa reproduca in
mod eficient caracteristicile clinice relevante ale bolii. Actualmente studiile de specialitate
trateaza o directie relativ noud, care implica sangele periferic ,,bloodomics”. Aceasta se bazeaza
pe faptul cd celulele circulante din sadnge monitorizeazd starea fiziologicd a organismului,
modificarile transcriptionale la nivelul acestora avand loc ca raspuns la o stare patologica [257].

Expresia diferentiatd a genelor in maladii cardiovasculare constituie subiectul
numeroaselor cercetari [106, 183, 232, 364, 368], care au drept scop definirea proceselor
biologice complexe asociate cu starea de sandtate si boala, utile in stratificarea pacientilor in
functie de fenotipul clinic.

Astfel, pe baza expresiei genelor la nivel de sange periferic, a fost elaborat un algoritm de
diferentiere intre persoanele sanatoase, pacientii cu cardiopatie ischemica stabila, angina
instabild si infarct miocardic [183], au fost definite unele subtipuri tumorale [102], au fost

identificati markeri moleculari [401] si au fost investigate noi terapii [69].
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Intrucat expresia genelor reprezinti un indicator al starii fiziologice a celulei, studiile care
se bazeaza pe profilul genetic al pacientilor favorizeaza imbunatatirea mijloacelor de predictie
terapeutic, facilitdnd astfel practicarea medicinii personalizate. Pe un esantion de 45 subiecti cu
varsta de 36,5+14,8 ani, s-a relevat cd variatia pattern-ului de expresie la subiectii sdndtosi este
impresionant mai mica comparativ cu variatia la subiectii cu cancer sau infectii bacteriene [404].
De asemenea, s-a stabilit un nivel mai mic de variabilitate al continutului de transcripti in
celulele stem embrionare, comparativ cu cele expresate in celulele nediferentiate [28].

Rolul primordial in variabilitatea expresiei genelor revine factorilor genetici (variatiilor
numarului de copii ADN [167] si locilor caracterelor cantitative [167], polimorfismelor
uninucleotidice [167, 363] etc), modificarilor epigenetice [103, 145] si evenimentelor stocastice
[38]. Unii dintre factorii mentionati cauzeaza consecinte invizibile in expresia fenotipica [222],
altii, in functie de tipul si localizarea mutatiilor in structura genei, determind 0 expresie
heterocronica si ectopica [222, 243, 305] care poate provoca modificari in structura proteinei
[57], afecta caile metabolice [160] si induce anumite procese patologice [192].

Caracterizarea unei stari fiziologice specifice, pe baza expresiei genice si combinarea
acestor date cu factorii de risc cardiovascular permite depistarea precoce a dereglarilor
metabolice la nivel molecular, identificarea purtatorilor sanatosi, monitorizarea riscului si
asigura trecerea treptatd de la o abordare generalizatd la tratamente personalizate si terapii

ghidate de raspuns.

Scopul studiului constd in identificarea unor gene candidat prin analiza exploratorie a
datelor microarray si asocierea lor la nivel de expresie cu cardiopatia ischemica cu si fara

fibrilatie atriald, cardiomiopatiile primare si stenoza aortica congenitala.

Obiectivele studiului:

1. identificarea genelor candidat in producerea unor patologii cardiovasculare, in baza
seturilor de date microarray din NCBI-GEO;

2. evaluarea expresiei genelor potential implicate in bolile cardiovasculare la copii si
adulti;

3. estimarea variabilitatii expresiei unor gene asociate cu patologia cardiovasculard;

4. stabilirea profilului de expresie a unui set de gene in anumite conditii patologice.

Noutatea si originalitatea stiintifica
Pentru prima data a fost evaluata la nivel sangvin activitatea transcriptionala a unui set de

18 gene la pacientii din Republica Moldova cu diferite patologii cardiovasculare. Studiul
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molecular a evidentiat expresia diferentiatd a genelor in functie de fenotipul clinic si varsta
subiectilor, a relevat profiluri specifice de expresie pentru cardiopatia ischemicd cu si fara
fibrilatie atriala, stenoza aortica congenitala, cardiomiopatiile primare si a demonstrat implicarea

genelor candidat in patogeneza maladiilor cardiovasculare.

Problema stiintifici importantd solutionatid constd in stabilirea pattern-urilor de
expresie specifice fiecarui fenotip clinic studiat, demonstrarea omogenitatii continutului de
transcripti al genelor investigate la subiectii sanatosi si eterogenitatea inaltd la bolnavi, ceea ce
releva variabilitatea expresiei genelor in diferite stari fiziologice ale organismului, datele fiind

utile in optimizarea procedurii de stratificare a pacientilor cu maladii cardiovasculare.

Importanta teoretica a lucrarii

Lucrarea reflecta o modalitate exploratorie de analiza si interpretare a rezultatelor
experimentelor microarray cu identificarea nu doar a genelor cu rol stabilit, dar si a altor grupe
de gene potential implicate in patologiile cardiovasculare. Rezultatele obtinute in baza
investigatiilor bioinformatice si molecular-genetice aprofundeaza cunostintele privind contributia

factorilor genetici in patogeneza starilor patologice vizate.

Valoarea aplicativa a lucrarii

Prin PCR cu primeri specifici au fost puse in evidenta 18 gene asociate cu diferite procese
biologice importante in patogeneza moleculara a bolilor cardiovasculare. Strategia
bioinformatica de extragere si analiza a datelor de expresie microarray a permis identificarea
genelor cu rol prioritar si potential in maladiile cardiovasculare. Profilurile transcriptionale ale
genelor validate prin metode de laborator au fost utilizate in stratificarea pacientilor cu
cardiomiopatii primare, cardiopatie ischemica cu si fard fibrilatie atriald si stenoza aortica

congenitala.

Aprobarea rezultatelor

Continutul si rezultatele tezei de doctor au fost prezentate, discutate si aprobate la sedintele
Consiliului stiintific al Centrului de Geneticd Functionald, precum si in cadrul urmatoarelor
intruniri stiintifice: International Conference of Young Researchers, Chisinau, 2012; Conferinta
stiintificd anuald a colaboratorilor si studentilor USMF ,,Nicolae Testemitanu”, Chisinau, 2012;
Conferinta stiintifica a studentilor si masteranzilor “Viitorul incepe acum”, Chisinau, 2012;
Conferinta Transfrontaliera a Tinerilor: ,,Tinerii Politicieni, Juristi, Economisti, Jurnalisti,
Artisti, Filologi vis-a-vis de extinderea UE”, Chisinau, 2013; Simpozionul National cu

Participare Internationald ,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective”, Chisinau, 2013;
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Conferinta Nationala de Genetica Medicald cu Participare Internationald, Sibiu-Paltinis,
Romania, 2013; International Medical and Pharmaceutical Conference of Students and Young
Scientists ,,Actual Problems of Medicine and Pharmacy”, Cernduti, Ucraina, 2013; Conferinta
Stiintificd Internationald a Doctoranzilor ,,Tendinte Contemporane ale Dezvoltarii Stiintei:
Viziuni ale Tinerilor Cercetatori”, Chisinau, 2014, 2015, 2016; International Scientific
Conference for Students and PhD Students ,,Youth and Progress of Biology”, Lviv, Ucraina,
2015; Congresul International al Geneticienilor si Amelioratorilor din Republica Moldova,
Chisinau, 2015; Conferinta Internationala ,,Stiintele vietii in dialogul generatiilor: conexiuni
dintre mediul academic, universitar si de afaceri”, Chisinau, 2016; Conferinta stiintifica cu
participare internationald ”Biodiversitatea in contextul schimbarilor climatice”, Chisinau, 2016;
International Scientific Conference “Factors in Experimental Evolution of Organisms”, Odesa,
Ucraina, 2016; International Pushchino school conference of young scientists “Biology — the

science of the XXI century”, Pushchino, Rusia, 2016.

Sumarul compartimentelor tezei

Teza de doctor este expusa pe 159 pagini si constd din adnotare (romana, rusa, engleza),
lista abrevierilor, introducere, 5 capitole de cercetari originale, concluzii generale si recomandari,
bibliografia cu 441 referinte, declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului.
Continutul tezei este completat cu 28 de tabele, 29 de figuri si 18 anexe. Rezultatele obtinute

sunt reflectate in 19 lucrari.

In Introducere se abordeaza actualitatea si importanta problemei; este formulat scopul si
obiectivele urmarite pe parcursul studiului in vederea solutionarii problemei de interes socio-
umanitar si stiintific; descrisa noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica si

valoarea aplicativa a lucrarii, aprobarea rezultatelor si sumarul compartimentelor tezei.

Capitolul 1 ,,Concepte de suport si viziuni moderne in interpretarea etiopatogenica a
bolilor cardiovasculare” cuprinde o sinteza a celor mai recente date din literatura de specialitate
privind epidemiologia bolilor cardiovasculare, atat la nivel national, cat si mondial, descrierea
tehnicilor moderne de investigare transcriptomica a BCV, aspecte privind expresia genelor la
nivel sangvin, notiuni generale de gena candidat etc. Avand in vedere inalta eterogenitate si
etiologia multifactoriala a BCV, o atentie sporitd se acorda factorilor genetici si de mediu care
influenteazd mecanismele de producere si evolutie a bolilor, cunoasterea carora ar contribui la
elaborarea strategiilor eficiente de prevenire si control a pacientilor cu patologii CV. Indicatiile

bibliografice sunt rezultatul documentarii pe portalurile si bazele de date stiintifice precum
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PubMed, NCBI, OMIM, Mendeley, SpringerLink, Portalul WorldWideScience, baze de date

oficiale americane si europene etc.

Capitolul 2 ,,Materiale si metode de cercetare” include materialele utilizate pentru
cercetare, strategia de lucru aplicatd ca baza metodologica de analiza exploratorie a datelor de
expresie microarray, design-ul studiului molecular, sunt mentionati primerii specifici elaborati in
baza secventelor transcriptilor genelor de interes stocate in baza de date NCBI. Pentru stabilirea
lotului de studiu au fost definite criteriile de includere si excludere a pacientilor, selectarea
carora s-a efectuat prin analiza fiselor medicale individuale, conform scopului si obiectivelor
cercetarii. Estimarea nivelului de expresie a genelor de interes a fost realizata prin PCR cantitativ

precedat de reverstranscriptie, utilizand ARN extras din probe de sange.

Capitolul 3 ,,Analiza exploratorie a genelor candidat in manifestarea unor patologii
cardiovasculare” include rezultatele proprii privind identificarea genelor candidat in
manifestarea bolilor cardiovasculare, strategia elaboratd pentru extragerea si analiza datelor de
tip microarray stocate in NCBI-GEO. Studiul explorativ a permis stabilirea a 6088 gene
candidat, dintre care 775 potential si 63 gene prioritar implicate in BCV. De asemenea, capitolul
prezinta retelele biologice elaborate in vederea stabilirii interactiunilor dintre genele candidat si
asocierii cu bolile cardiovasculare. In rezultatul analizelor, au fost selectate 19 gene pentru
evaluarea activitatii transcriptionale, dintre care 5 gene cu rol prioritar (NPPB, SCD, ABCA1,
THBS1, LPA) si 14 cu rol potential (ELAVL1, IL8, INHBA, JAK2, TIMP1, TNFRSF11B, SSPN,
ITGB1, ITGBL1, CYP2C8, HAS1, CYP4B1, KRT19, RGS1) in patologiile cardiovasculare.

Capitolul 4 ,Variabilitatea nivelului de expresie al genelor candidat in manifestarea
bolilor cardiovasculare” cuprinde datele obtinute in urma evaluarii expresiei si variabilitatii
genelor, ludnd In consideratie varsta subiectilor (copii si adulti) si starea organismului (stare
patologica si stare de sanatate, ,,de bine”). Analiza genelor candidat a relevat o variabilitate inalta
a nivelului de expresie in randul bolnavilor si 0 activitate transcriptionala relativ constanta la
subiectii din grupul de referinta, atat la maturi, cat si copii, date care pun in evidentd homeostazia
celulard. De asemenea, sunt prezentate rezultatele privind expresia diferentiatd a genelor intre
copii si adulti, astfel, pentru 17 dintre cele 18 gene incluse in studiu s-a constatat un nivel mai
mare de transcripti la adultii sanatosi, comparativ cu copiii, date care releva expresia diferentiata

in timp.

Capitolul 5 ,,Determinismul genetic al diferitor patologii cardiovasculare” cuprinde

descrierea rezultatelor privind analiza profilului de expresie pentru genele de interes in Stenoza
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aorticd congenitald, cardiomiopatie ischemicd asociatd cu fibrilatia atriala, cardiomiopatii
primare si cardiopatie ischemica. Rezultatele obtinute au pus in evidenta modificari in profilul de
expresie a genelor pentru patologiile studiate, astfel incat, in cazul stenozei aortice congenitale
10 gene prezinta supraexpresie si 2 — subexpresie, in cardiomiopatii primare 6 gene au manifestat
expresie diminuatd si 5 — sporita, n cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatie atriald, activitatea
majoritatii genelor este inhibata (13 gene, respectiv 14 gene). De asemenea, sunt prezentate
rezultatele clasificarii genelor in dependentd de nivelul de activitate transcriptionala in
patologiile cardiovasculare studiate, care a permis stabilirea genelor foarte puternic, puternic,
moderat si slab sub/supraexpresate in patologiile evaluate, ceea ce sugereaza rolul lor in
patogeneza moleculara a acestor maladii. Capitolul include gruparea factorilor ereditari in raport
cu patologiile studiate si descrierea detaliatd a pattern-ului de expresie a genelor candidat. in
baza datelor obtinute si a celor din literatura de specialitate a fost elaborat un model ipotetic care

ilustreaza implicarea potentiala a genelor studiate in patogeneza maladiilor cardiovasculare.

Compartimentul Concluzii generale si Recomandiri practice este dedicat concluziilor
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1. CONCEPTE DE SUPORT SI VIZIUNI MODERNE iN INTERPRETAREA
ETIOPATOGENICA A BOLILOR CARDIOVASCULARE

Bolile cardiovasculare includ patologiile care afecteaza inima (cardio) si/sau sistemul de
vase sangvine al organismului (vascular) [246]. Cele mai multe dintre acestea sunt maladii
cronice, nsa altele sunt acute, cum ar fi de exemplu infarctul miocardic si accidentul vascular
cerebral. Riscul de aparitie a evenimentelor cardiovasculare majore este dependent de prezenta
unuia sau a mai multor factori de risc cardiovascular.

Din cauza etiologiei multifactoriale, bolile cardiovasculare cuprind intr-un cadru larg boala
cardiaca ischemica, bolile cerebrovasculare, boala perifericd vasculara, hipertensiunea arteriala
(HTA), insuficienta cardiaca congestiva, valvulopatiile si cardiopatiile congenitale [8].
Elucidarea bazei genetico-moleculare a bolilor cardiovasculare ar permite realizarea unei
stratificari a riscului genetic inainte de dezvoltarea unor fenotipuri clinice patologice, inclusiv

stabilirea riscului de moarte subita.

1.1. Epidemiologia si factorii de risc cardiovascular

Conform datelor statistice, bolile cardiovasculare continud sa raména principala cauza de
morbiditate si mortalitate la nivel global, fiind responsabile anual de pierderea a peste 17
milioane de vieti [409, 410].

Mai mult de sase milioane din numarul total de decese prin BCV se datoreaza atacului
vascular cerebral si peste sapte milioane de vieti revendica cardiopatia ischemica [410].

Potrivit Organizatiei Mondiale a Sanatatii, cele mai recente informatii estimate cu privire
la rata mortalitatii prin BCV sunt disponibile pentru perioada de referinta 2012 (Figura 1.1).
Astfel, cea mai inalta rata a mortalitatii, care constituie 712 decese la 100 000 de locuitori a fost
inregistrata in Turkmenistan.

Pe locul doi se gaseste Kazahstan cu 636 decese la 100 000 locuitori. Mongolia,
Uzbekistan, Kargazstan, Guyana, Ucraina, Federatia Rusa, Afganistan, Tadjikistan si Republica
Moldova au raportat o ratda de peste 500 de decese la 100 000 de locuitori. Pe de alta parte,
Japonia, Franta, Israel, Canada, Australia, Coreea de Sud, Spania si Elvetia au inregistrat sub 100
de decese la 100 000 de locuitori, acestea fiind tdrile cu cea mai scazutd rata standardizatd a
mortalitatii cauzatd de BCV in perioada data.

Variatiile intre tari, marcate de morbiditatea si mortalitatea prin BCV sunt partial explicate
de diferentele socio-economice privind factorii de risc conventionali, cum ar fi fumatul,

tensiunea arteriala, valorile colesterolului si a glicemiei [136].
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Fig. 1.1. Decese cauzate de boli cardiovasculare — rata standardizata a mortalitatii, 2012 (la
100000 de locuitori), conform datelor [440].

Conform ghidului elaborat de Al patrulea Grup reunit de Lucru al Societatii Europene de
Cardiologie rata de mortalitate creste cu varsta si este mai mare la sexul masculin [136].

In Figura 1.2 sunt reprezentate primele zece tiri din Europa cu cea mai ridicata rata de
mortalitate prin BCV, in functie de sex [2]. Incidenta deceselor cauzate de bolile sistemului

circulator este mai ridicata la barbati in fiecare dintre tarile enuntate.

Turkmenistan 821 Turkmenistan 618
Kazahstan 808 Tadjikistan 523
Federatia Rusia 761 Kazahstan 515
Ucraina 708 Uzbekistan 510
Belarus 674 L _J] Kargazstan 462
Kargazstan 660 Republica Moldova 429
Uzbekistan 657 Ucraina 428
Republica Moldova 623 Albania 418
Armenia 607 Federatia Rusa 395
Georgia 545 _J __ Azerbaidjan 378

Fig. 1.2. Rata standardizata a mortalitatii prin bolile sistemului circulator distribuitd pe sexe,
2012 (la 100 000 de locuitori), conform datelor [440].

Aceste date evidentiaza, in mod clar, o ,,supramortalitate masculind” prin BCV, insa
important de precizat ca femeile, care aparent au un risc mai scazut, de fapt au doar o améanare cu
10 ani a riscului global de evenimente cardiovasculare [291].

In conformitate cu rata de mortalitate, Republica Moldova se afld printre primele tiri ale
Europei la capitolul deceselor cauzate de bolile cardiovasculare, care rdman a fi cauza majora de
invaliditate si de spitalizari atat la nivelul populatiei varstnice, cat si adulte, ceea ce contribuie in

mod substantial la cresterea costurilor din sistemul sanitar. De altfel, in Europa, circa 700 mii din
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cele peste 4 milioane de decese provocate anual de BCV survin la o varsta de pana la 65 ani
[381].

Conform datelor Centrului National de Management in Sanatate si Biroului National de
Statistica al Republicii Moldova bolile cardiovasculare se plaseaza constant pe primul loc printre
cauzele de deces, constituind 57,7% din mortalitatea totala in anul 2015 [427, 439].

Alarmant este faptul ca 24,7% din aceste decese survin la varste socialmente productive
[17], iar dizabilitatea cardiovasculara a persoanelor in varsta apta de munca a constituit in anul
2012 circa 19-20% din totalul de persoane cu dizabilitati prin alte maladii [13].

Rata de mortalitate prin bolile cardiovasculare difera semnificativ in profil teritorial, astfel
incat, pentru anul 2015 a fost mai pronuntata in partea de nord a Republicii Moldova, raioanele

Donduseni, Briceni, Edinet, Floresti, Rascani si Ocnita (Figura 1.3).

NORD

Drochia; 811,7 Edinet; 925,4

Donduseni; 1133 Falesti; 826,1

Briceni; 966,3 Floresti; 915,2

Mun,Balti; 471,1 Glodeni; 860,5

Soroca; 834,3 .
Ocnita; 906,7

Singerei; 756,6 Riscani; 915,6

Fig. 1.3. Rata de mortalitate prin boli cardiovasculare in Republica Moldova, 2015 (la 100 000
locuitori), conform datelor [439].

In cele din urma, afectiunile cardiovasculare continud sd ramand o cauzd majord de
sandtate publica, desi peste jumatate din decesele cauzate pot fi prevenite prin controlul eficient

al factorilor de risc.

Factorii de risc cardiovascular

Mecanismele de aparitie ale bolilor cardiovasculare continua sa ramana neelucidate, iar in
lipsa unei etiologii bine definite un rol important 1i se acordd factorilor de risc. Lansarea

conceptului factor de risc, ce defineste o conditie (HTA, fumatul) asociatd unui pericol crescut
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de a dezvolta o afectiune cardiovasculara a constituit un progres major al studiului Framingham
[211, 234], care a condus la imbunatatirea strategiilor de prevenire si tratament eficient a bolilor
cardiovasculare.

Factorii de risc cardiovascular pot fi conventionali si neconventionali [118, 261], insa
aceasta delimitare nu este categorica. Astfel, primul tip nominalizat include factorii bine
demonstrati care au fost descrisi printre primii: sexul, ereditatea, varsta, fumatul, consumul
excesiv de alcool, HTA, obezitatea si sindromul metabolic, diabetul zaharat, sedentarismul,
dislipidemia etc., majoritatea dintre care pot fi controlati fie prin modificarea stilului de viata
[341], fie prin medicatie [66]. Factorii care nu pot fi modificati sunt sexul, inaintarea in varsta si
antecedentele familiale de boli cardiovasculare.

Ca factor de risc primordial pentru aparitia BCV, hipercolesterolemia si mai ales
trigliceridemia este caracteristica pentru persoanele tinere, comparativ cu cele de varsta inaintata.
Evenimentele cardiovasculare la varsta medie afecteazd predominant barbatii. Conform unor
cercetari, la barbatil in pubertate androgenii scad nivelul trigliceridelor (TG) si al lipoproteinelor
cu densitate inalta (HDL) si cresc nivelul celor cu densitate joasa (LDL), confirmand, in mare
parte, morbiditatea si mortalitatea cardiovasculara a barbatilor tineri [144, 321]. Secretia de
estrogeni se pare ca protejeaza femeile panad la menopauza, dupa care riscul devine aproximativ
egal pentru ambele sexe [100, 132, 307]. S-a constatat ca cresterea riscului de deces prematur si
dezvoltare a BCV este asociat cu modul sedentar de viata [396]. Activitatea fizica reduce cu 20-
25% mortalitatea totala prin BCV [151].

Studiile in domeniu au demonstrat cd fumatul pasiv creste riscul de BCV si de aparitie a
altor boli [200]. Efectele fumatului se amplifica in prezenta altor factori de risc precum varsta,
sexul, hipertensiunea arteriala si diabetul zaharat [274]. Beneficiile renuntarii la fumat au fost
raportate de o serie de studii si ghiduri de management a BCV [25, 298, 300, 361], fiind
recomandata ca masura eficienta de prevenire dupa un infarct miocardic [361].

La ora actuald existd un interes sporit fatd de identificarea biomarkerilor cu valori de
referintd acceptate la nivel international in vederea stabilirii unor strategii complexe de
diagnostic si/sau prognostic in patologia cardiovasculara. Biomarkerii sunt indicatori ai
proceselor biologice normale sau patologice ce includ proteine, peptide si micro ARN-uri care
pot fi masurate in plasma si pot reflecta modificarile structurale sau functionale ce stau la baza
proceselor fiziopatologice a bolilor cardiovasculare. Astfel, au fost identificati factori noi de risc
cardiovascular, denumiti neconventionali [114, 214, 326, 384]: proteina C reactiva,
homocisteina, lipoproteina (a), fibrinogenul etc., a caror utilitate clinicd in stratificarea

pacientilor este neclarificata sau partial confirmata (Tabelul 1.1).
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Tabelul 1.1.

Factori de risc cardiovascular [150, 158, 291, 341, 379]

FACTORI DE RISC CARDIOVASCULAR

CONVENTIONALI

Predispozanti Igieno-dietetici Metabolici Psihosociali
Dislipidemia
Varsta Fumatul Hipertensiunea arteriala
Sexul Dieta Diabetul zaharat

Antecedente familiale de boli CV Sedentarismul

Obezitatea
Sindromul metabolic

NECONVENTIONALI

Citokine si factori de crestere

CT-1 cardiotropina 1

OPG osteoprotegerina

OPN osteopontina

NPT neopterina

APN adiponectina

GDF-15 factorul 15 de diferentiere a cresterii
Gp130 glicoproteina 130

Factori de risc inflamatorii

TGF-p factorul de transformare beta

CRP proteina C reactiva

116 interleukina 6

MPO mieloperoxidaza

ST-2 membr. al familiei de receptori 11-1

TNF-a factorul de necroza tumorala alfa

p2-M beta 2 microglobulina

MMP metaloproteinaze

Gal-3 galectina-3

MCP-1 proteina chemoatractanta a
monaocitelor

Factori de risc trombotici

Fibrinogen

Homocisteina

tPA-antigen  activator tisular al plasminogenului

PAI-1 inhibitor al activatorului
plasminogenului

DD D-dimer

VvWF factorul von Willebrand FvW

Markeri de necroza si ischemie

FFAu acizi grasi liberi

IMA albumina modificata de ischemie
TnT si Tnl troponinele cardiace I si T
Genetici

SNPs polimorfism uninucleotidic
microARNSs miR-133, miR-208, miR-223,

miR-126, miR-143/145,

Markeri ai aterosclerozei
Structurali si Functionali

Markeri ai functiei vasculare si activitatii neurohormonale

Microalbuminuria

Copeptina

BNP peptidul natriuretic de tip B

NT-proBNP N-terminal pro-BNP

MR-proADM proadrenomedulina mediu-regional
MR-proANP peptidul natriuretic pro-atrial mediu regional

Lipide, apolipoproteine, fosfolipide

APO Al apolipoproteina Al

APO B100 apolipoproteina B100

LpPLA2 fosfolipaza A2 asociatd lipoproteinelor
Lp (a) lipoproteina (a)

SPLA2 fosfolipaza A2 secretata

Markeri ai functiei endoteliale

sCD40L ligandul CD40 solubil

CD62P P-selectina

VCAM-1 molecula-1 de adeziune celulard vasculara
ICAM-1 molecula-1 de adeziune intercelulara

Markeri ai functiei renale
Cistatina C
Creatinina
eGFR rata de filtrare glomerulara estimata
Modulatori ai angiogenezei

Angiopoetina-2
TIE-2
VEGF-A

receptor endotelial al tirozinkinazei

Alti biomarkeri

Leptina

ADMA dimetil arginina asimetrica
HO-1 heme oxigenaza 1

SAA amiloidul seric A

HbAlc hemoglobina glicozilata

RDW largimea distributiei eritrocitare
8-iso PGF2a. 8-iso-prostaglandina F2a
GPX1 glutation-peroxidaza 1

ICAM-1 [244, 336], VCAM-1 [244, 336], CD62P [398], sCD40L [331], GDF-15 [31, 407], OPG [95], OPN [283], NPT [77, 284], APN [101,
312], 116 [61, 312], MPO [123], ST-2 [329], TNF-a [76], MCP-1 [310], MMP
[175], Gal-3 [141, 329], p2-M [182], Microalbuminuria [369], Copeptina [273, 373], BNP [115, 213], NT-proBNP [310, 320], MR-proADM
[131, 267], MR-proANP [131], Markeri ai aterosclerozei [118], SNPs [105, 247], MicroARNs [181, 264, 266, 279, 348], LpPLA2 [126], Lp (a)
VWF [138], DD [248, 346], Fibrinogen [402], PAI-1 [380, 424], VEGF-A [46],

201], CT-1 [49, 161], Gp130 [121], TGF-g [302], CRP [33,

[293], Troponinele cardiace [213, 308], Homocisteina [223],

Leptina [201, 420], HO-1 [349], 8-iso PGF2a [86, 370], Cistatina C [182, 344], Creatinina [182], eGFR [157].

Unii dintre acesti biomarkeri pot

troponinei la bolnavii cu infarct miocardic fard supradenivelare de segment ST (stadiul

avea semnificatii multiple. Spre exemplu, cresterea
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depolarizat ventricular) poate fi marker nu doar al necrozei, ci si al formarii trombusului
coronarian si al embolizdrii distale prin microagregate plachetare, iar eliberarea de troponina in
sindroamele coronariene acute poate fi consideratd un indicator al probabilittii crescute de
raspuns la tratamentul antiplachetar si antitrombotic.

In prezent, cu toate ci numirul biomarkerilor potentiali este in crestere, relativ putini sunt
aplicati in practica clinicd, unii avand doar valoare in cercetare. Dintre biomarkerii disponibili
pentru utilizarea clinicd de rutina, peptidele natriuretice sunt cele mai intens studiate si au
devenit componente importante nu doar in sustinerea diagnosticului, ci si In stratificarea riscului,
fiind propuse de catre ghidurile practice pentru terapia insuficientei cardiace [250].

Rolul unor markeri de risc in aparitia BCV a fost dovedit de numeroase studii de anvergura
[39, 85, 89, 148, 252, 306, 345, 351, 362]. Markerii functiei renale, inclusiv cistatina C,
proteinele urinare $i estimarea ratei de filtrare glomerulard furnizeaza informatii elementare cu
privire la risc si pot identifica o contributie a bolii renale la progresia BCV. Markerii fibrozei,
inflamatiei, ischemiei, functiei renale si necrozei pot oferi informatii elementare despre factorii
fiziopatologici specifici care contribuie la progresia bolii.

Folosirea concomitentd a mai multor indicatori prognostici (ca nivelul troponinelor si al
peptidului natriuretic B) permite o mai buni stratificare a riscului. In practici s-a incercat
definirea biomarkerilor care caracterizeaza pacientul cu risc cardiovascular, respectiv pacientul
»vulnerabil”, caracterizat prin triada: placa de aterom, sange si miocard vulnerabil. Pentru
evaluarea prin biomarkeri, doud din aceste trei componente (placa si miocardul vulnerabil) sunt
mai greu accesibile comparativ ce cea de-a treia (sangele vulnerabil). Opinia actuala cu privire la
rolul biomarkerilor este cd modificarile acestora trebuie interpretate in contextul clinic, stadiului
evolutiv al afectiunii si in relatie cu rolul acestuia in fiziopatologia bolii.

Recent, pe langa implicarea biomarkerilor proteici si peptidici in BCV este cercetatad
eficacitatea micro-ARN-urilor, care reprezinta molecule mici de ARN, cu rol in reglarea
expresiei genelor [421]. Cercetarile actuale investigheaza utilitatea prognostica si diagnostica a
microARN-urilor pentru disfunctia ventriculului stang, infarctul miocardic, insuficienta cardiaca,
ateroscleroza, fiind deja demonstratd asocierea lor cu inhibarea fibrozei miocardice [372],
leziunea muschiului cardiac [421] etc. Moleculele de reglare microARN, transportate de catre
plachetele implicate in raspunsul inflamator, pot reflecta procesele fiziopatologice de baza in
activarea plachetara, formarea si progresia placii de aterom, fiind considerate elementul crucial
in initierea aterosclerozei [35].

Intrucat combinarea a doi sau mai multi factori de risc sporeste probabilitatea aparitiei

BCV, 0 atentie deosebita s-a acordat studierii interactiunilor dintre factorii de mediu si genetici.
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Studiile GWAS au permis investigarea locilor asociati cu factorii de risc modificabili: HTA
[377], LDL-colesterol, HDL-colesterol si nivelul total de trigliceride [376], numarul de tigari
fumate [378], diabetul zaharat de tip Il (cu utilizarea caracteristicilor cantitative ale glicemiei si
nivelul hemoglobinei glicozilate [390], obezitatea (cu utilizarea indicelui de masa corporala si
trasaturile legate de adipozitate) [357].

Totodata, au fost identificati loci asociati cu factorii de risc recent identificati: fibrinogenul
[397], proteina C-reactivd [108], molecule de adeziune intercelulara-1 [40], nivelul
homocisteinei plasmatice [236], grosimea medie a arterei carotide [50] etc.

Interactiunea dintre diferiti factori de mediu si factori genetici asociati acestor boli este
foarte complexa, ceea ce face dificil de evaluat contributia fiecaruia dintre ei. Cuantificarea
factorilor de risc neconventionali intr-un trial similar studiului INTERHEART [418], ar contribui
la materializarea cunostintelor in strategii eficiente de prevenire si control a persoanelor cu risc
de a dezvolta BCV.

In Europa, cele mai importante proiecte epidemiologice in domeniul preventiei
cardiovasculare sunt studiile EuroAspire I, 11, 111 [111, 194, 408] care au demonstrat existenta
unui control insuficient a trei factori de risc major pentru BCV — fumatul, dislipidemia si HTA.

Aceste rezultate au fost confirmate si in cadrul studiului national STEPS din Republica
Moldova [15], care a precizat ca 56% din populatia tarii este supraponderald, o patrime din
populatia adultd fumeaza, trei din zece persoane au colesterolul total marit in sange si doar unul
din patru cetdteni cu hipertensiune arteriald se afld sub medicatie.

De asemenea, s-a demonstrat ca supraponderalitatea/obezitatea sunt fenomene frecvent
intdlnite in randul tinerilor din Republica Moldova [10]. Reducerea incidentei celor trei factori
de risc major pentru BCV (fumatul, dislipidemia si HTA) ar determina scaderea mortalitatii CV
Ccu peste 50%.

Cercetdrile care au permis identificarea markerilor de risc cardiovascular au contribuit la
imbunatatirea cunostintelor privind mecanismele fiziopatologice implicate in BCV si la
acumularea datelor care sprijina rolul biomarkerilor selectati pentru predictia riscului.

Ramane de a stabili daca factorii de risc neconventionali individuali sau in asociere cu
markeri recunoscuti, cum ar fi peptidele natriuretice arata un beneficiu cost-eficient sau ofera o
imbunatatire a tratamentelor specifice pentru afectiunile cardiovasculare.

Studii suplimentare de cuantificare a acestora si a altor biomarkeri noi sunt binevenite in
speranta imbunatatirii diagnosticului clinic, stratificarea riscului si individualizarea terapiei la

pacientii cu afectiuni cardiovasculare.
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1.2. Aspecte genetice ale bolilor cardiovasculare

Descoperirile ultimelor decade in domeniul biologiei moleculare si geneticii 1si gasesc
treptat locul in practica clinicd, iar domeniul medicinii cardiovasculare nu constituie o exceptie.
Informatiile genetice sunt utile in intelegerea patofiziologiei si diagnosticul precoce al diferitelor
afectiuni, existdnd premisele unei posibile individualizari in viitor a stratificarii riscului si
terapiei [8]. Dogma centrala a biologiei moleculare presupune un flux unidirectional de
informatie pornind de la ADN spre ARN si sintezd proteica, fiind un principiu util pentru
intelegerea efectelor determinate de afectarea secventei normale de ADN care poate antrena
modificarea structurii si functiei proteinei codificate, precum si cantitatea produsa. Astfel,
variabilitatea secventei ADN este elementul-cheie al diferentei dintre indivizi, dintre normal si
patologic [24].

Genele/proteinele implicate in bolile cardiace cu determinism genetic pot fi Impartite in
trei clase functionale mari: de reglare, structurale si de semnalizare electrica [303]. Mutatiile
proteinelor structurale sunt asociate cu cardiomiopatii structurale — varianta hipertrofica,
dilatativa si aritmogena a ventriculului drept.

Afectarea proteinelor implicate in excitabilitate determind aparitia bolilor aritmogene cu
substrat genetic, precum sindromul QT lung, sindromul Brugada, in timp ce afectarea proteinelor
cu rol reglator poate fi asociata atat cu afectarea structurala, cat si cu aritmii [75, 303].

Dupa modul de transmitere si genele afectate, patologiile genetice pot fi impartite in
afectiuni monogenice (cardiomiopatie hipertrofica, sindrom Marfan, hipercolesterolemie
familiald), cu transmitere mendeliana si afectiuni poligenice ,,complexe” (HTA, boala
coronariand ischemica, fibrilatie atriala).

Bolile monogenice sunt relativ rare comparativ cu majoritatea afectiunilor, care au o baza
geneticd determinatd de interactiunea complexa a mai multor gene cu factorii de mediu. Prezenta
unui defect genetic cu transmitere clasica mendeliana nu este insd obligatoriu urmata de aparitia
aceluiasi fenotip clinic. De altfel, aproape toate bolile monogenice cardiace sunt caracterizate de
eterogenitate genetica, un fenotip clinic poate fi determinat de mai multe gene, iar o gena (sau
chiar o mutatie) poate determina mai multe fenotipuri [8, 303]. De exemplu, existd mai multe
gene implicate in aparitia cardiomiopatiei hipertrofice. In acelasi timp, mutatii ale aceleiasi gene
se pot exprima fenotipic diferit la mai multi membri ai unei familii - cardiomiopatie hipertrofica
la unii sau dilatativa la altii [9].

Mai mult, chiar in prezenta aceluiasi defect genetic, manifestarile bolii pot fi diferite intre

purtatori datorita [8]:
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— expresivitatii variabile - gradul de manifestare a bolii la un individ, fiind demonstrata
prin variabilitatea gradului de afectare intre indivizii cu aceeasi mutatie;

— penetrantei incomplete - raportul subunitar intre numarul de indivizi afectati clinic si
numarul de purtatori ai unei mutatii. Penetranta unei boli este influentata si de timp, expresia
fenotipica devenind progresiv mai importantd odata cu inaintarea in varsta.

Alelele mutante au de multe ori efect asupra mai multor organe/ sisteme, ceea ce explica
afectarea pluriorganica din unele boli cu transmitere mendeliana (sindrom Marfan, sindrom Holt-
Oram etc.).

Unele mutatii sunt mostenite, iar altele pot fi sporadice, atunci cand apar pentru prima data
intr-o familie (sau la nivel germinal la un parinte). Ele sunt importante datoritd riscului
transmiterii catre urmasi.

Majoritatea patologiilor cardiovasculare se incadreaza in categoria ,,bolilor complexe” — cu
componenti atit geneticd, cat si de mediu. In aceste situatii existd o predispozitie genetica, de
multe ori determinatd de mai multe gene, care se asociaza in timp cu expunerea la diferiti factori
de mediu si determina in final aparitia bolii [12]. Exemple tipice sunt reprezentate de boala
coronariand ischemica, hipertensiunea arteriald, majoritatea dislipidemiilor. Bolile complexe sunt
mult mai frecvente decat cele cu transmitere mendeliana, iar relatia intre prezenta unui defect
genetic si aparitia bolii este probabilistica. Mai mult, in timp ce studiul bolilor monogenice aduce
informatii importante privind mecanismele unor boli si face posibild, in unele situatii, testarea
genetica si modificarea strategiei terapeutice, definirea tuturor variantelor genice asociate cu

cresterea sau scaderea riscului aparitiei bolilor complexe este un proces mult mai dificil.

Stenoza aortica (SA0)

SAO0 prezintd un obstacol in calea ejectiei sangelui din ventriculul stang (VS) in aorta si
grupeaza obstructiile tractului de ejectie al VS (TEVS) localizate anatomic in vecinatatea valvei
aortice la diverse niveluri, care pot surveni atat izolat, cat si asociate intre ele sau cu alte
anomalii conotruncale sau defecte septale.

Aceastd patologie este cea mai frecventd valvulopatie a adultului si a treia boala
cardiovasculard ca frecventd in Europa si America de Nord, dupa hipertensiunea arteriald si
boala cardiaca ischemica [212].

Nivelurile la care apar obstructiile TEV'S sunt:

— valvular — stenoza aortica valvulara, produsa prin afectarea cuspelor aortice cu limitarea
deschiderii lor 1n sistold, fiind considerata o boala cardiaca congenitala (BCC) simpla;

— subvalvular — stenoza subaortica, considerata BCC de complexitate medie;
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— supravalvular, la nivelul aortei ascendente — stenoza aortica supravalvulara, considerata
BCC de complexitate medie.

Cea mai frecventd forma de obstructie la golirea ventriculului sting este stenoza aortica
valvulara care poate fi congenitala (cu valve malformate de la nastere) [16] sau dobandita (cel
mai frecvent degenerativa si reumatismala) [212].

Printre cauzele SA0 valvulara dobandita se enumera hiperlipoproteinemia de tip II, forma
homozigota, care produce o ateroscleroza precoce extensiva a radacinii aortei si a valvei aortice
la tineri, precum si afectarea valvulara aortica in poliartrita reumatoida, lupusul eritematos
sistemic si boala Paget a osului [233].

Stenoza aortica valvularda congenitald este una dintre cele mai intalnite malformatii,
reprezentand 5% din anomaliile congenitale de cord, frecventa careia variaza in functie de varsta
si sex, fiind mai mare la sexul masculin pentru toate grupele de varsta [229]. Malformatia
principald consta in ingrosarea foitelor valvulare aortice, ce afecteazd numarul, forma si
dimensiunea acestora. In functie de gradul de fuzionare si numarul de cuspe valvulare, valva
aortica in SA congenitald poate fi unicuspida, bicuspida, tricuspida si mai rar cvadricuspida.

Intr-un studiu in care a fost analizatid anatomia a 932 de valve aortice excizate de la
pacientii cu SA izolata si varsta de peste 20 de ani, in vederea inlocuirii valvulare [317], s-a
ardtat ca la 54% dintre acestia, SA0 survine pe valve aortice bicuspide si unicuspide.

Valva aortica unicuspida apare secundar fuziunii celor trei foite aortice si este intotdeauna
stenotica. La sugari unicuspidia valvulara produce obstructie severd, fiind cea mai frecventa
malformatie a valvei aortice raspunzatoare de SA0 valvulara fatala la copiii sub 1 an [281]. La
adulti aceastd patologie este rara, fiind prezenta la aproximativ 5% dintre pacientii care necesitd
inlocuire valvulara aortica pentru SA0 fara valvulopatie mitrala asociata [281].

Bicuspidia aorticd reprezintd 95% din stenozele aortice valvulare congenitale. In populatia
generala se intdlneste cu o frecventa de 1 — 2 %, fiind cea mai frecventd anomalie congenitald a
adultului, cu predominanta neta la sexul masculin [58]. Bicuspidia aortica este o afectiune lent
progresiva, insotitd de aparitia si progresia stenozei aortice, aldturi de anevrismele de aortd
ascendenta si riscul de disectie de aorta [395].

La pacientii cu bicuspidie aorticd, valva are o singurd comisura fuzionatd si un orificiu
orientat excentric. Desi valva deformatd nu este stenotica la nastere, pe parcursul vietii este
supusd unui Stres hemodinamic anormal, care poate duce la ingrosarea si calcificarea foitelor
valvulare, rezultand imobilitatea lor. Astfel, in jurul varstei de 40-50 de ani, bicuspidia aortica
devine o cauza frecventa de SA0 in aproximativ 30% dintre cazuri, fiind inevitabild interventia

chirurgicala valvulara [203].
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Un posibil mecanism comun in dezvoltarea calcificarilor valvulare in bicuspidie si stenoza
aortica calcificata este sugerat de implicarea genei NOTCH1 de pe cromozomul 9 in ambele
situatii. Mutatii ale acestei gene au fost identificate atat in familiile cu bicuspidie [55], cat si cu
tricuspidie aortica [99]. NOTCH1 este un represor al factorului de transcriptie Runx2, implicat in
formarea osteoblastelor. Unele studii sugereaza ca aceasta gend este implicatad in inhibarea
calcificarii in culturile de celule valvulare aortice si in formarea valvelor cardiace [270].

Bicuspidia aortica a fost mult timp considerata o afectiune sporadica. Identificarea unei
agregari familiale semnificative a stat la baza conceptului conform caruia bicuspidia aortica are
de fapt o componenta genetica importanta [117]. Un studiu de inlantuire genica a evidentiat trei
regiuni cu posibile gene implicate in bicuspidie la nivelul cromozomilor 18q, 5q si 13q [285].
Desi modul de transmitere nu este clar, fiind posibila interactiunea mai multor gene, unii autori
sugereaza prezenta unei transmiteri autozomal dominante cu penetranta incompleta [55].

Valvele tricuspide stenotice congenitale au trei foite valvulare, dar acestea sunt ingrosate,
inegale, cu calcificari si fuziune comisurald. Cea mai rard forma este valva aortica
cvadricuspida, rareori stenoticd, formata din 4 foite valvulare, dintre care trei cuspe normale si a
patra foarte mica ca dimensiune. In majoritatea cazurilor, o valva cvadricuspida functioneazi
normal, dar de multe ori exista regurgitare aortica.

Frecvent, stenoza aortica congenitala se asociaza cu alte leziuni cardiace: sindrom Turner,
persistentd de canal arterial, transpozitia de vase mari, stenoza pulmonara supravalvulara si
hipoplazia ventriculului stang [193]. Impactul BCC asupra sanatatii publice este substantial,
multi dintre pacienti necesitd un tratament complex medico-chirurgical [4], iar altii riman cu

handicapuri majore, fiind necesare cheltuieli importante pentru intretinerea lor.

Fibrilatia atriala (FiA)

FiA prezinta o dereglare de ritm, in care excitarea si contractia atriilor ca un tot intreg este
inlocuitd cu contractii frecvente neregulate si necoordonate ale diferitelor fascicule musculare ale
atriilor sub influenta impulsurilor ectopice (pacemaker localizat in afara nodului sinusal) cu
frecventa de 400-700/min [176].

Intr-o unitate de timp, spre nodulul atrioventricular, soseste un numar diferit de impulsuri
din atrii, unele fiind foarte slabe, nu ajung pana la jonctiunea atrioventriculara si ventricule, iar
altele ajung la nodulul atrioventricular in faza refractard. Din aceastd cauza numai o parte din
impulsuri este transmisa la ventricule, provocand excitatia si contractia haotica a lor.

In majoritatea cazurilor fibrilatia atriald este asociata cu patologii cardiovasculare precum

valvulopatii, boala coronariana ischemica, HTA, cardiomiopatii, dar poate aparea si pe cord
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aparent normal [164]. In aceastd ultimi situatie se ia in considerare prezenta factorilor genetici
[228, 242].

Studiile de asociere genomica au identificat doua polimorfisme nucleotidice localizate la
nivelul cromozomului 4925 [22]. 35% din populatia de origine europeana prezinta cel putin una
dintre cele doua variante, asociate cu o crestere de 1,7, respectiv 1,3 ori a riscului de fibrilatie
atriala [142]. Mecanismul nu este clar in acest moment, cele 2 SNP-uri fiind adiacente genei
PITX2, cu rol important in dezvoltarea cordului [22].

De asemenea, exista si forme rare familiale de fibrilatie atriald, cu transmitere autozomal
dominantad sau recesiva [315]. Au fost identificate mai multe gene implicate in aceste forme,
precum KCNQI, SCN5A, KCNJ2, KCNE2, NPPA etc. [75]. Aceste gene codifica diferite
subunitati ale canalelor de potasiu sau sodiu, peptidul natriuretic atrial sau conexina 40. Astfel,
gena KCNQI, ce codifica subunitatea o a canalului de potasiu Kv7.1, are rol in aritmogeneza, ea
fiind implicata si in tipul 1 de sindrom QT lung congenital. Mutatia genei KCNQ1 responsabila
de aparitia fibrilatiei atriale determina o intensificare a functiei proteinei pe care o codifica, in

timp ce in sindromul QT lung congenital (LQT1), cauzeaza pierderea functiei ei [231].

Cardiopatia ischemica (CPI)

Boala coronariand sau cardiopatia ischemicd reprezintd o maladie inflamatorie cronica
cauzatd de ateroscleroza coronariand care determind leziuni vasculare progressive, responsabile
de ischemie acutd sau cronica prin ingustarea lumenului arterelor coronare si dezechilibrul dintre
oferta si necesarul de oxigen la nivel miocardic.

Antecedentele heredocolaterale de cardiopatie ischemica la varste tinere sunt un factor de
risc recunoscut. In unele situatii agregarea familiald este determinati de prezenta unor factori de
risc cu transmitere geneticad mendeliana (autozomal dominanta sau X-linkata) [314], nsa cel mai
frecvent CPI are la bazd o etiologie multifactoriald, complicata si insuficient inteleasa [74, 316].

Procesul complex al aterosclerozei implica multiple cai biochimice, precum metabolismul
lipidic, mediatorii inflamatiei, factorii coagularii [342].

Variantele genetice ale oricarei din aceste cai metabolice pot afecta functia unor proteine-
cheie, cu alterarea consecutivi a homeostaziei si accelerarea procesului aterosclerotic.
Susceptibilitatea genetica in aceste situatii este influentata de factorii de mediu, dar si de alti
factori de risc precum HTA, diabetul zaharat, dislipidemia, la randul lor determinate poligenic
[230].

Dislipidemia este un factor major de risc pentru ateroscleroza. Unele forme de

hiperlipidemie familiala cu transmitere mendeliand se caracterizeaza prin aparitia precoce a
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leziunilor aterosclerotice, in jurul varstei de 20-30 de ani. Metabolismul lipidic este sever alterat
in cazul mutatiilor cu transmitere autozomal dominanta ale receptorului pentru LDL colesterol,
in timp ce forma autozomal recesiva, determinata de mutatiile genei LDLRAPI (LDL-R adaptor
protein 1) este asociatd cu un fenotip susceptibil la tratament [112]. Desi severe si cu rol
important la nivel individual, aceste forme sunt destul de rare la nivel populational. Actualmente
sunt cunoscute peste 1000 mutatii ale receptorului pentru LDL, iar homo- si heterozigotii
prezinta grade diferite de crestere a lipidelor plasmatice [309]. O altd forma de
hipercolesterolemie familiald este asociatd cu mutatiile apolipoproteinei B, principalul ligand al
receptorului pentru LDL [26].

Alte mutatii intalnite in dislipidemia familiala sunt localizate la nivelul genei PCSK9
(proprotein convertase subtilisin/kexin type), dar mecanismul lor de actiune ramane neclarificat
[387]. Efectuarea secventierii la o populatie cu valori extreme de LDL colesterol a identificat
diferite variante in gena PCSK9, cu o frecventa de aparitie in populatie de 3% [332]. Aceste
variante sunt asociate nivelului scdzut de LDL colesterol si reducerea incidentei cardiopatiei
ischemice [415].

Disfunctia endoteliala determinata genetic de mutatii ale genei MEF2a, factor de
transcriptie localizat la nivelul celulelor endoteliale din arterele coronare, predispune la
ateroscleroza si aterotromboza [119]. Mai multe mutatii ale genei MEF2o au fost identificate in
familii cu aterotromboza coronariana cu transmitere autozomal dominanta [392].

In diferite populatii au fost identificate variante alelice ale genei ALOX5AP, ce codifica
proteina activatoare a 5-lipooxigenazei — FLAP si confera un risc usor crescut de infarct
miocardic si accident vascular cerebral [422]. Proteina FLAP este implicatd in calea
leucotrienelor, iar purtatorii unor mutatii ale genei ALOX5AP prezentd nivele crescute de
leucotriend B4. Tratamentul cu inhibitor de FLAP la purtatori induce o reducere semnificativd a
markerilor de inflamatie, subliniind rolul potential al acestor agenti terapeutici in preventia
infarctului de miocard [37].

Intr-o meta-analizi a peste 66 mii de cazuri, s-a constatat ca predispozitia genetici pentru
hipercoagulabilitate, indusa de variantele genei factorului V (1691A) si ale genei protrombinei
(20210A), ambele crescand nivelul trombinei circulante, confera un risc moderat de cardiopatie
ischemica [417].

Studiile de asociere genomica au identificat 11 regiuni cromozomiale asociate cu riscul
crescut de cardiopatie ischemica si infarct miocardic. Cea mai importanta regiune este localizata
la nivelul cromozomului 9p21 [67, 79]. Mecanismul prin care aceastd zona este asociata cu riscul

crescut de infarct miocardic si boald coronariana ischemica este deocamdatd necunoscut, mai cu
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seama ca aceastd regiune nu are un rol stabilit in codificarea proteinelor, fiind 1nsd in apropierea
a doud gene (CDKN2A si CDKN2B) implicate in reglarea proliferarii celulare si a apoptozei.

Dintre regiunile cromozomiale asociate cu un risc crescut de CPI, doar doua afecteaza si
factorii clasici de risc coronarian, respectiv 1p13.3 (LDL-colesterol) si 6q26-27 (lipoproteina
(@)). In acest caz, de asemenea, mecanismul prin care prezenta unor alele conferd risc
cardiovascular crescut este in mare masura necunoscut [328].

De-a lungul ultimilor ani au fost identificate si studiate variante ale genelor pentru
apolipoproteina E [3], metaloproteinazele 3 si 9, enzima de conversie a angiotensinei [11], gena
VAMPS8 (degranularea plachetara), stromelizina-1 (metaloproteinaze matriceale), conexina 37
(integritate endoteliald) asociate cu cresterea riscului de CPI [56]. Cu toate ca unele dintre aceste
variante genetice sunt intdlnite frecvent In populatie, riscul atribuit fiecdreia dintre ele este in
general redus, insa actiunea lor sinergicd, la unul si acelasi individ, poate spori riscul de
dezvoltare a CPI [98]. Desi fara rol clinic proeminent la momentul actual, identificarea tuturor
abordare individualizata a stratificarii riscului si, posibil, a terapiei.

Studiile de inlantuire a genelor candidat au identificat variante genetice asociate cu nivelul
de LDL si HDL ce duc la efecte fenotipice variate. Dintre genele candidat ce influenteaza riscul
de CPI, APOE este cel mai intens studiata. Variatiile genei APOE (E2, E3 si E4) au o influenta
puternica si coerenta asupra nivelului lipidelor plasmatice si CPI [412]. Purtatorii genei APOEZ2,
care reprezintd aproximativ 12% din populatie, au niveluri plasmatice de colesterol cu
aproximativ 10% mai mici decat homozigotii pentru APOES, in timp ce purtatorii genei APOEA4,
care reprezintd aproximativ 25% din populatie, au nivelul de colesterol cu aproximativ 5% mai
mare decat homozigotii pentru gena APOE3 [168]. Comparativ cu barbatii homozigoti pentru
alela E3, persoanele purtitoare ale alelei E2 arata protectie fata de bolile coronariene, carotidiene

si accident vascular cerebral [185], in timp ce cei cu alela E4 prezinta un risc mai mare [359].

Cardiomiopatiile (CMP)

Cardiomiopatiile reprezintd afectiuni primare si heterogene ale miocardului, caracterizate
prin anomalii structurale si functionale ale muschiului cardiac. De-a lungul timpului, acest grup
de afectiuni a fost subdivizat in primare, in care cordul era singurul organ afectat, si secundare,
in care cardiomiopatia era manifestarea unei afectiuni sistemice, cauzatd de factori extrinseci:
ischemie, hipertensiune arteriala, boli metabolice, valvulopatii si boli cardiace congenitale etc.
[107, 147, 239].
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Etiologia bolii ramane necunoscutd, dar prezenta unor antecedente familiale sugereaza
rolul factorilor genetici in producerea bolii, fiind identificate gene asociate diferitor tipuri de
cardiomiopatii cu transmitere ereditara (Tabelul 1.2), din care face parte cardiomiopatia
hipertrofica, dilatativa [90], aritmogena de ventricul drept, non-compactarea de ventricul stang si
restrictiva [375].

Clinic, se disting doua tipuri majore ale cardiomiopatiei primare [23, 239]: hipertrofica
(CMH) si dilatativa (CMD).

CMD este caracterizata prin dilatarea cavitdtii ventriculare cu disfunctie sistolicd, n timp
ce CMH se caracterizeaza prin hipertrofia ventriculara stanga [189, 375], des asimetrica,
acompaniatd de dezorganizarea miofibrilara si disfunctia diastolica a ventriculelor cardiace, de
obicei cu prinderea septului interventricular [358].

Atat CMD, cat si CMH sunt cauza majora de insuficienta cardiacd frecvent asociata cu

moartea subita cardiaca la tineri in timpul efortului si la sportivii de performanta [238].

Cardiomiopatia hipertrofica (CMH) este cea mai frecventa afectiune cardiovasculara cu
transmitere ereditard, avand o incidentd de 0,2% (1:500) in populatia generala [375], iar rata
mortalitatii anuale se considera a fi in jur de 1,2%, din care aproximativ jumdtate reprezinta
morti subite.

In registrele pediatrice, prevalenta CMH in randul copiilor este necunoscuti, dar studiile
populationale raporteaza o incidenta de 0,3-0,5/100.000 de locuitori [271].

Aproximativ 50% din formele de CMH au substrat genetic, modalitatea de transmitere
fiind frecvent autozomal dominantd cu penetrantd incompleta [27], influentatd de sex si varsta
[311].

Descrierea originald a cardiomiopatiei hipertrofice a pornit de la identificarea de catre
Teare in 1958, a 8 tineri adulti cu CMH, din care 7 au murit subit [374].

Descoperirea unei mutatii in lantul greu de f-miozina (MyHC) la o familie cu CMH [128]
a dus la elucidarea bazei genetico-moleculare a CMH si identificarea ulterioara a peste 400 de
mutatii in cel putin 21 de gene responsabile de codificarea proteinelor sarcomerice,
mitocondriale sau implicate in transportul calciului [338]. In majoritatea cazurilor proteinele
afectate sunt proteine sarcomerice, datorita carui fapt, CMH este considerata o boala idiopatica a
sarcomerului [311]. In acest caz hipertrofia miocardici este singurul fenotip clinic.

In cazul afectirii genelor ce codificd proteine nonsarcomerice, sunt asociate frecvent si alte
fenotipuri cardiace si extracardiace precum cdi accesorii de conducere, surditate senzorineurala,

atrofie musculara etc. [303].
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Tabelul 1.2.
Genele implicate in diferite tipuri de cardiomiopatii genetice [188]

TIPUL DE FENOTIPUL CLINIC
PROTEINA TRANSMITERE
EREDITARA CMH CMD RCM LVNC ARVC
MYH7 Lantul greu 7 al B-miozinei AD + + + + -
TNNT2 Troponina cardiaca T2 AD + + + + -
TNNI3 Troponina cardiaca 12 AD + + + - -
ACTC o-actina cardiaca AD + + - + -
PLB Fosfolamban AD + + - - -
MYBPC3 Proteina C de legare a miozinei AD + + - - -
VCL Metavinculina AD + + - - -
TPM1 a-tropomiozina AD + + - - -
TTN Titina AD + + - - -
TNNC1 Troponina cardiaca C1 AD + + - - -
ANKRD1 CARP AD + + - - -
TCAP Teletonina AD + + - - -
CSRP3 Proteina LIM musculara AD + + - - -
CRYAB Proteina of cristalina AD + + - - -
MYL3 Lantul usor esential al miozinei AD + - - - -
MYL2 Lantul usor regrator al miozinei AD + - - - -
MYH6 Lantul greu al a-miozinei AD + - - - -
CAV3 Caveolina 3 AD + - - - -
JPH-2 Junctofilina 2 AD + - - - -
OBSCN Obscurina AD + - - - -
MYOZ2 Miozenina 2 AD + - - - -
FKTN Fucutina XR - + - - -
SCN5A Canalul de sodiu AD - + - - -
SAGD d-sarcoglican AD - + - - -
ACTN2 a-actinina-2 AD - + - - -
ABCC9 Canalul KATP AD - + - - -
PSEN1 Presenilina 1 AD - + - - -
PSEN2 Presenilina 2 AD - + - - -
FHL2 Four and half LIM protein-2 AD - + - - -
LMNA4 Laminina a4 AD - + - - -
ILK Kinaza asociata integrinei AD - + - - -
MYPN Miopalidina AD - + - - -
CHRM?2 Receptorul 2 al acetilcolinei AD - + - - -
DMD Distrofina XR - + - - -
EMD Emerina XR - + - - -
DES Desmina AD - + + - -
TAZ Tafazina XR - + - + -
LDB3 Proteina Cypher/ZASP AD - + - + -
LMNA Laminina A/C AD - + - + -
DSP Desmoplachina AR - + - - +
JUP Placoglobina AR/AD - + - - +
PKP2 Placofilina 2 AD - - - - +
TGFB3 TGFB3 AD - - - - +
RYR2 Receptorul 2 al rianodinei AD - - - - +
DSG3 Desmogleina 3 AD - - - - +
DTNA a-distrobrebina AD - - - + -
Nota: AD — transmitere autozomal dominantid; XR — transmitere recesivda X — linkati; AR — transmitere

autozomal recesivd; CMH - cardiomiopatia hipertrofica; CMD — cardiomiopatia dilatativa; RCM -
cardiomiopatia restrictivd; LVNC - cardiomiopatie prin non-compactarea de ventricul stang; ARVC -
cardiomiopatia aritmogena de ventricul drept.

31



Datele din literatura de specialitate releva ca mutatiile la nivelul genelor ce codifica
proteinele sarcomerului cardiac sunt identificate in peste 60% dintre pacientii cu istoric familial
si in ~40% dintre pacientii cu forme sporadice de CMH [159].

Cele mai frecvente mutatii apar la nivelul genelor ce codifica lantul greu 7 al B-miozinei
(MYH7) [276, 338] si proteina C de legare a miozinei cardiace (MYBPC3) [237]. Mai putin
intalnite sunt mutatiile genelor troponinelor | si T (TNNI3, TNNI2), lantului al al tropomiozinei
(TPM1) si lantului usor 3 al miozinei (MYL3) [206]. Restul genelor cunoscute precum: TNNC1
(troponina C cardiacd), ACTN2 (a-actinina 2), MYOZ2 (miozenina 2), MYH6 (a-miozina 6), TTN
(titina), CSRP3 (proteina musculara LIM), TCAP (teletonina), VCL (vinculina), CASQ2
(calsechestrina), JPH2 (junctofilina), NEXN (nelina), CAV3 (caveolina) etc. sunt cauze mai putin
frecvente de CMH, fiecare fiind responsabila de <1% dintre cazuri [237].

Din cele peste 400 de mutatii cunoscute, mai mult de 150 implica gena MYBPC3, situata
pe cromozomul 11 [9]. Aceste mutatii pot fi de tip ,,splice site” care altereaza, prin substitutie,
situsurile de decupare a intronilor — situsul donor (5°-GT) sau acceptor (AG-3’); deletii; insertii
si mai rar de tip ,,missense” [237]. Deseori, ele determind o decalare a cadrului de citire
(frameshift), cu producerea frecventa a unui codon stop in aval de locul deletici/insertiei,
rezultdnd o proteind ,trunchiatd”, de obicei instabila si degradabila [237]. Mutatiile genei
MYBPC3 produc 26% din cazurile de CMH si reprezinta 44% din totalul mutatiilor identificate
in genele responsabile de codificarea proteinelor sarcomerului cardiac [9].

Pana in prezent, cercetdtorii au descoperit, peste 200 de mutatii in gena MYH7 de pe bratul
lung al cromozomului 14, responsabile de CMH. Spre deosebire de mutatiile de pe gena
MYBPC3, acestea sunt exclusiv de tip missense [400], desi au fost intdlnite si cazuri de deletii de
codoni (del Lys847, del Glu883, del Glu927 si del Glu 930) [311]. Mutatiile acestei gene
reprezintd 40% din totalul mutatiilor identificate la nivelul genelor ce codifica proteinele
sarcomerului [188] si determina 25% din cazurile de CMH [9].

In general, pacientii cu 0 mutatie a unei proteine sarcomerice au un debut al bolii mai
precoce si inregistreaza o prevalenta familiala mai ridicata, precum si un istoric de moarte subita
cardiacd, decat cei fara mutatii [224]. De asemenea, acestia tind sa aiba o hipertrofie mai severa,
disfunctie endoteliala si fibroza miocardica [277]. Cateva studii sugereaza ca unele mutatii ale
proteinelor sarcomerice sunt asociate cu un prognostic mai sever decat altele, dar aceste
observatii bazate pe un numar restrans de indivizi afectati sunt limitate de raritatea mutatiilor
individuale [109, 225]. Acest aspect ar trebui imbunatatit, pe masura ce toate dovezile sunt
acumulate si depozitate in baze de date internationale privind mutatiile individuale, asa cum este

ClinVar [441].
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Mutatiile genelor ce codifica proteinele reglatoare TNNT2 si MYL2 sunt localizate de-a
lungul secventei de codificare, in timp ce mutatiile de la nivelul genei TNNI3, cu exceptia uneia,
apar in exonii 7 si 8 [9]. Majoritatea mutatiilor care implica genele TNNT2, TNNI3 [255], TPM1,
ACTC [278] sunt de tip missens. Mutatiile genelor TNNT2, TNNI3, TPM1, ACTC, MYL2 si
MYL3 caracterizeaza 1-5% din pacientii cu CMH [419].

Au fost descrise mutatii ce afecteazd o componentd a proteinkinazei AMP-activata
(AMPK) [53], modulator al raspunsului celular la stresul metabolic, precum si mutatii rare ce
codifica proteine asociate ca vinculina si metavinculina [9, 389].

Datorita penetrantei incomplete si dependentei aparitiei fenotipului de varsta, identificarea
precoce, inainte de aparitia hipertrofiei, este dificila in absenta diagnosticului genetic. Astfel,
acesta permite identificarea indivizilor cu risc ce necesita Screening si monitorizare
cardiovasculara periodica. Anumite mutatii ale lantul greu de B-miozina (MYH7) sunt asociate cu
prognostic rezervat, hipertrofie importanta si risc crescut de moarte subita cardiaca, in timp ce
alte mutatii ale genei ce codifica troponina T (TNNT 2) determina doar hipertrofie usoara-
moderatd, dar risc crescut de moarte subita [399]. Desi asocierile genotip-fenotip si gradul diferit
de manifestare al unor mutatii ar putea fi baza unei clasificari, in multe cazuri acestea sunt
caracteristice unei singure familii, lipsind posibilitatea extrapolarii datelor existente pentru grupe
mici de pacienti [303]. In prezent existd un test genetic disponibil pentru diagnosticul CMH
[140], ce testeaza 8 dintre genele frecvent implicate in aparitia CMH. Aproximativ 5% din
pacientii cu CMH prezintd mai multe mutatii, fie in cadrul aceleiasi gene sau gene diferite,
facand necesara evaluarea geneticd completa chiar si dupa identificarea primei mutatii. Genele
incluse in testul genetic disponibil comercial pentru cardiomiopatia hipertrofica familiald sunt:
MYH7, MYBPC3, TNNT2, TNNI3, TPM1, ACTC, MYL2, MYL3. Recent, s-au introdus in acelasi
test si gene implicate in boli de depozitare care pot mima pattern-ul hipertrofiei (de exemplu,
gena GLA de pe cromozomul Xp22 care codifica sinteza a-galactozidazei).

Deoarece mutatiile genelor ce codificd proteinele elementelor contractile au fost
identificate in <50% dintre pacientii cu CMH si doar in unele cazuri cu CMD, au fost efectuate
studii in vederea identificarii mutatiilor la nivelul altor gene expresate in muschiul cardiac.

Identificarea la pacientii cu CMH a unor mutatii In gena TTN, care codificd o proteind
elasticd, ce asigura legatura intre filamentele groase si discul Z, reprezinta un prim exemplu prin
care a fost stabilitd corelarea cu CMH a unor gene diferite de cele ce codificd proteinele
elementelor contractile [333]. Alterarea functiei titinei datoratd mutatiilor genei TTN creste
legarea sa cu a-actinina (Figura 1.4), proteina care asigura fixarea filamentelor subtiri la nivelul

discului Z [154, 333].
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Fig. 1.4. Reprezentarea schematica a modificarilor functionale cauzate de mutatiile genelor ce
codifica proteine din banda Z [188]

Nota: in imaginea din stdnga modificarile functionale cauzate de mutatiile asociate cu CMH sunt marcate prin
stelute rosii, iar in dreapta modificarile functionale cauzate de mutatiile asociate cu CMD sunt marcate prin stelute
albastre; sagetile intrerupte indica interactiunile afectate de mutatii.

CN — calcineurina; CS1 — calsarcina 1; MLP — proteina LIM musculard; TCAP - teletonina.

Acelasi fenomen este cauzat de mutatiile genei TCAP intdlnite in CMH, dar de aceasta
data, legaturile stranse se formeaza intre titina si teletonina (TCAP), MLP, casarcina 1 [149].
Astfel, aceste mutatii pot avea ca rezultat o crestere a interactiunii dintre componentele benzii Z,
determinind o rigiditate crescutd a sarcomerului, care la randul sdu poate cauza o crestere a
tensiunii pasive la intinderea muschiului cardiac. Savantii presupun cd mutatiile genetice
asociate cu CMH, care se produc atat la nivelul genelor ce codifica proteinele benzii Z, dar si a

.....

Ca?*, deoarece cresterea tensiunii pasive este asociatd cu o sensibilitate maritd fatd de acestia
[120].

De remarcat faptul ca exista si controverse la acest subiect, deoarece au fost identificate
mutatii in gena CSRP3 asociate CMH care provoaca slabirea legarii proteinei MLP cu a-actinina
si N-RAP [127]. Mohapatra si colaboratorii [256] au raportat ca mutatiile genei CSRP3 si a-
actininei (ACTA2) identificate la pacientii cu CMD, de asemenea sldbesc interactiunea dintre
aceste componente. Prin urmare, atait CMH, cat si forma dilatativa a fost asociata cu o slabire a
legarii proteinelor MLP si a-actinina. Aceastd discrepanta necesita cercetari aprofundate pentru a
fi clarificata.

Desi mutatiile genelor ce codifica proteinele benzii Z: teletonina (TCAP) si miozinina
MYOZ2 [237, 280] sunt cauze mai putin frecvente de CMH, unii cercetatori [280] subliniaza tot
mai mult rolul proteinelor benzii Z ca molecule de semnalizare implicate in reglarea raspunsului
hipertrofic cardiac.

Mutatiile genelor ce codificd proteine sarcomerice pot fi asociate atdit cu CMH, cat si cu

CMD, in acest moment nefiind cunoscut mecanismul prin care mutatii ale aceleiasi gene pot
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determina doua fenotipuri clinice diferite [251]. Proteinele codificate de genele afectate in
formele de CMD cu substrat genetic controleaza in general rezistenta mecanica a miocitelor sau
a jonctiunilor intercelulare, existand 6 grupe majore de molecule afectate (Figura 1.5): proteine
ale membranei si laminei nucleare (lamina A/C, emerina, timopoietina, presenilina); proteine
sarcomerice (actina, lantul greu de miozina, troponina T, troponina I, troponina C,
tropomiozina); proteine ale citoscheletului (desmina, distrofina); proteine ale jonctiunii
intercelulare de tip ,,adherens” (metavinculina), ADN mitocondrial, canale ionice.
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Fig. 1.5. Localizarea celulara a proteinelor implicate in cardiomiopatiile genetice [375].

Nota: La nivelul fiecarui component al miocitului (banda Z, sarcomer, desmozom, etc.) sunt indicate genele asociate
cardiomiopatiilor.

35



Genele implicate in aparitia. CMD codificd doua subgrupuri principale de proteine:
proteinele citoscheletice si cele sarcomerice. Proteinele citoscheletice identificate pana in prezent
includ distrofina, laminina A/C, desmina, (3-sarcoglicanul, d-sarcoglicanul si metavinculina. O
parte din genele codificatoare ale proteinelor sarcomerice responsabile de aparitia
cardiomiopatiei hipertrofice sunt implicate si in aparitia CMD. Printre acestea se remarca genele
cu rol in sinteza lantului greu al B-miozinei, proteinei C de legare a miozinei, actinei, o-
tropomiozinei si troponinelor cardiace T si C, dar si mutatii ale genelor ce codifica proteinele
discului Z (ZASP, proteina LIM musculara, a-actinina-2, miopalidina, teletonina). Alte defecte
genetice raportate sunt la nivelul genelor responsabile de sinteza fosfolambanului si tafazinei.

Primul defect genetic cu transmitere autozomal dominantd identificat a fost la nivelul
actinei cardiace, o proteina sarcomerica cu functie dubla, care, pe de o parte interactioneaza cu
componentele sarcomerului (lantul greu al B-miozinei, a-tropomiozina, troponinele) si are un rol
principal in generarea fortei in miocitul care se contracta. Pe de altda parte, actina se leaga de
proteinele de ancorare distrofina si a-actinina (care se afla la nivelul benzii Z si discurilor
intercalare), facilitdnd astfel transmiterea fortei contractile catre sarcolemd si miocitele
adiacente. Se considerd ca mutatiile care apar in primul caz, determind cardiomiopatie
hipertrofica, iar in cea de-a doua situatie — cardiomiopatie dilatativa.

Un mecanism similar a fost descris in cazul mutatiilor la nivelul genei ce codificd a-
tropomiozina care pot determina inversarea sarcinii electrice la suprafata tropomiozinei, afectand
stabilitatea moleculei de tropomiozind si interactiunea electrostatica a acesteia cu actina,
influentind rolul filamentului subtire in transmiterea fortei la sarcomerele adiacente. In
cardiomiopatia hipertrofica, mutatiile la nivelul genei tropomiozinei provoaca -cresterea
contractiei izometrice, cu utilizarea ineficienta a ATP-ului sarcomeric [155].

Dintre formele de CMD cu transmitere X-linkata, cel mai bine descrise au fost CMD X-
linkata ce apare la adolescenti si adulti tineri si sindromul Barth, care este frecvent identificat la
sugari si copii.

CMD X-linkata, ce apare la adolescenti si adultil tineri in jurul varstei de 20 de ani, cu
progresie rapida de la insuficientd cardiaca la deces, prin tahicardie ventriculard sau insuficientd
ventriculard, in absenta transplantului cardiac, a fost asociata cu defect functional al genei ce
codifica distrofina, proteina a carei expresie este sever redusd sau absentd in aceasta forma de
boald. La acesti pacienti este crescut nivelul seric al izoformei musculare a creatinkinazei.
Femeile purtatoare ale defectului genetic pot dezvolta o formad usoard-moderata de CMD 1in
decada a cincea de viata, cu progresie lenta. Mutatiile genei distrofinei au fost identificate si la

pacientii cu distrofie musculard Duchenne sau Becker, miopatii scheletice aparute precoce in
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copilarie. Aproape toti acesti pacienti dezvolta cardiomiopatie dilatativd inaintea varstei de 21
ani [177].

Sindromul Barth este diagnosticat la copiii de sex masculin cu insuficienta cardiaca
asociatd cu neutropenie (ciclicd) si acidurie 3-metilglutaconica. Baza genetica a sindromului
Barth sunt mutatiile de la nivelul genei tafazinei, care determina o serie de aspecte de tipul
cardiomiopatiei dilatative sau hipertrofice cu dilatatie, fibroelastoza, endocardicd sau
noncompactare ventriculara stanga [177].

in cele din urma, elucidarea bazei genetico-moleculare a cardiomiopatiilor ar permite
realizarea unei stratificari a riscului genetic inainte de dezvoltarea unor fenotipuri clinice,

inclusiv stabilirea riscului de moarte subita.

Clasificarea genelor implicate in bolile umane multifactoriale

Genele asociate cu bolile umane complexe, cum ar fi CPI si infarctul de miocard pot fi
clasificate in patru categorii majore [393]:
— genele ce cauzeaza maladia (disease-causing genes)

— genele de susceptibilitate (susceptibility genes)

genele asociate cu maladia (disease-linked genes)

— gene amprentate genomic

Genele ce cauzeaza maladia prezintd gene direct responsabile de patogeneza bolii in urma
unor mutatii. In acest caz, mutatiile sunt clar definite sau bine stabilite ca fiind principala cauzi a
bolii. De exemplu, mutatiile la nivelul genelor KCNQ1, KCNE2, KCNH2 [64], SCN5A [386]
implicate in expresia unor canale ionice provoaca sindromul Brugada. Aceste gene au valori
predictive mari si pot fi utilizate direct in testarea BCV [393].

Genele de susceptibilitate sunt acelea care sporesc sau reduc riscul de aparitie a bolii si
care, in functie de alti factori de mediu sau genetici pot/sau nu pot provoca boala, in contextul
altor factori. Mutatiile sau SNP-urile la nivelul acestor gene sunt prezente cu frecvente diferite
atat in populatiile in care boala se manifesta, cat si in cele sanatoase. Pentru indivizi, genele
susceptibile au o valoare mai putin predictiva pentru dezvoltarea si prognosticul bolii.

Genele asociate cu maladia (,,gene candidat ). S-a constatat ca in aparitia bolilor cronice
intervin extrem de multe gene, care uneori produc, iar alteori nu produc boala. De aceea se
vorbeste nu de gene patogene, ci de gene-candidat in producerea acestor boli. Genele asociate cu
maladia sunt acelea pentru care s-a demonstrat asocierea cu BCV prin tehnici de biologie
moleculara, microarray, sau studii proteomice, insd relatia lor cu boala, precum cauza sau

consecinta acestora nu a fost demonstratd. Unele dintre acestea ar putea servi ca biomarkeri in
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depistarea BCV. Pana in prezent, exista putine informatii cu privire la rolul factorilor de risc
genetic care stau la baza complexitatii BCV. In studiile familiale s-a dovedit ci mutatiile unei
singure gene contribuie la manifestarea unui fenotip cardiovascular sever, cum ar fi cardiopatia
ischemica si hipertensiunea arteriala [74].

Genele amprentate genomic sunt utilizate in calitate de biomarkeri ai bolilor si in prima
etapa de identificare a genelor asociate fenotipurilor patogene sau ,,gene candidat” [83]. Prin
definitie, genele care cuprind amprenta genomica sunt asociate bolilor si astfel, sunt gene
candidat, ce servesc drept baza pentru selectarea SNP-urilor asociate cu susceptibilitatea fata de
o boald sau fata de un tratament special. Identificarea unui grup potential de SNP-uri asociate cu
boala, urmata de screening-ul ADN-ului unui pacient printr-un test sangvin pentru a depista
prezenta acestor variante genetice ar facilita semnificativ planificarea diagnosticului sau
tratamentului. Relevarea genelor candidat ar putea imbunatati esential intelegerea biologiei bolii
si, ulterior, ar duce la trasarea unor obiective potentiale pentru noi strategii de tratament.

O alta aplicare posibila a informatiilor genomice este de a utiliza direct genele amprentate
in calitate de marker biologic al bolilor. Datele de expresie a genei stabilite corespunzator,
reprezinta un fenotip extrem de detaliat al pacientului, care ar putea fi utilizat pentru a stratifica
cu exactitate populatiile de pacienti in ceea ce priveste riscul fatd de o boald sau raspunsul
terapeutic. In ambele cazuri, datele genomice servesc pentru a distinge printre pacienti, doar acei
indivizi care sunt identici prin variabilele clinice traditionale [262].

Astfel de profiluri de expresie de inalta performanta, pot fi folosite pentru a compara
nivelul de transcriptie a genei in conditii clinice, cu scopul de a [21]:

— identifica biomarkeri de diagnostic sau de prognostic;

— clasifica bolile (de ex. tumori imposibil de distins cu ajutorul examenului microscopic);

monitoriza raspunsul la tratament;

— intelege mecanismele implicate in geneza procesului patologic.

Pentru bolile cardiovasculare, aceastd preocupare este in curs de dezvoltare [83]. In acest
context, tehnica ADN microarray reprezinta un instrument important pentru medicina clinica.

Barrens si colaboratorii sai [43] au construit un sistem ADNc microarray specific tesutului
cardiac, numit ,,CardioChip” care contine mai mult de 10.000 de transcripti diferiti. Folosind
acest sistem personalizat, pe baza tesutului cardiac prelevat din inima fetala si adulta au fost
obtinute ,,portrete” specifice alterarii expresiei genelor in cardiomiopatia dilatativd si
hipertrofica [42, 170]. Ulterior, cipurile de tip microarray au fost utilizate in alte cateva studii

pentru a caracteriza transcriptomul inimii umane si pentru a investiga sistemul cardiovascular
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[41, 190, 210]. Frecvent, datele de expresie a genelor obtinute prin microarray sunt validate pe
baza corelatiei cu rezultatele RT-gPCR [63] in ceea ce priveste exprimarea diferentiata (sub- sau
supraexpresie) si semnificatia statistica (p<0.05), astfel fiind selectate genele pentru a evalua
puterea lor discriminativa de diagnosticare. Aplicarea acestor rezultate pentru prognosticarea
riscului, prevenirii si tratamentului bolilor este inca incertd si necesitd cercetdri esentiale
aprofundate. La moment este actuala investigarea locilor caracterelor cantitative-QTL si a

expresiei genelor la nivelul acestora [195].

1.3. Abordarea transcriptomica a bolilor cardiovasculare

Secventierea genomului uman [198] si ritmul accelerat al descoperirilor stiintifice din
ultimii ani, a permis obtinerea unor progrese majore in intelegerea biologiei sistemelor, in
principal a interactiunii complexe dintre componentele sale: genom, transcriptom, proteom si
metabolom.

Intreaga informatie ereditard a organismului uman este codificati in genom, alcituit din
aproximativ 22 mii de gene [294], care, fiind transcrise in ARN mesager (ARNm), iar apoi
translate in structuri proteice, formeaza modulatorii principali ai functiilor celulare.

Desi identificarea unor locusuri sau alele asociate genei responsabile de aparitia unei boli
aduce informatii valoroase, simpla asociere statistica nu dovedeste direct 0 relatie cauza-efect.
Profilul expresiei genice urmareste caracterizarea profilului transcriptional ADN-ARN. Astfel,
prin urmarirea expresiei genice a unor secvente genomice largi si compararea ei intre indivizi cu
o boala si fara ea se poate determina ce gene sunt transcrise in cadrul unui anumit fenotip clinic.

Variatia expresiei genelor in probele patologice comparativ cu probele control reprezinta
unul dintre cei mai simpli indicii prin care o genad poate fi considerata ,,gend ce determind
boala”. Stabilirea profilurilor de expresie genica in diferite tesuturi normale sau anormale poate
contribui la eficientizarea diagnosticului, tratamentului si prevenirii bolilor, inclusiv celor
multifactoriale.

Initial, modificarile in expresia genelor au fost monitorizate individual pentru diverse gene
candidat. Ulterior, datoritda implementarii unor noi tehnici moleculare de studiu: RNA-seq [423],
microarray, QPCR [163] a devenit posibila monitorizarea simultanda a mai multor gene, pattern-
ul expresiei lor reprezentand un ,,portret molecular” al probei [72, 197, 318]. Analiza
comparativa a acestor ,,portrete” in cele doua stari (normald vs patologicd) poate identifica o

wsemndturd a expresiei genelor”, care caracterizeaza o stare fiziologica specifica [71, 96, 180,

191, 210, 253, 290].
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Investigarea transcriptomului uman (totalitatea moleculelor de ARN) reprezinta o prioritate
si 0 directie relativ noud, deosebit de importantd in medicina cardiovasculard. Genomica
cardiovasculard a inceput sa se dezvolte in anii 1980 - 1990, odatd cu secventierea clonelor din
bibliotecile de ADNc obtinute din tesut cardiac uman, obiectivul major axandu-se pe detectarea
genelor si markerilor asociati cu bolile cardiovasculare, care ar putea fi utilizati in predictia si
diagnoza BCV.

Astfel, in 1997, Hwang si colab. au analizat aproximativ 76 mii secvente marcate expresate
(ESTs — Expressed Sequence Tags) din diferite biblioteci de ADNc ale sistemului cardiovascular
[169]. Acest studiu a constituit baza adnotarii genelor expresate in sistemul cardiovascular uman,
care ilustreaza potentialul studiilor transcriptomice atat in cercetdrile fundamentale de biologie
umana, cat si in medicina [71, 243, 245, 249, 272, 289, 347, 368].

Insa, de cele mai multe ori aceste studii constituie o adevirati provocare pentru BCV,
deoarece prelevarea probelor de tesut miocardic prin biopsie este dificila si poate impune o
povara inacceptabild din partea pacientului [172, 260]. Pornind de la acest impediment major, n
ultimul timp tot mai multe centre de cercetari apeleaza la analiza sangelui ca material initial in
studiile genetico-medicale si populationale [165, 211].

Sangele prezinta un tesut ,,surogat” ideal pentru studiul expresiei genelor la om [143, 257,
258], in special in cazul afectiunilor cardiovasculare, care sunt dificil de recunoscut din cauza
eterogenitatii, determinata de interactiunea factorilor genetici [116, 425], epigenetici [405], de
mediu [60, 116] si de comportament [94] deoarece:

— este o sursa relativ sigurad si usor de obtinut, fiind posibila colectarea unui esantion mai
mare de probe.

Astfel, sunt evitate problemele de interpretare statistica si factorii de confuzie care reduc
credibilitatea interpretarii datelor, in cazul esantioanelor mici si oferd oportunitatea standardizarii
procedurilor tehnice, ceea ce constituie un avantaj in evaluarea starii de sanatate sau boala.
Recoltarea probelor de sange este o procedurd care nu depinde de preparate costisitoare si
provoaca minim disconfort pentru pacienti, fiind mult mai acceptabila decat biopsia [172, 260].

— componentele sangvine interactioneaza continuu cu tesuturile corpului.

Corpul uman este alimentat de un sistem circulator dinamic care are functia principald de a
furniza nutrienti si elemente constitutive la nivelul tesuturilor si de a elimina deseurile
metabolice, oferind conectivitate fiziologica intre sisteme. Aceastd proprietate a sangelui este
importantd in mentinerea homeostaziei, raspunsul organismului fatd de stres si in comunicarea

endocrind.
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— reprezintd un indicator al starii organismului ceea ce ar permite evaluarea si crearea de
profiluri a mai multor cai patologice si fiziologice a bolilor cardiovasculare [209, 296].

— componentele sangvine sunt implicate in patogeneza bolilor.

Constatarile studiilor cu referire la biologia vasculard a aterosclerozei si manifestarile
clinice sustin ipoteza ca leucocitele sunt determinantul major al aterogenezei si leziunilor
microvasculare [146, 207], iar trombocitele sunt implicate in procesele inflamatorii si de
degradare a matricei celulare in ateroscleroza coronariana [82, 208].

— celulele sangvine exprimad gene care sunt receptive la diversi stimuli.

Cercetatorii au constatat un nivel diferit de exprimare al ARNm pentru insulina la subiectii
testati pe nemancate (a jeun) si dupa masa [209].

— celule sangvine exprimd o parte substantiald a genomului uman, un criteriu important
pentru sange in calitate de tesut ,,surogat”.

In studiul realizat de catre Liew si colaboratorii [209], s-a constatat ci celulele sangvine
exprimd mai mult de 80% din transcriptomul fiecarui tesut din: creier, colon, inima, rinichi, ficat,
plamani, prostata, splind si stomac. De asemenea, aceastd analizda a demonstrat ca celulele
sangvine exprimad gene specifice de tesut, precum gena insulinei si MYH7 care codifica lantul
greu al B — miozinei cardiace. Alte studii au adus dovezi privind expresia in sange a genelor
relevante pentru excitabilitatea si contractilitatea cardiomiocitelor [339] si genelor implicate in
caile neuroendocrine [269].

Aceste date argumenteaza utilitatea potentiala a celulelor sangvine in studiile ,,omice”
privind BCV [70, 153, 209, 221, 334], dat fiind faptul ca schimbarile ce au loc in organism, sub
influenta factorilor de mediu, fiziologici si patologici, pot modifica expresia genelor, lasand in
sange o amprentd moleculara detectabila [162, 413]. Din aceste considerente, profilul
transcriptional derivat din celulele sangvine poate oferi o alternativa tesutului prelevat prin
biopsie, proprietate pe care cercetatorii isi propun sa o valorifice si sd o aplice in identificarea de
noi gene ce cauzeaza patologia sau a unor biomarkeri cu rol potential in diagnosticul si
prognosticul bolilor umane [62, 152, 249, 289, 343].

Un aspect important al studiilor de ultimd ord se axeazd pe investigarea relatiei dintre
BCV, factorii clinici si expresia genelor. Astfel, Elashoff si colaboratorii sai au dezvoltat un
algoritm de evaluare a riscului de boala coronariana obstructiva la pacientii non-diabetici, bazat
pe varsta, sex si expresia in sange a 23 de gene, prin combinarea datelor microarray si QPCR
colectate de la peste 1000 de subiecti [106]. Intr-un alt studiu, privind profilul de expresie al

genelor, au fost identificati markeri genetici si cai metabolice asociate cu cresterea severitatii
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afectiunilor cardiovasculare la pacientii care au suferit un prim infarct miocardic. Datele obtinute
relevd ca cresterea severitatii bolii la acesti pacientii este asociatd cu expresia diminuatd a
genelor implicate in calea de tranzitie epitelial-mezenchimala si modularea genelor de transport
al colesterolului (ABCAL, CETP, APOA1 si LDLR) [368].

Recent, Kazmi si colaboratorii [183] au identificat prin analiza expresiei genelor la nivel
sangvin, doud seturi de factori ereditari, care par a fi promitdtoare in clasificarea grupurilor de
oameni sanatosi, a pacientilor cu cardiopatie ischemica stabild, angina instabild si infarct
miocardic. Rezultatele studiului sustin utilizarea genelor identificate in diagnosticul bolilor
cardiovasculare si sugereaza potentiale aplicatii clinice a datelor de expresie la nivel sangvin ca
biomarkeri 1n afectiunile cardiovasculare.

Cercetari similare au fost efectuate pentru hipertensiune si diabet zaharat de tip 1l [106,
364], cardiopatie ischemica [183, 323], infarct miocardic [179, 186, 368], insuficienta cardiaca
[232, 253]. Astfel, datele privind expresia genelor la nivel sangvin sunt valoroase pentru
identificarea genelor implicate 1n patogeneza bolilor, intelegerea biologicd a procesului
patologic, clarificarea cilor etiologice a bolilor.

Generalizdnd datele din literatura de specialitate putem conchide cd studiile privind
evaluarea expresiei genelor la nivel sangvin sunt de perspectiva, prezinta interes si aplicabilitate
in cercetarile privind bolile cardiovasculare. Obiectivul principal al acestor cercetari este de a
optimiza panoul de gene responsabil de boala intr-un test de diagnostic molecular, bazat pe
semnatura specificd a expresiei genelor in sange, care ar oferi indicii noi privind monitorizarea

pacientilor si interventia terapeutica personalizata.

1.4. Concluzii la capitolul 1

Analiza literaturii de specialitate a permis evidentierea problemelor cu care se confrunta
societatea la capitolul mortalitatii cauzate de bolile cardiovasculare. Astfel:

1. potrivit celor mai recente relatiri, BCV raman a fi principala cauza a deceselor la nivel
global, iar Republica Moldova se afld printre primele tari ale Europei in ceea ce priveste rata
mortalitatii provocata de aceste maladii;

2. frecventa sporita a evenimentelor cardiace la persoanele fara maladii cardiovasculare
evidente in antecedente pune in evidenta imposibilitatea depistarii patologiilor cardiovasculare in
stadiul preclinic;

3. modificarea expresiei genelor in diferite conditii caracterizeazd o stare fiziologica

specifica, iar Cunoasterea activitatii transcriptionale a genelor asociate bolilor cardiovasculare ar
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putea fi utila in intelegerea biologiei procesului patologic, clarificarea cilor etiologice, dar si in
prevenirea progresiei, invaliditatii si mortalitatii provocate de acestea;

4. o directie relativ noud in analiza transcriptomului este legata de sangele periferic, usor
accesibil, de la care pattern-ul molecular poate fi obtinut in conditii de siguranta. Obiectivul
principal al acestor studii este de a optimiza, intr-un test exact de expresie, panoul de gene
responsabile de boala, generate prin profiluri ARN din sange si de a le pune in aplicare in calitate
de instrumente de diagnostic molecular, pentru a determina trasaturile clinice pe baza de
semnaturi specifice expresiei genelor in sange.

Din aceste considerente, ne-am propus drept scop al studiului identificarea unor gene
candidat prin analiza exploratorie a datelor microarray si asocierea lor la nivel de expresie cu
cardiopatia ischemicd cu si fara fibrilatic atriald, cardiomiopatii primare si stenoza aortica
congenitala.

Pentru realizarea scopului au fost inaintate urmatoarele obiective:

1. identificarea genelor candidat in producerea unor patologii cardiovasculare, in baza
seturilor de date microarray din NCBI-GEO;

2. evaluarea expresiei genelor potential implicate in bolile cardiovasculare la copii si
adulti;

3. estimarea variabilitatii expresiei unor gene asociate cu patologia cardiovasculara;

4. stabilirea profilului de expresie a unui set de gene in anumite conditii patologice.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile in scopul identificarii si evaluarii activitatii transcriptionale a unor gene
candidat in producerea unor patologii cardiovasculare au fost efectuate in cadrul Centrului
Genetica Functionala, Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei, pe parcursul anilor 2012-
2015.

2.1. Materiale pentru cercetare

Cercetarea a fost structurata in doua etape de studiu:

— generarea ipotezelor de lucru si analiza exploratorie a seturilor de date microarray
stocate in baza de date NCBI-GEO, efectuatd in vederea identificarii genelor cu expresie
diferentiata in BCV. La aceastd etapa, in baza seturilor de date microarray selectate pentru
analizd au fost definite patologiile cardiovasculare, care vor servi drept puncte de reper in
evaluarea expresiei genelor prin gPCR.

— iInvestigatii molecular-genetice in vederea evaludrii expresiei genelor cu rol potential in
patologiile cardiovasculare: cardiopatie ischemica ci si farda fibrilatie atriala, cardiomiopatii
primare si stenoza aortica congenitala.

In continuare sunt descrise pe scurt materialul si metodele aplicate in studiul genelor
potential implicate in BCV, care sunt dependente si diferd in functie de scopul fiecirei etape de

studiu.

Platformele microarray — GEO

Utilizarea informatiilor obtinute in baza tehnicilor de inaltd performanta, privind expresia
genelor contribuie la sporirea intelegerii si explicarii mecanismelor patologice de baza. Aceste
informatii sunt accesibile pentru comunitatea stiintifica, fiind stocate in baze de date, cum ar fi
de exemplu NCBI-GEO [44].

In calitate de material de studiu pentru identificarea unor gene candidat, prin analiza
exploratorie a metadatelor experientelor microarray, au servit profilurile de expresie a genelor
potential implicate in BCV, stocate in baza de date Gene Expression Omnibuz (GEO), creata de
National Center for Biotechnology and Information (NCBI).

Baza de date GEO reprezinta o resursa accesibild, stocheaza un profil vast de informatii si
oferd o varietate largd de tipuri de date (microarray, RT-PCR, SNP etc.) privind estimarea

expresiei genelor [430].
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Oportunitatea investigarii profilurilor microarray stocate in baza de date GEO consta in
sistematizarea informatiei referitoare la genele implicate in bolile cardiovasculare, in scopul
evidentierii functiilor lor. Datele stocate sunt obtinute de catre toatd comunitatea stiintifica in
baza testelor de laborator, experimente in silico, in vitro, in vivo.

Acumularea informatiilor se face prin publicarea protocoalelor si a tabelelor cu valori de
expresie, care pot fi analizate independent si reanalizate in dependenta de scopurile proiectelor
de cercetare, toate acestea fiind liber accesate si usor manipulate.

Datele sunt structurate in diferite seturi, care reprezinta colectii de probe sau de experiente
si sunt denumite si notate in felul urmator [44]:

»GSM — Sample este echivalenta cu o proba biologica si se considera a fi un studiu
individual, repetitie biologica sau tehnica, de asemenea este stocat sumarul experientelor;

» GSE — Serie combina mai multe probe ce au fost cercetate conform unui scop comun de
studiu 1n cadrul unei experiente (set de date);

» GPL — reprezinta o Platformd, ce include toate seturile de probe inregistrate pe GEO,
corespunzitoare cu un anumit tip de chip de la un anumit producator.

Totodata, GEO ofera sisteme accesibile de gestiune, care asigurd accesul informatiilor de
interes, obtinerea si analiza datelor experimentale.

Ca rezultat, au fost selectate seturile de date ce corespund chipurilor microarray GPL570
Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array si GPL8300 Affymetrix Human Genome U95
Version 2 Array. Seturile de date microarray de pe aceste platforme au fost descarcate cu
ajutorul pachetului GEOquery din Bioconductor [84].

Pentru a completa informatiile obtinute, a fost utilizata baza de date NetAffx Analysis
Center care dispune de date suplimentare disponibile online privind sondele de pe chipurile
respective [428].

Rezultatele analizei exploratorii a profilurilor microarray selectate pentru realizarea
scopului studiului dat au servit drept premisa pentru selectarea materialului clinic de cercetare, in

vederea evaludrii expresiei unor gene cu rol potential in manifestarea maladiilor cardiovasculare.

Materialul clinic de cercetare

In calitate de material clinic de cercetare pentru testarea genelor potential implicate in
BCV au servit pacienti cu maladii cardiovasculare internati sau aflati la evidentd in IMSP
Institutul de Cardiologie, Departamentul si Laboratorul Stiintific Insuficienta Cardiaca Cronicd,
condus de dr. hab. st. med., prof. univ. Eleonora VATAMAN si in IMSP Institutul Mamei si
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Copilului, Clinica Pediatrie, Sectia Cardiologie, condusa de dr. hab. st. med., conf. univ. Ina
PALIL

Criteriile de selectie a pacientilor. Selectarea si recrutarea in studiu a pacientilor a fost
efectuata in baza criteriilor de includere si excludere. Toti participantii in studiu au semnat
consimtamantul informat, iar in cazul copiilor, acesta a fost semnat de catre parinti sau

reprezentatul legal al acestora.

Criterii de includere in studiu a subiectilor:

— pacienti cu varsta Cuprinsd intre 1 lunda — 18 ani in cazul CMP si aortopatiilor
congenitale;

— Ppacienti cu varsta >40 ani in cazul cardiopatiei ischemice cu si fara fibrilatie atriala;

— pacienti cu diagnoze deja confirmate, in conformitate cu ghidurile si protocoalele
actuale, de CPI, inclusiv in asociere cu FiA; CMP (dilatative si hipertrofice) si aortopatii
congenitale;

— pacienti cu diagnozele sus numite confirmate, insd fara asociere de alte maladii

genetice.

Criteriile de excludere a pacientilor au inclus:

— pacienti cu alte patologii concomitente grave (infectii severe, afectiuni renale, hepatice,
metabolice etc.);

— pacienti in stadiul terminal al insuficientei cardiace si cu functia de pompa a

ventriculului stang <30%.

Caracterizarea lotului de cercetare. Studiul molecular privind evaluarea expresiei
genelor identificate prin analiza exploratorie a datelor microarray s-a efectuat pe probe de sange
recoltate de la 69 de persoane, originare din Republica Moldova, dintre care 55 de pacienti cu
patologii cardiovasculare au alcatuit lotul de studiu (32 gen masculin si 22 gen feminin), iar 14
subiecti fara afectiuni cardiovasculare au constituit lotul de referinta (Figura 2.1).

Cercetarea fiind directionata de particularitatile de varsta a pacientilor si de tipul patologiei
cardiovasculare, s-a convenit de a diviza lotul de baza in:

— lotul de copii — a inclus 28 de pacienti cu varsta cuprinsa intre 0-18 ani, divizat in grupul
cardiomiopatii primare (CMP) si grupul stenoza aortica congenitala (SAo);
— lotul de adulti — a inclus 27 de pacienti cu varsta >40 ani, divizat in grupul cardiopatie

ischemica (CPI) si grupul cardiopatie ischemica in asociere cu fibrilatia atriala (CPI-FiA).
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Fig. 2.1. Structura lotului de cercetare.

Nota: CPI — cardiopatia ischemica; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atrial.

Ca urmare, lotul de comparatie a fost repartizat in doud grupuri: grupul Cc — material
prelevat de la subiecti, cu varsta cuprinsa intre 0 — 18 ani, care alcatuiesc lotul de comparatie
pentru copii; grupul Cm — material biologic colectat de la subiecti, cu varsta >40 ani, care

formeaza lotul de comparatie pentru adulti.

Tabelul 2.1.
Caracteristicile demografice si clinice ale loturilor studiate

Cardiopatie ischemica CPI n=14
Varsta medie/limite de varsta (ani) 62 (40-79)
3/ 2,n 8/6

S Cardiopatie ischemici asociata cu fibrilatia atriala CPI-FiA n=13

OF Virsta medie/limite de varsta (ani) 63 (51-78)

9 KR 716

|C_) Cardiomiopatii primare CMP n=13

L@ Virsta medie/limite de varsta (ani) 9 (0-18)

o I/ O n 8/5
Stenoza aortica congenitald SA0 n=15
Varsta medie/limite de varsta (ani) 11 (0-18)
3/%9,n 718

P Grupul de referinta copii Cc n=7

;' Varsta medie/limite de varstd (ani) 13 (0-18)

= 3/%9,n 3/4

Lﬁ'JL Grupul de referintd maturi Cm n=7

M Varsta medie/limite de varsta (ani) 37 (40-53)

Sl 9/ Q.n 0/7
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Caracteristicile demografice si clinice ale loturilor studiate sunt sumarizate in Tabelul 2.1:

— grupul CPI cuprinde 14 pacienti cu cardiopatie ischemica (8 & si 6 @), cu varsta
cuprinsa intre 40 — 79 de ani;

— grupul CPI-FiA s-a constituit din 13 subiecti (7 & si 6 Q) diagnosticati cu cardiopatie
ischemica in asociere cu fibrilatia atriald, cu varsta cuprinsa intre 51 — 78 de ani;

— grupul CMP a cuprins 13 pacienti (8 & si 5 Q) cu cardiomiopatii primare, avand varsta
cuprinsa intre 0 — 18 de ani;

— grupul SAo a inclus 15 pacienti (7 & si 8 Q) cu stenoza aorticd, cu varsta cuprinsa intre
0-18ani;

— grupul de comparatie Cc format din 7 persoane (3 & si 4 @), cu varsta cuprinsa intre 0 —
18 ani;

— grupul Cm format din 7 persoane (7 ¢), cu varsta cuprinsa intre 40 — 53 de ani.

Materialul biologic de cercetare

Materialul biologic folosit pentru evaluarea expresiei genice a cuprins probe de sange
colectat de la 69 subiecti inclusi in studiu.

Dupa consimtamantul scris al pacientului si/sau al reprezentantilor legali, personalul
medical competent, a recoltat cate 10 ml de sange venos de la fiecare subiect inclus in studiu.

Probele de sange au fost recoltate de la toti pacientii in tub vacutainer cu anticoagulant K-
EDTA, in acelasi interval orar (9-12) fiind procesat in conditii similare: liza eritrocitara, timp de
10 min cu solutie tampon de lizd a hematiilor, in proportiec de 1x5 volume (sénge/solutie
tampon), urmatd de centrifugare la 2100 rpm (rotatii per minut), 10 min, 4°C. Peletul format a
fost spalat cu solutie tampon PBS (Thermo Scientific, #28374) si centrifugat la 14 000 rpm, 30
sec, 4°C, iar fractia leucocitara imbogatita a fost utilizata pentru extragerea ARN-ului.

Colectarea probelor de sange si purificarea ARN-ului s-a efectuat in aceasi zi. Probele au
fost transportate si depozitate la 4°C pentru cel mult 5 ore de la colectare pand la initierea

procedurii de izolare a ARN-ului [81].

2.2. Metode de cercetare

Metode de analiza bioinformatica

In studiul de fatd au fost utilizate profilurile de expresie a genelor cu referire la patologiile
cardiovasculare, stocate in baza de date NCBI-GEO. Pentru extragerea si analiza datelor a fost
utilizat mediul de programare R [30, 34, 304].
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Seturile de date microarray au fost descarcate cu ajutorul pachetului GEOquery [84].
Studiul este bazat pe 2 platforme de tip Affymetrix.

Pachetele de adnotare folosite pentru chipurile respective sunt ,, hgu95av2.db - Affymetrix
954 versiunea 2 si pachetul , hgul33plus2.db - Affymetrix U133 plus 2.0” stocate pe
Bioconductor [432, 130].

Pentru completarea informatiilor obtinute privind sondele de pe chip, a fost utilizat
instrumentul NetAffy Analysis Center (Affymetrix). Cu ajutorul acestei surse au fost extrase
codurile de adnotare suplimentare din alte baze de date (spre exemplu portalul ExPaSy), care nu

sunt prezente in ,,hgu95av2.db” si ,,hgu133plus2.db”.

Analiza exploratorie a datelor microarray. Analiza exploratorie a datelor (Exploratory
Data Analysis - EDA) [382] reprezinta procesul de sumarizare a unui set de date, utilizand
informatii statistice numerice, tabele sau vizualizari grafice, servind la:

— evaluarea calitatii si exactitatii datelor,

— verificarea validarii unor ipoteze specifice, necesare pentru inferenta statistica,

— identificarea strategiilor adecvate de analiza statistica a seturilor de date.

Scopul EDA este de a spori gradul de intelegere a setului de date de catre analist, a
structurii acestuia, oferind in acelasi timp toate elementele specifice pe care cercetatorul ar dori

sa le extraga dintr-un set de date, cum ar fi [433]:

extragerea variabilelor importante,

— detectia valorilor extreme/exceptionale si a anomaliilor,

— estimarea parametrilor statistici,

— identificarea ipotezelor fundamentale pentru a fi apoi testate,

— formularea unor ipoteze privind cauzele fenomenelor observate,

— selectarea si sugerarea unor tehnici statistice potrivite analizei datelor disponibile,

— furnizarea cunostintelor privind colectarea ulterioara a datelor pentru cercetare sau

experimentare.

Analiza exploratorie a datelor include grafica statistica, transformarea/prelucrarea statistica
a datelor, identificarea observatiilor aberante, formularea ipotezelor referitoare la declansarea
demersului experimentelor statistice, determinarea estimatiilor robuste etc.

In acest context, studiul bioinformatic s-a realizat conform unei metodologii de extragere si
analiza a datelor de expresie, bazata pe tehnicile EDA [5], elaborata in cadrul Centrului Genetica

Functionala, UnASM (Figura 2.2).
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Fig. 2.2. Metodologia generala de realizare a analizei exploratorii a datelor microarray.

Metode de filtrare a datelor microarray. Pentru a inlatura efectele produse de diferentele
dintre tipurile de chipuri utilizate s-au aplicat metodele de analiza statistica primara si S-a recurs
la calcularea indicelui de expresie IE (1), ca raport dintre valoarea expresiei unei probe
moleculare in patologie (X2), fata de valoarea ei in stare normala (X;). Raportul obtinut se
logaritmeaza pentru a liniariza efectele de interdependentd a expresiei dintre gene si, totodata,
pentru a evidentia efectele produse de diminuare (semnul ,,-”) si sporire (semnul ,,+) a expresiei
genelor:

IE= logﬁ (1)
X

Filtrarea unei liste de date este o operatie prin care sunt selectate si extrase pentru analiza
inregistrarile din listd care corespund anumitor criterii de interes. In prezenta lucrare,
identificarea genelor candidat s-a efectuat in baza valorilor IE, fiind axata, in special pe genele
cu expresie diferentiatd, caracterizate prin valoarea absoluta a indicelui de expresie foarte inalta.
Pragul minimal de selectie a genelor respective a fost stabilit in urma analizei distributiei
valorilor IE si numarul de rezultate produse si prin estimarea legaturii intre ele prin coeficientul

de corelare Pearson (2):
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unde: n — marimea esantionului format din masuratori pereche (X,y);
Xj— masuratorile individuale ale variabilei X;
Yy; — masuratorile individuale ale variabilei y;
X — media aritmetica a variabilelor X;
y — media aritmetica a variabilelor y;
Sy — deviatia standard pentru valorile X;
Sy — deviatia standard pentru valorile y.

Coeficientul de corelatie poate lua valori cuprinse intre -1 si +l, adica satisface

inegalitatile: —1<r,, <1.

Validarea rezultatelor. Explorarea datelor este doar un prim stadiu de analiza, iar
rezultatele obtinute vor fi considerate cu titlu experimental atat timp cat nu sunt validate
alternativ. De exemplu, daca rezultatul aplicarii EDA sugereaza un anumit model, atunci acesta
trebuie validat, aplicandu-1 la alt set de date, testandu-i astfel calitatea predictiva.

Altfel spus, tehnicile EDA odata utilizate, rezultatele obtinute se verifica. Etapa data este
necesard pentru a demonstra corectitudinea metodologiei aplicate. In acest scop, initial a fost
important de a identifica acele gene pentru care deja a fost demonstrata implicarea in BCV sau
genele cu un potential mai probabil de implicare. Acestea reprezinta rezultatele pozitiv adevarate
obtinute si sustin corectitudinea metodologiei utilizate. Celelalte rezultate reprezinta genele cu
un potential de implicare in BCV inca nestabilit.

Simbolul si denumirea genelor sunt utilizate in conformitate cu Comitetul de

Nomenclaturd a Genelor (HUGO Gene Nomenclature Committee) [434].

Metode de biologie moleculara

Purificarea si determinarea calitatii si cantitatii ARN-ului. Extractia ARN-ului total din
sange s-a realizat folosind kitul GeneJET Stabilized and Fresh Whole Blood RNA #K0871
(Thermo Scientific) conform recomandarilor producatorului. ARN-ul a fost extras in aceeasi zi
cu recoltarea probelor.

Concentratia si puritatea ARN-ului total au fost estimate spectrofotometric, prin masurarea
absorbantei la 260 si 280 nm utilizand spectrofotometrul T60 UV-VIS (PG Instruments limited).

Integritatea si dimensiunea ARN-ului total purificat a fost verificata prin electroforeza in

gel de agaroza de 1% si colorare cu etidium bromid [139].
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Mostrele purificate de ARN total au fost depozitate in congelator la -80°C pana la

analiza expresiei genice.

Evaluarea nivelului de expresie a genelor prin Real-Time PCR. Expresia genelor
identificate prin analiza exploratorie a seturilor de date microarray a fost estimata utilizind PCR
cantitativ in timp real. RT-gPCR, se diferentiaza de tehnicile clasice de cuantificare, prin faptul
ca detectia are loc concomitent cu etapa de amplificare (de unde si denumirea Real-Time PCR),
astfel Incat produsul PCR este cuantificat in faza exponentiala.

Studiile efectuate anterior au demonstrat ¢ aceasta tehnica prezinta avantaje fata de PCR
cantitativ clasic, fiind astdzi acceptatd ca tehnica uzuala de cuantificare a acizilor nucleici [93].
minim a riscului de contaminare a produsilor de amplificare [65].

Tehnica Real-Time RT-PCR cantitativa cuprinde doua etape:

a) Revers-transcriptia ARN-ului total in ADN complementar monocatenar (ADNC)

ARN-ul total (0,6 pg/ul) a fost tratat cu DNase I, RNase-free #EN0521 30 min la 37°C.
ARN-ul tratat cu ADN-aza a fost utilizat in sinteza primei catene de ADNc folosind RevertAid
Reverse Transcriptase #£P0441 (Thermo Scientific).

Alinierea primerilor Oligo(dT)18 (Thermo Scientific) si random hexamer (Fermentas) s-a
efectuat timp de 5 minute la 65°C.

In etapa de transcriere inversia s-a utilizat mixul preparat conform recomandarilor
producatorului. Reverstranscriptia a fost efectuata la 25°C — 10 min, 45°C — 60 min si 70°C — 10
min.

b) Reactia de polimerizare in lant in timp real (Real-Time PCR)

Expresia genelor studiate a fost estimata utilizand PCR cantitativ in timp real in
amplificator cu detectia automata a fluorescentei DT-96 (DNA Technology, Rusia).

In aceastd etapa produsii PCR au fost sintetizati din ADNc utilizind Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific).

Pentru cuantificarea expresiei genelor de interes, a fost realizat design-ul primerilor
specifici (Tabelul 2.2).

Primerii utilizati au fost elaborati in baza secventelor transcriptilor cercetati stocate in baza
de date NCBI [435].

Identificarea secventelor nucleotidice ale primerilor specifici a fost realizata cu aplicarea
programului NCBI/ Primer-BLAST [416], iar verificarea acestora privind prezenta structurilor

secundare s-a efectuat prin OligoAnalyzer 3.1 [282, 437].
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Tabelul 2.2.

Caracteristica primerilor utilizati in studiu

Simbolul genei Nr. de acces Secventa 5' -> 3! Tm (°C) L., pb

NPPB NM_002521.2 F AAACGTCCGGGTTACAGGAGCA (22) 62.1 161
R TTTGCGGTGCCCACGGATG (19) 61.0

ELAVL1 NM_001419.2 F TCGTCAACTACCTCCCTCAGAACA (24) 62.7 112
R CTGTGTCCTGCTACTTTATCCCGAA (25) 430

ABCA1 NM_005502.3 F CCTTGTCCGGATGCTGTTGGA (21) 618 120
R ACATCCTCTGGGTGCTTGGC (20) 61.4

IL8 NM_000584.3 F CAGCTCTGTGTGAAGGTGCAGTT (23) 62.4 128
R TGGTCCACTCTCAATCACTCTCAGT (25) 630

INHBA NM_002192.2 F GTTTGCCGAGTCAGGAACAGC (21) 61.8 159
R TGCTGGAAGAGGCGGATGGT (20) 61.4

JAK2 NM_004972.3 F CGAGGGATGTGAGTGGGAGCT (21) 63.7 180
R GCTTCTGAAACCGGCTACACAGA (23) 62.4

LPA NM_005577.2 F GACACACTTTCTGGGCACTGCT (22) 62.1 100
R CTTTGCTCAGGTGCTGCTGATTTC (24) 62.7

THBS1 NM_003246.2 F GCACCAACCGCATTCCAGAGTC (22) 64.0 179
R TTGGAACTTGTCATCAGGCACAGG (24) 2.7

SCD NM_005063.4 F TGTTCGTTGCCACTTTCTTGCGAT (24) 61.0 151
R CCCTCACCCACAGCTCCAAGT (21) 637

TIMP1 NM_003254.2 F TCCAGCGCCCAGAGAGACAC (20) 635 170
R AACTTGGCCCTGATGACGAGGT (22) 62.1

TNFRSF11B  NM_002546.3 F GCGCTCGTGTTTCTGGACATCT (22) 62.1 .
R GCACACGGTCTTCCACTTTGC (21) 61.8

SSPN NM_005086.4 F CGGGATGTGACGGACTGTACCA (22) 64.0 97
R ACAAGCACACAAGGCCGCAG (20) 61.4

ITGB1 NM_002211.3 F GGCATCCCTGAAAGTCCCAAGTG (23) 64.2 80
R ACACGCCCTTCATTGCACCTG (21) 61.8

ITGBL1 NM_001271754.1 F TGCCAGGGAAGCTCGGATCT (20) 61.4 134
R AGGTCTTCACAGCGGCGATCA (21) 618

CYP2C8 NM_001198855.1  F CGGCGTTTCTCCCTCACAACC (21) 63.7 176
R ACAACGGAGCAGATCACATTGCAG (24) g2.7

CYP4B1 NM_001099772.1  F GGACAGCAGCTACTACCTTGCA (22) 62.1 177
R GCCTTCCGCTCCCTGATGAC (20) 635

KRT19 NM_002276.4 F TCCAGATGAGCAGGTCCGAG (20) 61.4 101
R GTCTTCCAAGGCAGCTTTCATG (22) 60.3

HAS1 NM_001523.2 F TTGCAGCAGTTTCTTGAGGC (20) 57.3 125
R CTGGAGGTGTACTTGGTAGCA (21) 59.8

RGS1 NM_002922.3 F CCAAGGATGTACTTTCTGCTGCT (23) 60.6 147
R CACAAGCCAGCCAGAACTCA (20) 59.4

GAPDH NM_002046 F TGCACCACCAACTGCTTA (18) 53.7 175
R GGATGCAGGGATGATGTTC (19) 567

Notad: F — secventa nucleotidica sens; R — secventa nucleotidica antisens; in paranteze rotunde ( ) este indicata
lungimea secventei primer-ului; Tm — temperatura de denaturare; L — lungimea ampliconului; pb — perechi de baze.
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Amplificarea Real-Time PCR s-a realizat in volum de 15 pl, prin programul automat de
amplificare cu urmatorul regim: 95°C — 10 min; 5 cicluri la 95°C — 15 s, 64°C — 20 s; 40 cicluri
95°C — 15 s, 60°C — 40 s; 40 cicluri 65°C — 15 s. Fluorescenta s-a detectat in decursul elongarii.
Lipsa amplificarii produselor nespecifice si formarii primerilor dimerizati a fost confirmata prin
analiza curbelor de topire si electroforeza in gel de 1,4 % agaroza.

Pentru fiecare proba de ARN reactia a fost montata in trei repetari analitice. Determinarea
cantitativa a ARN-ului s-a realizat la toti pacientii inclusi in studiu.

In calitate de geni de referinti s-a utilizat gena GAPDH (gliceraldehid 3-fosfat
dehidrogenaza, numarul de acces in baza de date NCBI: NM_002046).

Cuantificarea relativa a fost calculata folosind metoda ACT si AACt [219], iar rezultatele
au fost exprimate in unitdti conventionale (un.c.) si fold change — raport de modificare a
expresiei [297].

Pentru clasificarea si caracterizarea modificarii expresiei genelor in conditii de patologie
fata de referintd, s-a utilizat modelul propus de Xu si colaboratorii (Tabelul 2.3), fiind adaptat
conditiilor cercetdrilor noastre. Acest model este aplicat pentru a defini nivelul general de

supraexpresie, subexpresie sau lipsa unor schimbari privind expresia genelor de interes.

Tabelul 2.3
Clasificarea genelor in functie de activitatea transcriptionala [411]
SUPRAEXPRESIE 1 SUBEXPRESIE | FARA SCHIMBARI
(P>R) (P<R) (P=R)
Expresia genelor in P fata de R este definita prin:
+1 (1.0 -5 ori) Slaba -1 (1.0-5ori) Slaba
+2 (5.1-100ri)  Moderata -2 (51-10o0ri)  Moderata <10
+3 (10.1-20ori) Puternica -3 (10.1-20ori) Puternica '
+4 (> 20 ori) Foarte puternica | -4 (>20 ori) Foarte puternica

Nota: P — patologie; R — referinta (fara patologie).

Metode statistice de prelucrare a datelor. Rezultatele obtinute au fost supuse prelucrarii
statistice, prin utilizarea metodelor de analizd variationald si descriptivd, ce implica calcularea
urmitorilor parametri: media aritmeticd (X), mediana, dispersia esantionului (%), deviatia
standard (S), eroarea standard pentru valorile medii, coeficientul de variatie (CV), amplitudinea
absoluta a variatiei (Ax), estimarea intervalului de confidenta (CI) de 99%, precum si a indicelui
de probabilitate ,,p” etc. [18].

Pentru estimarea diferentelor semnificative privind expresia genelor s-a aplicat testul

statistic non-parametric Mann-Whitney, recomandat in cazul cand valorile nu sunt distribuite
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Gaussian [14, 87]. O diferenta veridica se atesta daca coeficientul de semnificatie statistica ,,p”
a acestui test are valori mai mici de 0,05 (5%).

Variabilitatea expresiei genelor a fost definita prin coeficientul de variatie, cu pragul de
trecere de la omogenitate la eterogenitate de CV>35% [68]. A fost utilizat parametrul intervalul
de variatie definit prin raportul dintre valoarea maxima a expresiei relative a genei la valoarea
minima (Xmax/Xmin) [88, 391].

Datele au fost prelucrate statistic cu ajutorul programelor de calculator: InfoStat (versiunea
2016, InfoStat Group, Universiy Cordoba, Argentina), Microsoft Excel (versiunea 2013), mediul

de programare statistica ,,R” (versiunea 2.15.0).

2.3. Concluzii la capitolul 2

1. In baza unei metodologii de analizi exploratorie a datelor de expresie microarray, stocate
in baza de date NCBI-GEOQ, pentru identificarea genelor asociate patologiilor cardiovasculare au
fost selectate platformele GPL570 (Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array) si
GPLB8300 (Affymetrix Human Genome U95 Version 2 Array).

2. Aplicand seturile de date microarray selectate au fost definite patologiile cardiovasculare
(stenoza aortica, cardiomiopatii primare, fibrilatia atriald si cardiopatia ischemica), care au servit
puncte de reper pentru trierea subiectilor in vederea evaluarii expresiei genelor prin qPCR.

3. In vederea identificarii si evaludrii expresiei genelor potential implicate in BCV au fost
utilizate urmatoarele metode: analiza exploratorie a datelor microarray stocate in baza de date
NCBI-GEO, filtrarea si validarea rezultatelor obtinute, extragerea ARN-ului total din sange,
spectrofotometria si electroforeza in gel de agaroza a ARN-ului, RT-PCR, PCR cantitativ,
metode statistice de prelucrare a datelor, softuri specializate pentru elaborarea si validarea
primerilor.

4. Metodologia generald a cercetdrii stiintifice este prezentatd in Figura 2.3.
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Fig. 2.3. Metodologia utilizata in studiul genelor potential implicate in bolile cardiovasculare.
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3. ANALIZA EXPLORATORIE A GENELOR CANDIDAT iN MANIFESTAREA
UNOR PATOLOGII CARDIOVASCULARE

O perioada indelungata, cercetarile in domeniul biologiei moleculare au fost limitate in
ceea ce priveste determinarea si cuantificarea expresiei genelor, insa dezvoltarea tehnologiei
microarray a permis analiza simultand a expresiei @ mii de gene in diferite conditii.

Studiul comparativ al datelor de expresie microarray reprezintd o cale eficienta pentru
explicarea mecanismelor moleculare ce stau la baza proceselor biologice normale si/sau
patologice, oferind o noua abordare in studierea bolilor cardiovasculare.

Prin analize exploratorii sunt selectate cele mai potrivite instrumente statistice, care permit
validarea ipotezelor referitoare la diverse fenomene, prin sumarizarea datelor, utilizand
informatii numerice, tabele sau vizualizari grafice. Studiile explorative sporesc gradul de
intelegere a unui set de date si ofera cercetatorului conditii suplimentare de selectare si

manipulare a informatiei in dependenta de scopul propus.

3.1. Identificarea genelor candidat in manifestarea patologiilor cardiovasculare

Integrarea cunostintelor obtinute prin tehnologiile de tip array, in diferite laboratoare, prin
aplicarea diferitor metode de extragere a datelor, induc o serie de erori. Din acest considerent, la
inregistrarea seturilor in resursa NCBI-GEO este importantd indicarea tuturor informatiilor

suplimentare care reprezinta metadate importante pentru analizele exploratorii.

GSE1145 A% 5/0CONDUCTOR ) . 4
GE% GSE4172 . Valori de expresie @,:9,.% ”
Metadate Uy, 2
GSE14975 —_— zq?

GSE18608

Lista finali de Filtrarea datelor
gene Calcularae 1IE

Compararea g
listelor de gene J BIO conductor

S ® affymetrix Extragerea
e o v o

alidarea NetAffx™ adnotarilor

v ene oricony F@ZUItatelor

Fig. 3.1. Strategia de determinare a genelor candidat in producerea patologiilor cardiovasculare
prin analiza metadatelor experientelor microarray [202].
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Utilizarea metadatelor reprezinta unul dintre obiectele de studiu in bioinformatica, in
contextul in care aceste metode conduc la avansarea conceptelor biologice. Informatiile
disponibile pot fi valorificate in momentul in care se cunoaste structura lor, a instrumentelor prin
care ele pot fi integrate si analizate, sau in cazul in care se aplicd o prelucrare statistica
corespunzatoare pentru selectarea rezultatelor [1].

In studiul expresiei genelor, metadatele sunt indispensabile pentru identificarea datelor
specifice, descarcarea seturilor cu date de interes si interpretarea rezultatelor, contribuind la
obtinerea cunostintelor ce conduc la generarea de rezultate si ipoteze, care pot fi testate prin
metodele analizei exploratorii.

Identificarea genelor candidat in manifestarea bolilor cardiovasculare s-a realizat in baza
metodologiei de analizi a metadatelor experientelor microarray [5, 202], adaptatd conform

structurii si a metadatelor seturilor de interes analizate in studiul respectiv (Figura 3.1).

Investigarea platformelor si selectarea seturilor de date microarray. In baza de date
NCBI-GEO au fost analizate peste 3400 platforme (GPL) referitoare la testele efectuate pentru
Homo sapiens, dintre care au fost selectate in baza descrierii experimentelor, doar platformele ce
contin date de expresie a genelor implicate in diferite patologii cardiovasculare. GPL-urile
identificate au fost produse de diferite companii: Affymetrix, Agilent Technologies, Illumina Inc.
etc. (Figura 3.2).

= Affymetrix

= Agilent Technologies

= |llumina Inc.

= BD Biosciences Clontech
= SuperArray

m Applied Biosystems

“ LC sciences

“ Altele

Fig. 3.2. Investigarea profilurilor de expresie microarray.

Pentru studiul genelor implicate in bolile cardiovasculare au fost selectate doua platforme
produse de Affymetrix: GPL 83000 — Affymetrix Human Genome U95 Version 2 Array si
GPL570 — Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array, care contin aproximativ 12 mii si,
respectiv, 54 mii gene (Figura 3.3.).
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Fig. 3.3. Platformele microarray selectate pentru identificarea genelor potential implicate in
patologiile cardiovasculare [19].

Chipurile Affymetrix, elaborate in baza informatiilor obtinute in urma secventierii
genomului uman, sunt generate pentru a acoperi numarul maximal de gene testate a unui genom,
spre deosebire de cele Illumina sau altele care se axeazad preponderent pe polimorfismul
punctiform. Totodata, metodologia de analiza si informatiile privind adnotarea genelor prezente
pe chip este bine dezvoltata si utilizata pe larg in cercetarile biomedicale.

Dintre toate platformele analizate, GPL570 si GPL8300 contin cel mai mare numar de
seturi de date si probe biologice (2 174 GSE, 60 356 GSM, respectiv, 277 GSE, 4957 GSM).

Filtrarea ulterioara a celor peste 2400 GSE a permis selectarea pentru cercetare a 4 seturi
de date cu referintd la bolile cardiovasculare: GSE4172, GSE1145, GSE14975, GSE18608
(Tabelul 3.1).

Pentru GSE4172 a fost selectat intregul set de date (n=12), dintre care 4 GSM control:
GSM94870, GSM94855, GSM94854, GSM94831 si 8 GSM de la pacientii cu cardiomiopatie
dilatativa inflamatorie: GSM94843, GSM94842, GSM94841, GSM94840, GSM94839,
GSM94838, GSM94837 si GSM94836.

Pentru GSE14975 a fost selectat intregul set de date (n=10), dintre care 5 GSM control:
GSM373961, GSM373962, GSM373963, GSM373964, GSM373965 si 5 GSM de la pacientii cu
fibrilatie atriala: GSM373956, GSM373957, GSM373958, GSM373959, GSM373960.

Pentru GSE18608 din 24 GSM au fost selectate 11 GSM, inclusiv 4 GSM control:
GSM462631, GSM462630, GSM462629, GSM462628 si 7 GSM de la pacienti cu CPI:
GSM462626, GSM462624, GSM462622, GSM462620, GSM462618, GSM462616,
GSM462614.

Pentru GSE1145 au fost selectat intregul set de date (n=107), dintre care 17 GSM (inclusiv
4 GSM control, 13 GSM patologie) au fost selectate de pe GPL8300: GSM25797, GSM25798,
GSM25799, GSM25800, GSM25784, GSM25785, GSM25786, GSM25787, GSM25788,
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GSM25789, GSM25790, GSM25791, GSM25792, GSM25793, GSM25794, GSM25795,
GSM25796 si 90 GSM (inclusiv 10 GSM control, 80 GSM patologii) au fost selectate de pe

GPL570:

GSM18448,
GSM18425,
GSM18432,
GSM18478,
GSM18485,
GSM25805,
GSM25812,
GSM25819,
GSM25827,
GSM25834,
GSM25841,

GSM18442,

GSM18449,
GSM18426,
GSM18433,
GSM18479,
GSM18486,
GSM25806,
GSM25813,
GSM25820,
GSM25828,
GSM25835,
GSM25842,

GSM18443,

GSM18450,
GSM18427,
GSM18434,
GSM18480,
GSM18487,
GSM25807,
GSM25814,
GSM25821,
GSM25829,
GSM25836,
GSM25843,

GSM18444,

GSM18451,
GSM18428,
GSM18435,
GSM18481,
GSM25801,
GSM25808,
GSM25815,
GSM25822,
GSM25830,
GSM25837,
GSM25844,

GSM18445,

GSM18422,
GSM18429,
GSM18436,
GSM18482,
GSM25802,
GSM25809,
GSM25816,
GSM25823,
GSM25831,
GSM25838,
GSM25845,

GSM18446,
GSM18423,
GSM18430,
GSM18452,
GSM18483,
GSM25803,
GSM25810,
GSM25817,
GSM25825,
GSM25832,
GSM25839,
GSM25846,

GSM18447,
GSM18424,
GSM18431,
GSM18477,
GSM18484,
GSM25804,
GSM25811,
GSM25818,
GSM25826,
GSM25833,
GSM25840,
GSM25847,

GSM25848, GSM25849, GSM25850, GSM25851, GSM25852, GSM25853, GSM25854.

Tabelul 3.1.
Descrierea succinta a seturilor de date selectate pentru studiul genelor implicate in BCV

Codul GEO pentru

Nr.de probe
control patologie

Titlul setului de
date

Changes in cardiac
transcription

Sumarul experientei

setul de date  platforma

Rezultatele studiului ofera date

GPL8300 . despre profilul de expresie a 4 13

GSE1145 GPL570 2;%2,'{65 b;z;?tht genelor in stenoza aortica si 10 80

failure y diferite subtipuri de cardiomiopatii

Racl-Induced

g?g\?ﬁﬁtg ecl;lrssue A fost studiata transductia
GSE14975 GPL570 requlates Connexin semnalelor in remodelarea atriala, 5 5

) care contribuie la patogeneza
[20] 43gand N-Cadherin tribuie la pat
C . fibrilatiei atriale

Expression in Atrial

Fibrillation

Transcriptional

Erg?ggg gfells in Au fost identificate genele
GSE18608 GPL570 Coronary Arter expresate diferentiat in celulele 7
[216] Disease Zn d Eff); ofs CD133+ la pacientii cu cardiopatie

of Exercise on Gene ischemica

Expression

Gene expression Prin studiile de GWAS, au fost
GSEA4172 GPL570 profiling of human obtinute profilurile de expresie 4 8
[406] inflammatory pentru diferite subtipuri de

Cardiomyopathy cardiomiopatii

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25790
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25790
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25794
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18442
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18447
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18423
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18429
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM18487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25804
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25806
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25810
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25811
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25813
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25815
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25822
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25825
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25826
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25832
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25833
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25835
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25842
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25844
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25846
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25847
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSM25853

Pentru analizele ulterioare, GSE1145 de pe chipul GPL570 a fost comasat cu GSE4172,
care contine valorile de expresie a genelor asociate cu diferite tipuri de cardiomiopatii.
Pentru fiecare din cele 4 GSE selectate din baza de date NCBI-GEO au fost extrase GSM,

care descriu datele de expresie a genelor implicate in diferite patologii cardiovasculare (Figura

3.4).
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Fig. 3.4. Patologiile cardiovasculare incluse in seturile de date microarray selectate pentru
identificarea genelor candidat [19].

Analiza seturilor de date microarry. Valorile de expresie pentru fiecare set de date au
fost descarcate din baza de date NCBI-GEO cu ajutorul pachetului GEOquery [84]. Din
considerentul ca fisierele cu date microarray sunt voluminoase, iar conexiunea la Internet uneori
este instabild si cu vitezad joasd, rapiditatea analizei este de obicei intr-0 situatie critica. Prin
urmare, fisierele au fost identificate si stocate local pe calculatorul de lucru.

Toate probele au fost realizate in mai multe repetitii biologice, ce a necesitat calcularea
mediei replicarilor pentru fiecare proba. Astfel, aceste valori pot fi comparate intre ele pentru a
evidentia expresia unei gene in probe moleculare patologice, fata de valoarea ei in stare normala.

Pentru estimarea efectului dat, valorile au fost transformate in indice de expresie (IE), ce
reprezintd logaritmul raportului dintre valoarea expresiei in patologie fata de control. Indicele de
expresie a fost utilizat drept criteriu pentru stabilirea genelor de interes. Acestea se considerau
genele cu expresie diferentiata, la care magnitudinea modificarii expresiei a fost destul de mare.

In baza IE au fost obtinute listele de gene pentru fiecare set de date. Pentru a stabili
valoarea pragului de identificare a genelor cu expresie diferentiatd a fost analizatd asocierea
valorilor IE cu numarul de rezultate filtrate definite ca diferentiat expresate (Figura 3.5).

Gradul de asociere, exprimat prin coeficientul de corelare, demonstreaza o interdependenta
puternica negativa, ce semnifica ca odata cu marirea pragului IE se miscsoreaza numarul de gene
filtrate. In acest context, apare pericolul de a obtine liste nule, fird careva gene asociate cu o
anumita stare patologica.

Astfel, a fost stabilit empiric pragul pentru IE > 1, ceea ce semnifica modificarea expresiei

genei de cel putin 2 ori in cazul patologiei. Valorile pozitive releva sporirea expresiei genelor in
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cazul patologiei, iar valorile negative denota diminuarea expresiei acestora. Totodata, pentru

fiecare din patologii a fost posibil de a identifica un numar diferit de gene potential specifice.
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Fig. 3.5. Corelarea dintre indicile de expresie si numarul de gene filtrate.

Codurile de adnotare ale genelor care au depasit pragul de selectare au fost extrase
utilizand instrumentul NetAffy Analysis Center (Affymetrix) si Bioconductor. Pentru genele care
nu au fost adnotate in bazele de date, in studiu s-a utilizat codul de acces de pe chipul selectat. in
calitate de identificator universal a fost utilizat codul unic de acces atribuit secventelor din

sistemul Entrez al Portalului NCBI.

Validarea rezultatelor. Validarea implicarii in BCV a genelor, care au depasit pragul
IE>1 a fost realizata prin utilizarea listelor de gene prioritar implicate si, respectiv, potential
implicate in patologiile CV, elaborate de Cardiovascular Gene Ontology Annotation Initiative,
care reprezintd o colaborare intre University College London si European Bioinformatics
Institute (EBI), finantata de British Heart Foundation [429].

Conform Cardiovascular GO Annotation Initiative numarul genelor asociate patologiilor
cardiovasculare este de aproximativ 4000 [431], dintre care 247 sunt prioritar implicate, iar restul
sunt gene cu rol potential in BCV [426].

Ontologia genelor (OG) reprezinta standardul stabilit pentru adnotarea functionald a
genelor. Utilizarea OG in organizarea literaturii stiintifice si integrarea rezultatelor obtinute prin
experimentele high-throughput de inalta calitate, asigurd crearea unei resurse bogate de
informatii pentru comunitatea stiintificd. Aceasta permite cercetatorilor sa evalueze rapid si sa
interpreteze datele existente, dar si sa genereze ipoteze pentru ghidarea studiilor ulterioare.

Peste 4000 de gene asociate cu patologiile cardiovasculare au fost identificate ca tinte
pentru adnotare cu termenii OG. Din aceastd listd extinsd de gene asociate cu bolile

cardiovasculare, o parte sunt in curs de prioritizare pentru adnotare, pe baza unor criterii cum ar
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fi volumul literaturii biomedicale disponibile, implicarea in procesele cardiovasculare si a
solicitarilor din partea comunitatii stiintifice din domeniul cardiovascular.

Etapa de validare a datelor filtrate conform IE>1 a permis identificarea si stabilirea genelor
cu rol potential si prioritar in patologiile cardiovasculare (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2.
Analiza seturilor de date microarray

Numairul de gene .
Nr. total de Indice de

probe Cu expresie Cu expresie fara potential prioritar expresie (1E
diminuata ,,-” sporita ,,+” adnotare implicate in BCV implicate in BCV

GSE18608, GPL570, cardiopatia ischemica

975 541 434 255 147 12 -3,14-2,23
GSE14975, GPL570, fibrilatia atriala

4542 2601 1941 1634 458 36 -3,93 4,77
GSE1145, GPL8300, stenoza aortica

482 253 229 57 156 14 -2,89 -3,93
GSE4172/1145, GPL570, cardiomiopatii

89 62 89 62 14 1 -5,01 - 3,22
6088 3457 2663 2008 775 63 Total

S-a constatat cd numarul de gene neafectate sau putin afectate in cazurile patologice a fost
de cel putin 60000, iar celelalte, cca 6000, reprezinta gene candidat in manifestarea BCV, dintre
care 3457 sunt gene cu expresie diminuatd si 2663 cu expresie sporitd. IE pentru aceste gene
variaza intre -5,01 si 4,77. Conform Cardiovascular GO Annotation Initiative, dintre cele 6088

de gene candidat, 775 sunt potential si 63 sunt prioritar implicate in BCV.

3.2. Stabilirea genelor cu expresie diferentiata in bolile cardiovasculare

In timpul aparitiei si progresiei bolii, au loc importante schimbari la nivelul expresiei
genelor. Prin compararea profilurilor de expresie a genelor in diferite conditii, pot fi identificate
gene individuale sau comune cu rol important in etiologia bolii. In studiul dat, genele cu expresie
diferentiatd se considera a fi acelea care manifestd activitate transcriptionald sporitd intr-un caz
si, respectiv, diminuatd in alt caz. In vederea identificarii genelor cu expresie diferentiatd in
patolgiile CV, in Figura 3.6. este reprezentata schematic modalitatea de comparare intre ele a
listelor de gene prioritar si, respectiv, potential implicate, determinate pentru fiecare GSE,
respectiv GSE18608 — cardiopatie ischemica, GSE14975 — fibrilatia atriala, GSE1145 — stenoza
aorticd, GSE4172/1145 — cardiomiopatii.
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Fig. 3.6. Modalitatea de comparare a listelor de gene atribuite seturilor de date microarray
selectate.

In rezultatul comparirii listelor de gene selectate pentru FiA si CMP (Tabelul 3.3), s-a
constatat ca in ambele patologii genele IL8, THBS1 si SLC6A6 prezinta diminuarea expresiei, iar
genele SSPN si ITGBL1 — cresterea expresiei.

Tabelul 3.3.
Compararea listelor de gene obtinute pentru fibrilatia atriala si cardiomiopatii

Nr. de acces Entrez Simbolul genei Indice de expresie
3576 IL8 Negativ
7057 THBS1 Negativ
6533 SLC6A6 Negativ
8082 SSPN Pozitiv
9358 ITGBL1 Pozitiv

Aceste gene pot fi recomandate in calitate de indicatori in diagnosticul molecular al
fibrilatiei atriale si cardiomiopatiilor fata de celelalte patologii cardiovasculare prin valori inalte
ale expresiei genelor SSPN si ITGBL1 si a diminuarii expresiei genelor IL8, THBS1 si SLC6A6 in
cazul ambelor patologii.

Pentru fibrilatia atriala si stenoza aortica au fost identificate 8 gene cu expresie sporita
(IL12RB2, LEF1, PCK1, MYHS8, RBP4, SPOCK3, JAK2, PTGER3) si 6 gene cu expresie
diminuata (KYNU, TLR6, LPA, MATN3, HBB, CYP4F11, Tabelul 3.4).
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Genele CYP3A7, MET, ITGB6, GAD2 si IHH posedd o manifestare nespecificd pentru
fibrilatia atriald si stenoza aortica, din care cauzd nu pot fi utilizate in calitate de biomarkeri in

diagnosticul molecular.

Tabelul 3.4.
Compararea listelor de gene obtinute pentru fibrilatia atriala si stenoza aortica

Nr. acces Simbo!ul Nr. acces Simbo!ul IE ~ Nr. acces Simbol_ul

Entrez geneli Entrez geneli Entrez genei

1056 CEL -+ 10631 POSTN +/- 4626 MYH8 Pozitiv
1305 COL13A1 +/- 3036 HAS1 -+ 5950 RBP4 Pozitiv
1551 CYP3A7 -[+* 5996 RGS1 -+ 50859 SPOCK3 Pozitiv
1580 CYP4B1 -+ 6299 SALL1 +/- 3717 JAK?2 Pozitiv
4879 NPPB -+ 6319 SCD +/- 5733 PTGER3 Pozitiv
2263 FGFR2 -/+ 23428 SLC7A8 -+ 8942 KYNU Negativ
4233 MET -[+* 6781 STC1 +/- 10333 TLR6 Negativ
3694 ITGB6 -[+* 7076 TIMP1 -+ 4018 LPA Negativ
2572 GAD2 +[-* 3595 IL12RB2  Pozitiv 4148 MATN3 Negativ
3549 IHH -[+* 51176 LEF1 Pozitiv 3043 HBB Negativ
3880 KRT19 -/+ 5105 PCK1 Pozitiv 57834 CYP4F11 Negativ

Nota: ,,*” — gene cu manifestare nespecifica in patologiile date; IE — indice de expresie.

Genele CEL, COL13A1, CYP4B1, NPPB, FGFR2, KRT19, POSTN, HAS1, RGS1, SALL1,
SCD, SLC7AS8, STC1 si TIMP1 prezintd expresie diferentiatd pentru patologiile date, inclusiv
genele CEL, CYP4B1, NPPB, FGFR2, SCD si SLC7A8 manifesta sporirea expresiei pentru
fibrilata atriald si, respectiv, diminuarea expresiei In stenoza aortica, iar COL13A1, KRT19,
POSTN, HAS1, RGS1, SALL1, STC1 si TIMP1 prezintd sporirea expresiei in stenoza aortica si
diminuarea expresiei in fibrilatia atriala. Aceasta ar permite utilizarea lor in calitate de indicatori
moleculari pentru diferentierea fibrilatiei atriale fatd de stenoza aortica, fibrilatiei atriale si a
stenozei aortice fata de cardiomiopatii si cardiopatie ischemica.

Etapa de comparare a listelor de gene obtinute pentru stenoza aortica si cardiomiopatii a
permis identificarea doar a genei TNFRSF11B care prezinta expresie sporita pentru stenoza
aorticd si diminuata pentru cardiomiopatii (Tabelul 3.5).

In cazul sporirii expresiei genei TNFRSF11B, se manifesta stenoza aortica, iar in cazul in

care expresia genei date este diminuata, are loc dezvoltarea unei cardiomiopatii.

Tabelul 3.5.
Compararea listelor de gene obtinute pentru stenoza aortica si cardiomiopatii
Nr. de acces Entrez Simbolul genei Indice de expresie
4982 TNFRSF11B +/-
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In acest context, gena TNFRSF11B poate fi utilizatd in calitate de indicator molecular al
stenozei aortice fatd de cardiomiopatie, stenozei aortice si cardiomiopatiei fatd de fibrilatia
atriala si cardiopatie ischemica.

In cazul stenozei aortice si a cardiopatiei ischemice s-au identificat 2 gene cu expresie
sporita (KIF11 si POSTN) si o gena cu expresie diminuatd (ESR1) pentru ambele patologii
(Tabelul 3.6). Aceste gene pot fi recomandate pentru diagnosticul molecular al stenozei aortice si
cardiopatiei ischemice fata de celelalte 2 patologii cardiovasculare.

Totodata, 2 gene (CYP2C8 si ELAVL1) pot fi recomandate pentru diferentierea stenozei
aortice fata de cardiopatia ischemica, datorita faptului ca expresia genei CYP2C8 creste in cazul
stenozei aortice si scade in cazul cardiopatiei ischemice, iar a genei ELAVL1 scade in stenoza

aortica si sporeste in cardiopatia ischemica.

Tabelul 3.6.
Compararea listelor de gene obtinute pentru stenoza aortica si cardiopatia ischemica
Nr. de acces Entrez Simbolul genei Indice de expresie
1558 CYP2C8 +/-
1994 ELAVL1 -[+
2099 ESR1 Negativ
3832 KIF11 Pozitiv
10631 POSTN Pozitiv

La aceastd etapa au fost identificate 3 gene (ABCA1, ACOX1, NCL) cu expresie sporita
pentru cardiopatia ischemica si fibrilatia atriald, 5 gene (CACNB2, CAMK4, COX4NB, LOX,
PPOX) cu expresie diminuatd in ambele patologii si 7 gene (ACSBG1, INHBA, ITGB1, NEUS,
POSTN, THBS1, UPB1) cu expresie diferentiata pentru patologiile in cauza (Tabelul 3.7).

Tabelul 3.7.
Compararea listelor de gene candidat pentru cardiopatia ischemica si fibrilatia atriala

Nr. de acces Simbolul genei Indice (_1e Nr. de acces Simbolul genei Indice Qe
Entrez expresie Entrez expresie
23205 ACSBG1 -+ 19 ABCA1 Pozitiv

933 CD22 -[+* 5151 ACOX1 Pozitiv
3624 INHBA +/- 57697 NCL Pozitiv
3688 ITGB1 +- 783 CACNB2 Negativ
10825 NEU3 +- 814 CAMK4 Negativ
10631 POSTN +- 10328 COX4NB Negativ
7057 THBS1 +/- 4015 LOX Negativ
51733 UPB1 -+ 5498 PPOX Negativ

Nota: ,, *” — gene cu manifestare nespecifica in patologiile date.
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Genele ACSBG1 si UPBL1 se disting prin expresie diminuata in cardiopatia ischemica si
sporitd 1n fibrilatia atriala, iar genele INHBA, ITGB1, NEU3, POSTN si THBS1 manifesta
expresie majord in cardiopatia ischemica si redusa in fibrilatia atriald, ceea ce ne permite sa
constatdm ca aceste gene pot fi recomandate pentru diferentierea patologiilor mentionate intre
ele, cat si diagnosticul lor individual fata de celelalte patologii.

Gena CD22 are o manifestare nespecifica in aceste doud patologii, avand expresie sporita
in cardiopatia ischemica si expresie atat sporitd, cat si diminuata in fibrilatia atriald, ceea ce ne
indica ca gena data nu poate fi utilizata in diferentierea patologiilor analizate.

Compararea genelor validate pentru cardiopatia ischemica si cardiomiopatii a permis
identificarea genei THBS1, ce prezinta expresie sporita in primul caz si expresie diminuata in cel
de-al doilea caz (Tabelul 3.8).

Gena THBS1 poate fi recomandata pentru diagnosticul molecular diferentiat al cardiopatiei
ischemice fata de cardiomiopatii si a cardiopatiei isChemice si cardiomiopatiilor fata de celelalte
patologii cardiovasculare.

Tabelul 3.8.
Compararea listelor de gene candidat pentru cardiopatia ischemica si cardiomiopatii

Nr. de acces Entrez Simbolul genei Indice de expresie

7057 THBS1 +/-

Generalizand etapa de comparare a listelor de gene validate intre diferite patalogii
cardiovasculare, conform schemei indicate mai sus, s-au stabilit (Figura 3.7):

— 3 gene cu expresie diminuatd si 2 gene cu expresie sporitd pentru fibrilatia atriald si
cardiomiopatii;

— 6 gene cu expresie diminuatd, 8 gene cu expresie sporitd si 14 gene cu expresie
diferentiatd pentru fibrilatia atriald si stenoza aortica;

— 1 gena cu expresie diferentiatd pentu stenoza aortica si cardiomiopatii;

— 1 gend cu expresie diminuata, 2 gene cu expresie sporitd si 2 gene cu expresie
diferentiata pentru stenoza aortica si cardiopatia ischemica;

— 3 gene cu expresie sporitd, 5 gene cu expresie diminuatd si 7 gene cu expresie
diferentiata pentru cardiopatia ischemica si fibrilatia atriala;

— 1 gena cu expresie diferentiatd pentru cardiopatia ischemica si cardiomiopatii;

— 6 gene cu manifestare nespecifica pentru aceste patologii.
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Fig. 3.7. Gene cu expresie modificata in patologiile cardiovasculare conform datelor microarray.

Notd: ,,-” diminuarea expresiei; ,,+” Cresterea expresiei; ,, +/-~” expresie diferentiatd; FiA — fibrilatia atriala; CMP —
cardiomiopatii; CPI — cardiopatia ischemica; SA0 — stenoza aortica.

In rezultatul comparirii listelor de gene filtrate si validate pentru fiecare din GSE-urile
selectate pentru analiza valorilor de expresie microarray au fost identificate 55 de gene, inclusiv
15 gene cu expresie diminuata, 15 cu expresie sporitd si 25 cu expresie diferentiatd pentru

patologiile studiate.

3.3. Selectarea genelor pentru studiul activititii transcriptionale

In corespundere cu scopul lucririi, pentru evaluarea expresiei genelor candidat, din cele 55
de gene, utilizand GeneCards si DAVID Bioinformatics Resources, au fost selectate 19 gene,
dintre care 5 cu rol prioritar (NPPB, SCD, ABCA1, THBS1, LPA) si 14 cu rol potential (ELAVL1,
IL8, INHBA, JAK2, TIMP1, TNFRSF11B, SSPN, ITGB1, ITGBL1, CYP2C8, HAS1, CYP4Bl1,
KRT19, RGS1) in patologiile cardiovasculare (Tabelul 3.9). In aspectul descrierii cailor

metabolice in care sunt implicate genele de interes, analiza Pathway enrichment a fost realizata
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cu ajutorul instrumentului Functional Annotation in baza resursei DAVID — The Database for

Annotation, Visualization and Integrated Discovery [436].

Tabelul 3.9.
Genele potential si prioritar implicate in patologiile cardiovasculare [19]

SIMBOLUL GENEI Nr. DE ACCES ENTREZ DENUMIREA GENEI
cypacs! 1558 cytochrome P450 family 2 subfamily C member 8
CYP4B1! 1580 cytochrome P450 family 4 subfamily B member 1
ELAVL1 1994 ELAV like RNA binding protein 1

IL8/ CXCL8! 3576 C-X-C motif chemokine ligand 8

INHBA! 3624 inhibin beta A

ITGB1! 3688 integrin subunit beta 1

ITGBL1 9358 integrin subunit beta like 1

JAK2! 3717 janus kinase 2

SSPN! 8082 sarcospan

TIMP1* 7076 TIMP metallopeptidase inhibitor 1

TNFRSF11B* 4982 tumor necrosis factor receptor superfamily member 11b
KRT19' 3880 keratin 19

HAS1! 15116 hyaluronan synthase 1

RGS1* 5996 regulator of G-protein signaling 1

ABCA1? 19 ATP binding cassette subfamily A member 1
LPA? 4018 lipoprotein(a)

NPPB? (BNP) 4879 natriuretic peptide B

sScD? 6319 stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase)
THBS1? 7057 thrombospondin 1

Notd:* — gene potential implicate in BCV;  — gene prioritar implicate in BCV; Entrez 1D — numirul de acces al
genei.

Notiunea de ,, enrichment analysis” este binevenita in cazul in care se doreste sa se atribuie
0 semnificatie biologicd unui grup de gene. Interogarea realizata cu suportul DAVID —
Functional Annotation s-a bazat pe adnotarile disponibile in baza de date KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) [438]. Pentru a evita valorile fals pozitive, s-a analizat
valoarea p. Rezultatele s-au filtrat utilizand metoda de corectie Bonferroni (p < 0.05) [367].

Investigarea resurselor KEGG a permis identificarea a 100 de cai metabolice pentru 13
gene din setul de interes, fiind descrisa informatia implicarii acestora in mai multe (de la una la
douazeci si patru) cai metabolice.

Pana la momentul de fata, pentru 6 din genele de interes (CYP4B1, ITGBL1, SSPN, KRT19,
HAS1, RGS1) in baza de date KEGG nu au fost descrise cai metabolice in care acestea sa fie
implicate.

Rezultatele incadreaza genele in urmatoarele clase KEGG:

— metabolism (SCD, CYP2C8);
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— procesarea informatiilor legate de mediul inconjurator (SCD, JAK2, ABCA1, IL8,
TIMP1, LPA, TNFRSF11B, THBS1, NPPB, INHBA, ELAVLL, ITGB1);

— sisteme de organe (ITGB1, INHBA, JAK2, LPA, THBS1);

— procese celulare (SCD, JAK2, ABCAL, IL8, LPA, TNFRSF11B, CYP2CS8, ITGB1);

— boli (JAK2, IL8, LPA, THBS1, CYP2C8, ITGB1), dintre care gena ITGB1 implicata
nemijlocit in bolile cardiovasculare.

Grupul cu cele mai multe rezultate se refera la clasa Procesarea informatiilor legate de
mediul inconjurator, acesta include 12 gene care au fost identificate in 23 cai KEGG. Analiza
cailor identificate descrie Incadrarea lor in 2 categorii de baza ale acestei clase: transductia
semnalului biologic si molecule de semnalizare celulara.

Cele mai frecvente cdi metabolice in care se regasesc genele de interes sunt: Cytokine-
cytokine receptor interaction, Chemokine signaling pathway, Phagosome, PI3K-Akt signaling
pathway, AMPK signaling pathway, TGF-beta signaling pathway, Focal adhesion, ECM-
receptor interaction, Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells.

Avand in vedere ca reprezentareca datelor sub forma de retele contribuie la elucidarea
mecanismelor moleculare ce determina fenotipul si permite formularea de noi ipoteze care
urmeaza a fi confirmate experimental, au fost elaborate retele biologice de interactiune intre

genele de interes (Figura 3.8) si, respectiv, dintre gene si bolile cardiovasculare (Figura 3.9).

~_

: CYP4BI
« ELAVLI
s HASI1

- ITGBI

: ITGBLI
« KRTI9

: RGS1

Fig. 3.8. Retea biologica de interactiune dintre genele de interes.

Nota: Genele marcate cu stelutd formeaza clustere individuale; genele din boxd nu interactioneaza in retea.
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In primul caz, utilizand programul Cytoscape (versiunea 3.4.0) a fost generati o retea cu 5
clustere: 8 gene (SCD, JAK2, ABCA1, IL8, TIMP1, LPA, TNFRSF11B si THBS1), dintre care trei
sunt prioritare in manifestarea BCV, s-au grupat intr-un singur cluster, 4 gene (SSPN, CYP2CS8,
NPPB si INHBA), dintre care doua prioritare, au creat clustere individuale, iar 7 (CYP4B1,
ELAVL1, HASL, ITGBL1, ITGBL1, KRT19 si RGS1) nu se regasesc in cadrul retelei.

Majoritatea genelor care interactioneaza in cadrul retelei, dar si cele care formeaza clustere
individuale sunt implicate in procesarea informatiilor legate de mediul Inconjurator si participa
in transductia semnalelor biologice.

in baza de date KEGG, pentru genele care nu se regisesc in cadrul retelei, sunt descrise ci
metabolice doar pentru gena ELAVL1 implicatd in calea de semnalizare mediatd de AMPK si
gena ITGB1 care intervine in cdile biologice de aparitie si dezvoltare a diferitor tipuri de
cardiomiopatii.

in al doilea caz, reteaua de asociere a genelor cu bolile sistemului circulator a fost
construitd prin utilizarea aplicatieci DiSGeNET (versiunea 4.0) [299], functia Gene Diseases
Network, optiunile: CURATED source (surse de incredere), any associated type, cardiovascular
diseases class, iar vizualizarea acesteia s-a efectuat in programul Cytoscape (versiunea 3.4.0).

umis:C0042487

umls:C0025472 /

N umis:C0040038
JAK2 —
. Umls:C0151744
umis:C0042345 A
umis:C0018824 umls:C0018798 umls:C0242698
\ mls:C0856761 7
TIMPY™ umiS:CO004238  umis:C0007222

umls:C0042373 . S

umls:C0018799 umls:02937358/,umls:60042514
‘ \ NPP mis:C1956346

umls:C0003! 1s:C0085128

| By —
\\
~\\ \ Umls:C0242707
\ mis:C0020649
umls:C0020538

umis:C0018801
L8

umlis:C0002965— -

£

umls:C0007193

THBS1

. / umls:C0878544
umis:C0004943 TGBL _—
/ / apca1r B
umls:C0035126
umls:C0011884 N

umis:C0004153

Fig. 3.9. Retea biologica de asociere dintre genele de interes si patologiile cardiovasculare.

Nota: dreptunghi — codul patologiei; liniile reprezinta asocierile de tipul gena-patologie.
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Rezultatele au generat o retea din 7 noduri si 37 de conexiuni, care in cele din urma a fost

supusd analizei in vederea evidentierii genelor implicate in patologiile cardiovasculare si

identificarii maladiilor puternic interconectate cu genele de interes (Tabelul 3.10).

Entrez ID

4879

Simbolul genei

NPPB (17)

umls:C0020649
umls:C1956346
umls:C2937358
umls:C0242707
umls:C0018800
umls:C0020538
umls:C0242698
umls:C0004238
umls:C0007222
umls:C0018798
umls:C0085128
umls:C0042514
umls:C0018801
umls:C0878544
umls:C0007193
umls:C0003504
umls:C0018799

Tabelul 3.10.

Genele de interes si patologiile cardiovasculare identificate in cadrul retelei moleculare

Codul patologiei

Hipotensiune

Cardiopatia ischemica
Hemoragie cerebrala
Disfunctia ventriculului drept
Cardiomegalie

Boala hipertensiva

Disfunctia ventriculului stang
Fibrilatia atriald

Boli cardiovasculare
Malformatii cardiace congenitale
Debit cardiac, crescut
Tahicardia ventriculara
Insuficienta cardiaca
Cardiomiopatii
Cardiomiopatie dilatativa
Insuficienta valvei aortice
Boli ale inimii

ITGB1*
ITGB1*
ITGB1*
TIMP1*
TIMP1*

3717

JAK2 (6)

umls:C0040038
umls:C0151744
umls:C0042487
umls:C0025472
umls:C0856761
umls:C0018824

Tromboembolism
Ischemie miocardica
Tromboza venoasid
Ischemia mezenterica
Sindromul Budd-Chiari

Boli ale valvelor inimii TIMP1*

7076

TIMP1 (5)

umls:C0042345
umls:C0042373
umls:C0018824
umls:C0003504
umls:C0018799

Varicele (varicoza)

Boli vasculare

Boli ale valvelor inimii
Insuficienta valvei aortice
Boli ale inimii

JAK2*
NPPB*
NPPB*

3688

ITGBL (3)

umls:C0018801
umls:C0878544
umls:C0007193

NPPB*
NPPB*
NPPB*

Insuficinta cardiaca
Cardiomiopatii
Cardiomiopatie dilatativa

3576

IL8/ CXCLS (3)

umls:C0002965
umls:C0004943
umls:C0035126

Angina pectorala instabila
Sindromul Behcet

Leziune de ischemic/reperfuzie miocardica THBS1*

7057

THBS1 (2)

umls:C0011884
umls:C0035126

Retinopatia diabetica
Leziune de ischemie/reperfuzie miocardica

19

ABCAL (1)

umls:C0004153

Ateroscleroza

Nota: umls:Cxxxxxxx — identificator unic pentru fiecare boald conform Unified Medical Language System
(UMLS); in paranteze rotunde () este indicat numarul de conexiuni in retea pentru gena respectiva; Entrez ID —
numarul de acces al genei; *gene comune asociate cu patologia cardiovasculara.

Din numarul total de 18 gene de interes au fost identificate 7 (prioritare NPPB, THBS1,
ABCAL, potentiale 1L8, JAK2, TIMP1, ITGB1) aflate la baza unor noduri de legatura cu 30 de

maladii cardiovasculare, printre care: cardiopatia ischemica, fibrilatia atriald, cardiomiopatii, boli
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ale valvelor inimii, malformatii cardiace congenitale, ateroscleroza etc. Printre genele asociate cu
maladiile cardiovasculare se enumera: 2 molecule de semnalizare — NPPB, IL8 (CXCLS8); o
kinaza implicatd in semnalizarea intracelulard — JAK2; un modulator al activitatii enzimatice —
TIMP1; doua molecule de adeziune — ITGB1, THBS1; un membru al familiei de gene
transportoare ABC implicata in controlul fluxului de colesterol: ABCAL. Cu o frecventa inalta, in
reteaua descrisa, este relevata gena NPPB, legata cu 17 maladii cardiovasculare, inclusiv:
cardiopatia ischemica, fibrilatia atriald, insuficienta valvei aortice, malformatii cardiace
congenitale etc.

Pe fluxul de publicatii PubMed, OMIM, Mendeley, SpringerLink, Portalul
WorldWideScience, studiile privind implicarea acestor gene in bolile cardiovasculare, pe baza
nivelului de activitate transcriptionala sunt relativ putine, pentru unele dintre aceste gene fiind
gasite doar studii pe modele animale. Astfel, aceste rezultate faciliteaza integrarea si
sistematizarea cunostintelor referitoare la factorii genetici, ceea ce a permis de a constata ca
genele selectate prezinta interes pentru studierea activitatii transcriptionale prin faptul ca 7 dintre
ele, inclusiv 3 prioritare s-au asociat cu diferite patologii CV, 12 gene formeaza subretele in
dependentd de interactiunile functionale dintre ele, majoritatea fiind implicate in transductia
semnalelor biologice, metabolismul lipidelor, comunicarea intercelulara. Genele KRT19, HAS1,
ITGBL1, RGS1, CYP4B1, care nu se regasesc in cadrul celor doua retele, dar si gena SSPN sunt
lipsite de dovezi concludente privind rolul lor in bolile cardiovasculare, fiind incluse in studiul

activitatii transcriptionale la subiecti cu maladii cardiovasculare pentru prima data.

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. Analiza exploratorie a profilurilor de expresie microarray, stocate in baza de date
NCBI-GEO, axata pe selectarea unor instrumente statistice potrivite si strategii de filtrare a
datelor a permis de a identifica, din 66 mii de gene de pe platformele microarray GPL8300/570,
a 6088 gene candidat implicate in manifestarea bolilor cardiovasculare, dintre care 3457 sunt
gene cu expresie diminuata si 2663 cu expresie sporita.

2. Validarea genelor candidat conform listelor de gene prioritar si, respectiv, potential
implicate in bolile cardiovasculare, propuse de Cardiovascular GO Annotation Initiative a pus in
evidentd 775 gene potential si 63 gene prioritar implicate in aceste maladii.

3. Compararea listelor de gene potentiale, intre fibrilatia atriald, cardiopatia ischemica,
stenoza aorticd, cardiomiopatii, a pus in evidentd 55 de gene, inclusiv 15 cu expresie diminuata,

15 cu expresie sporita si 25 gene cu expresie diferentiata pentru patologiile studiate.
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4. Utilizarea instrumentelor bioinformatice a permis selectarea a 19 gene, dintre care 5
prioritare si 14 potentiale, in vederea evaluarii activitatii transcriptionale pe un esantion de
bolnavi cu maladii cardiovasculare din Republica Moldova.

5. Analiza retelelor biologice, privind genele selectate pentru evaluarea continutului de
transcripti, a pus in evidenta genele TNFRSF11B, ITGBL1, IL8, TIMP1, THBS1, JAK2, ELAVL1,
SCD, NPPB, INHBA, ABCA1, CYP2C8 care se regasesc atat in cadrul retelei de interactiune
dintre factorii ereditari, cat si de asociere cu patologiile cardiovasculare, dovadd a rolului
potential in patogeneza acestor maladii, iar genele KRT19, HAS1, ITGBL1, RGS1, CYP4B1,
SSPN, care nu s-au regasit in aceste retele, denota faptul ca sunt mai putin studiate si de

asemenea prezinta interes pentru cercetare.
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4. VARIABILITATEA NIVELULUI DE EXPRESIE AL GENELOR CANDIDAT iN
MANIFESTAREA BOLILOR CARDIOVASCULARE

Investigatiile privind expresia genelor asociate cu starea de boala si aplicabilitatea acestora
in programele de diagnostic, depinde de cunoasterea si intelegerea variatiei normale in cadrul si
intre indivizi, in functie de diferiti factori: varsta, gen, etnie, tesut, ciclu celular etc. [160].
Determinarea activitatii transcriptionale in celulele bolnave comparativ cu cele sanatoase este
utild pentru identificarea genelor implicate in maladii si clarificarea mecanismelor moleculare ale
acestora, ceea ce poate oferi indicii in privinta unei interventii terapeutice eficiente.

In aceastd ordine de idei, in lucrare a fost analizati variatia nivelului relativ de expresie al
genelor, avand in vedere varsta subiectilor (copii si adulti) si starea organismului (stare
patologica si stare de sanatate, ,,de bine”). Expresia relativa a genelor de interes pentru fiecare

subiect din cadrul acestor grupe este prezentata in rubrica ANEXE (1-18).

4.1. Activitatea transcriptionala a genelor la adulti si copii

Expresia informatiei genetice se realizeaza in toate celulele pe baza unui flux
informational, unidirectional si universal, care se conformeaza dogmei centrale a geneticii: ADN
— ARNm — polipeptid (proteind). Indiferent de structura si functia lor, celulele corpului uman
poseda aceeasi informatie genetica, Insd expresia genicd este diferitd. Unele gene sunt exprimate
continuu (gene housekeeping), in toate tipurile de celule, alte gene au o expresie specific tisulara
sau celulara, iar o parte dintre ele sunt complet si permanent inactivate [48, 227]. Prin urmare,
expresia genelor este adaptata la natura si intensitatea stimulilor extracelulari, prezinta o limitare
spatiala — specifica unor organe, tesuturi si celule [48, 227] si temporald — in functie de stadiile
dezvoltarii, diferentierii si ciclului celular [24, 48], ceea ce presupune interventia unor
mecanisme complexe de control a procesului de transcriptie.

Spre deosebire de mecanismele de reglare ale expresiei genelor la procariote, bazate pe
celebrul model al operonului, la eucariote, inclusiv la om, acest proces este mult mai dificil din
cauza dimensiunii enorme a genomului nuclear si compactarii in fibre de cromatina. Din aceste
considerente, la fiecare etapa a expresiei genelor actioneaza mecanisme de reglare, care ajusteaza
viteza si intensitatea reactiei la diferiti factori [24].

Etapa principala de reglare a expresiei se desfasoard in toate celulele la nivelul initierii
transcriptiei ADN-ului si implica interactiunea unor factori trans-reglatori [205] cu secventele
specifice de pe ADN (elemente cis-reglatoare), care determina transcriptia specificad a anumitor

gene, intr-un anumit moment, pentru a produce o cantitate adecvata de proteina.
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Mecanismele de reglare a expresiei genelor, care intervin post-transcriptional, modifica
calitativ sau cantitativ formarea ARNm matur prin splicing sau poliadenilare alternativa [263],
astfel incét 0 singura gena codifica mai multe proteine.

Totodatd, controlul expresiei genice poate fi influentat de modificérile epigenetice —
reglare pretranscriptionala [145, 275] si de mecanisme de reglare la distantd prin structura
cromatinei. In acest context, studiile privind activitatea transcriptionala in raport cu varsta sunt
importante pentru intelegerea si edificarea mecanismelor de reglare a expresiei genelor,

dezvoltarea strategiilor de prevenire a riscului si eficientizarii tratamentului personalizat.

Expresia genelor la lotul de adulti si copii

Analiza expresiei relative a genelor la lotul de adulti si copii sandtosi a relevat valori
diferentiate pentru toate cele 18 gene analizate, dintre care 17 (ITGB1, TIMP1, THBS1, INHBA,
NPPB, JAK2, TNFRSF11B, HAS1, CYP2C8, CYP4B1, KRT19, SSPN, SCD, ELAVL1, RGS1,
ABCAL, ITGBL1) au manifestat o expresie mai mare la adulti comparativ cu lotul de copii si 0
singura gena (1L8) a prezentat un nivel mai mic (Tabelul 4.1. A).

Tabelul 4.1.
Nivelul de expresie a genelor la adulti si copii

A B

SANATOSI PATOLOGIE
Adulti Copii Adulti Copii

ITGB1
TIMP1
THBS1
INHBA
NPPB
JAK2
IL8
TNFRSF11B
HAS1
CYP2C8
CYP4B1
KRT19
SSPN
SCD
ELAVL1
RGS1
ABCAl
ITGBL1

Nota: Expresie —
P Diminuata Sporita
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Rezultatele obtinute demonstreazd ca la adultii sanatosi activitatea genelor este mai mare
comparativ cu copiii, ceea ce denotd o expresie diferentiatd temporal.

La adultii si copiii bolnavi s-a stabilit expresia diferita a 17 dintre genele analizate, dintre
care 11 (IL8, HAS1, CYP2C8, CYP4B1, KRT19, SSPN, SCD, ELAVL1, RGS1, ABCA1, ITGBL1)
au manifestat un nivel mai scazut al expresiei la adulti fatd de copii, 6 gene (ITGB1, TIMP1,
THBS1, INHBA, NPPB, JAK2) au prezentat valori mai inalte, iar pentru gena TNFRSF11B nu s-
au remarcat diferente. Conform datelor obtinute se constatd ca activitatea transcriptionala a
genelor analizate variaza in functie de fenotipul clinic (Tabelul 4.1. B).

Estimarea comparativa a expresiei relative a genelor, la adulti si copii, indiferent de starea
organismului, a demonstrat valori diferite pentru 7 gene, dintre care 6 (ITGB1, TIMP1, THBSL1,
INHBA, NPPB, JAK2) au prezentat indici mai inalti si o gena (IL8) s-a evidentiat prin expresie

mai mica la adulti fata de copii (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2.
Nivelul de expresie a genelor potential asociate maladiilor cardiovasculare, un.c.

LOTUL ADULTI LOTUL COPII Adulti Copii
Sanitosi (S) Patologie (P) Sanatosi (S) Patologie (P)
ITGB1 2,656+0,250 2,499+0,659 1,621+0,264 1,749+0,512 _— =
TIMP1 2,547+0,375 1,974+0,645 1,583+0,299 1,729+0,663 -
THBS1 0,766+0,117 0,421+0,176 0,258+0,036 0,382+0,237 -
INHBA 0,015+0,002 0,011+0,007 0,003+0,001 0,005+0,002 e
NPPB 0,005+0,001 0,003+0,001 0,001+0,000 0,002+0,001 e
JAK2 0,225+0,028 0,317+0,157 0,136+0,029 0,178+0,064 "= -
IL8 0,460+0,071 0,803+0,278 1,405+0,308 1,0431£0,476 ~—— w— o
TNFRSF11B 0,026+0,002 0,001+0,000 0,003+0,001 0,001+0,001 -
HAS1 0,003+0,001 0,001+0,000 0,001=0,000 0,002:0,000 N =
CYP2C8 0,013+0,003 0,004+0,002 0,004+0,001 0,006+0,002 HNE
CYP4B1 0,007+0,001 0,001+0,001 0,001+0,001 0,014+0,013 wem [N
KRT19 0,024+0,004 0,001+0,001 0,002+0,000 0,003+0,002 NN
SSPN 0,136+0,009 0,027+0,010 0,057+0,010 0,059+0,027 W o
SCD 0,061+0,002 0,031£0,015 0,025+0,007 0,055+0,024 N __ =
ELAVL1 0,353+0,057 0,304+0,121 0,199+0,033 0,389+0,134 Il wem
RGS1 0,285+0,047 0,046+0,018 0,074+0,018 0,102+0,054 HH
ABCAl 0,521+0,049 0,288+0,105 0,245+0,071 0,372+0,187 N __ _ =em
ITGBL1 0,041+0,005 0,001+0,000 0,004+0,002 0,002+0,002 N

Nota: valorile sunt prezentate sub forma x + § (mediatdeviatia standard a esantionului); valoarea expresiei relative
calculata dupa formula 2-4 Ct, in unitéti conventionale (un.c.).

Expresia genelor la lotul de adulti

Studiul expresiei genelor de interes la lotul adulti bolnavi comparativ cu sanatosi, a pus in
evidentda 16 gene (NPPB, ABCA1, THBS1, SCD, ELAVL1, INHBA, TIMP1, TNFRSF11B, SSPN,
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ITGB1, ITGBL1, CYP2C8, HAS1, CYP4B1, KRT19 si RGS1) care au manifestat un nivel al
expresiei mai mic si 2 (IL8 si JAK2) un nivel mai mare la bolnavi fata de cei sanatosi. Diferente
semnificative statistic privind expresia genelor la adultii bolnavi comparativ cu cei sandtosi au
demonstrat 15 gene, dintre care 14 s-au remarcat printr-un nivel mai scazut (NPPB, ABCAL,
THBS1, SCD, INHBA, TIMP1, TNFRSF11B, SSPN, ITGBL1, CYP2C8, HAS1, CYP4B1, KRT19
si RGS1) si una (IL8) printr-un nivel mai inalt al expresiei.

Astfel, datele demonstreaza ca la adultii bolnavi, nivelul expresiei genelor analizate

diminueaza comparativ cu cei sanatosi (Figura 4.1).
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Fig. 4.1. Activitatea transcriptionald a genelor la lotul de adulti bolnavi fata de cei sanatosi.
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un.c. — unitati conventionale; # p>0,05; * p<0,05.

Expresia genelor la lotul de copii

Rezultatele privind analiza expresiei genelor la lotul de copii bolnavi comparativ cu
sanatosi, au pus in evidenta 15 gene (NPPB, ABCA1, THBS1, SCD, ELAVL1, INHBA, JAK2,
TIMP1, CYP2C8, SSPN, ITGB1, HAS1, CYP4B1, KRT19 si RGS1) cu o concentratic de
transcripti mai mare si 3 (IL8, TNFRSF11B si ITGBL1) cu o concentratie mai mica la bolnavi
fatd de subiectii sanatosi. S-au remarcat 8 gene, care au manifestat diferente statistic
semnificative, dintre care 5 (INHBA, HAS1, CYP2C8, SCD, ELAVL1) au indicat valori mai inalte
si 3 (IL8, TNFRSF11B, ITGBL1) valori mai mici la copiii bolnavi fata de cei sanatosi. Astfel, s-a
relevat ca la copiii bolnavi activitatea transcriptionald a genelor creste comparativ cu cei sanatosi
(Figura 4.2).

Generalizand datele expresiei genelor la loturile de studiu s-a constatat cd activitatea
genelor este diferita la adulti si copii, fiind puse in evidentd 3 gene la lotul adulti (ITGB1,
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ELAVL1, JAK2) si 10 la lotul copii (NPPB, ABCA1, THBS1, TIMP1, CYP4B1, KRT19, RGS]1,

JAK2, ITGB1, SSPN) care nu au manifestat diferente semnificative ale expresiei in patologie
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Fig. 4.2. Activitatea transcriptionald a genelor la lotul de copii cu patologie fata de cei sanatosi.
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Genele JAK2 si ITGB1 au prezentat diferente nesemnificative atat la lotul de adulti, cat si
copii. In cazul SCD, INHBA, CYP2C8 si HAS1 s-a inregistrat cresterea expresiei la lotul de copii
si diminuarea acestora la adulti, de rand cu genele CYP4B1, RGS1, KRT19, NPPB, ABCA1,
THBS1, TIMP1, SSPN.

Expresia genei SCD a sporit la lotul de copii bolnavi fata de sanatosi, ceea ce constituie un
efect invers celui observat la grupul de adulti. TNFRSF11B si ITGBL1 au manifestat expresie
scazuta in patologie, atat la lotul de adulti, cat si la copii. Rezultatele enuntate sugereaza rolul
bine conturat al acestor gene in mecanismele moleculare ale procesului patologic, dat fiind faptul
ca expresia este diminuata in loturile cu tulburari patogenice ale organismului.

La randul sau, gena ELAVL1 s-a caracterizat prin cresterea statistic semnificativa a
expresiei la lotul de copii si a prezentat valori nesemnificative la adulti, iar gena L8 a manifestat
valori semnificativ mai mari la lotul de adulti si mai mici la copii.

Nivelul de transcripti mai mare constatat la adultii sandtosi comparativ cu copiii releva ca
activitatea transcriptionala este diferentiata in timp, rezultate ce vin in concordantd cu datele din
literatura conform carora expresia genelor variaza in functie de varsta [134, 295, 355, 414].

Studiile microarray ce au avut ca obiect de analizd omul, dar si alte organisme, au pus in
evidentd o expresie diferitd a genelor in tesuturile prelevate de la tineri si adulti [104], iar
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diminuarea activitatii transcriptionale a genelor odatd cu inaintarea in varstd a fost asociatd cu

dereglarea procesului de transcriptie si translatie [295].

4.2. Variabilitatea expresiei unor gene asociate cu patologiile cardiovasculare

Variabilitatea pattern-ului de expresie a genelor umane constituie subiectul numeroaselor
cercetari, care au drept scop identificarea diferentelor dintre tipurile de celule si tesuturi,
procesele fiziologice si patologii etc.

Transcriptia, ca proces de baza prin care informatia codificata in genom este convertita in
caractere morfologice si fiziologice [313], releva o expresie diferentiata a genelor atat la nivel
intra- [171, 204, 220, 363], cat si inter- populational [204, 322, 363], si reflecta variatia
fiziologica si cea intrinseca interindividuala [404].

Se presupune ca 85 — 95% dintre variatiile genetice umane se datoreaza diferentelor intre
indivizii unei populatii, iar 5 — 15% pot fi atribuite celor constatate intre populatii [322, 363],
date confirmate de variabilitatea transcriptomului placentar (33,2%, 58,9% si 7,8%) in cadrul
indivizilor, in randul indivizilor si intre grupurile umane analizate (americani -africani, -
europeni, din Asia de Sud si din Asia de Est) [166] si de variabilitatea (4,3 — 362 ori) expresiei
genelor la clonele de pin [286]. Pe de alta parte studiul expresiei a 5 gene in celulele
limfoblastoide umane relevda ca cel mai mic nivel de variabilitate se manifestd la gemenii
monozigoti, o variabilitate intermediara — la fratii din aceeasi familie si cea mai mare
variabilitate — la indivizii neinruditi [73].

Experimentele in vitro la persoanle sandtoase au constatat modificarea activitatii de
transcriptie a genelor exprimate periodic in ciclul celular [403], in diverse cai de semnalizare
[97] si in raspunsul celulelor la diferiti stimuli [45], inclusiv la stresul oxidativ — intre 3-500 ori
in conditii normale si de la 85 1a 1500 ori in conditii de stres [217].

Prin studii in vivo s-a demonstrat ca profilurile de expresie a genelor sunt utile in definirea
proceselor biologice complexe asociate cu starea de sdnatate si boala. Astfel, utilizand analiza
modelelor de expresie a genelor au fost determinate unele subtipuri tumorale [102], au fost

identificati markeri moleculari [401] si au fost investigate noi terapii [69].
Expresia genelor la subiectii sanitosi

Intrucat cunoasterea variatiei expresiei genelor in tesutul sdnatos este esentiald pentru
recunoasterea si interpretarea modificarilor acestor gene asociate cu diferite maladii, a fost

evaluata variabilitatea continutului de transcripti la subiectii sandatosi. S-a constatat ca la lotul de
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subiecti adulti sanatosi cantitatea medie de transcripti a genelor a variat in limitele 0,003+0,001
(HAS1) si 2,656+0,250 (ITGB1) unitati conventionale. Valorile inregistrate au permis
evidentierea genei ITGB1 cu cea mai inalta activitate transcriptionald, urmata de gena TIMP1.

Valoarea minima a expresiei a fost inregistrata la gena HAS1 (0,001 un.c), iar cea maxima
la TIMP1 (2,953 un.c). S-a constat ca intervalul de variatie a expresiei genelor este cuprins intre
1,086 ori (SCD) si 4,000 ori (HAS1), de precizat insa, ca 17 gene din cele 18 analizate se
incadreaza in diapazonul 1-2 (Tabelul 4.3).

Tabelul 4.3.
Variabilitatea expresiei genelor la lotul de adulti sanatosi

LOTUL DE SUBIECTI ADULTI SANATOSI

27\-ACt, un.c Xomax ! Xemin A CV, % s2 Cl (99%)
ABCAL (0,472) 0,521%0,049 (0,598) 13 0,126 940  2,40E-03 0,473-0,569
CYP2C8 (0,008) 0,0130,003 (0,017) 2,1 0,009 2531 1,06E-05 0,010-0,016
CYP4B1 (0,005) 0,0070,001 (0,009) 18 0,004 18,38  1,79E-06 0,006-0,008
ELAVL1 (0,289) 0,353+0,057 (0,438) 15 0,149 16,05 3,21E-03 0,298-0,408
HAS1 (0,001) 0,003+0,001 (0,004) 4,0 0,003 37,49 9,35E-07 0,002-0,004
IL8 (0,362) 0,4620,0710 (0,526) 15 0,164 1535 4,98E-03 0,391-0,529
INHBA (0,012) 0,015+0,002 (0,018) 15 0,006 1556  5,44E-06 0,013-0,017
ITGB1 (2,213) 2,65620,250 (2,905) 13 0,692 942  626E-02 2,413-2,899
ITGBL1 (0,035) 0,04120,005 (0,048) 1,4 0,013 12,00 2,38E-05 0,036-0,046
JAK2 (0,199) 0,225+0,028 (0,275) 1,4 0,076 12,68 8,11E-04 0,198-0,252
KRT19 (0,020) 0,024+0,004 (0,030) 15 0,010 16,15 1,52E-05 0,020-0,028
NPPB (0,005) 0,005+0,001 (0,006) 1,2 0,001 10,55 2,65E-07 0,004-0,006
RGS1 (0,201) 0,285+0,047 (0,335) 1,7 0,134 16,37 2,17E-03 0,239-0,331
ScD (0,058) 0,0610,002 (0,063) 1,1 0,005 3,18 3,77E-06 0,059-0,063
SSPN (0,128) 0,136+0,009 (0,151) 1,2 0,023 6,62 808E-05 0,127-0,145
THBS1 (0,537) 0,766+0,117 (0,872) 1,6 0,335 1533 1,38E-02 0,652-0,380
TIMP1 (2,068) 2,547+0,375 (2,953) 1,4 0,885 1472 141E-01 2,182-2,912
TNFRSF11B  (0,022) 0,026+0,002 (0,029) 1,3 0,007 940  6,19E-06 0,024-0,028

Nota: valorile sunt prezentate sub forma x £ § (mediatdeviatia standard a esantionului); 2-A4Ct — valoarea
expresiei relative, in unitati conventionale; in paranteze este indicata valoarea minima (Xpn) si maxima (Xpqx) @
expresiei relative a genei in cadrul esantionului; CV - coeficientul de variatie; s* - dispersia esantionului; A, —
amplitudinea absoluta a variatiei; Cl — limitele intervalului de incredere de 99%.

Analiza rezultatelor obtinute a indicat ca la lotul de copii sanatosi, media continutului de
transcripti a variat intre 0,001 un.c. si 1,621 un.c. Cea mai inaltd valoare medie a fost remarcata
la gena ITGBL (1,621+0,264 un.c.), urmati de TIMP1 (1,583+0,299 un.c.) si IL8 (1,405+0,308
un.c.), iar cel mai scazut nivel de expresie au manifestat genele HAS1 (0,001+0,000 un.c.),
NPPB (0,001+0,000 un.c.) si CYP4B1 (0,001+0,001 un.c.).
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Gena HASL1 s-a caracterizat prin cea mai mica valoare a expresiei intre subiecti (0,0004
un.c), la fel ca si in cazul adultilor sanatosi, in timp ce gena TIMP1 a inregistrat un nivel maxim
(1,890 un.c), ceea ce a pus in evidentd un interval de variatie a expresiei genelor cuprins intre

1,000 ori (NPPB) si 3,500 ori (ITGBLZ, Tabelul 4.4).

Tabelul 4.4.
Variabilitatea expresiei genelor la lotul de copii sanatosi

LOTUL DE SUBIECTI COPII SANATOSI

2/°\-ACt, un.c Xinax! Xemin A, CV, % s? Cl (99%)
ABCAl (0,154) 0,245+0,071 (0,332) 2,2 0,178 28,96 5,02E-03 0,176-0,314
CYP2C8 (0,004) 0,004+0,001 (0,005) 1,3 0,001 14,38  4,13E-07 0,003-0,005
CYP4B1 (0,001) 0,001+0,001 (0,002) 2,0 0,001 4485  3,67E-07 0,000-0,002
ELAVL1 (0,158) 0,199+0,033 (0,241) 15 0,083 16,41 1,07E-03 0,167-0,231
HAS1 (0,0004) 0,001+0,000 (0,001) 2,5 0,001 14,33  5,55E-09 0,001-0,001
IL8 (1,073) 1,405+0,308 (1,831) 1,7 0,758 21,89  9,46E-02 1,105-1,705
INHBA (0,003) 0,003+0,001 (0,004) 1,3 0,001 19,82  4,48E-07 0,002-0,004
ITGB1 (1,097) 1,621+0,264 (1,875) 1,7 0,778 16,26  6,95E-02 1,364-1,878
ITGBL1 (0,002) 0,004+0,002 (0,007) 3,5 0,005 39,92 2,47E-06 0,002-0,006
JAK2 (0,102) 0,136+0,029 (0,178) 1,7 0,076 21,32  8,46E-04 0,108-0,164
KRT19 (0,002) 0,002+0,000 (0,003) 15 0,001 10,14 5,66E-08 0,002-0,002
NPPB (0,001) 0,001+0,000 (0,001) 1,0 0,000 31,17 1,31E-07 0,001-0,001
RGS1 (0,046) 0,074+0,018 (0,093) 2,0 0,047 24,51  3,33E-04 0,056-0,092
SCD (0,016) 0,025+0,007 (0,033) 2,1 0,017 27,35 4,63E-05 0,018-0,032
SSPN (0,046) 0,057+0,010 (0,072) 1,6 0,026 17,49  9,88E-05 0,047-0,067
THBS1 (0,205) 0,258+0,036 (0,291) 14 0,086 13,83  1,28E-03 0,223-0,293
TIMP1 (1,138) 1,583+0,299 (1,890) 1,7 0,752 18,85 8,91E-02 1,292-1,874
TNFRSF11B  (0,003) 0,003+0,001 (0,004) 1,3 0,001 17,93  3,06E-07 0,002-0,004

Nota: valorile sunt prezentate sub forma x + § (mediatdeviatia standard a esantionului); 2-A4Ct — valoarea
expresiei relative, in unitati conventionale; in paranteze este indicatd valoarea minima (Xpn) si maxima (Xmax) @
expresiei relative a genei in cadrul esantionului; CV - coeficientul de variatie; 2 - dispersia esantionului; Ay —
amplitudinea absoluta a variatiei; Cl — limitele intervalului de incredere de 99%.

Un alt indicator de apreciere a gradului de variabilitate a nivelului de expresie a genelor
este coeficientul de variatie (CV), care ia valori in intervalul 0 — 100%. Valorile mari (apropiate
de limita superioara) ale indicatorului indica o serie eterogena (variabild), iar un coeficient de
variatie mai mic atestd un grad bun de omogenitate a colectivitatii si, respectiv, de
reprezentativitate a valorii medii.

Estimarea coeficientului de variatie a expresiei genelor la subiectii sandtosi a relevat un
nivel inalt de omogenitate a datelor pentru 17 gene la adulti (CV luand valori intre 3,18 —
25,31%, ABCA1, CYP2C8, CYP4B1HAS1, IL8, INHBA, ITGB1, ITGBL1, ELAVL1, JAK2,
KRT19, NPPB, RGS1, SCD, SSPN, THBS1, TIMP1, TNFRSF11B) si 16 la copii (CV cu valori
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intre 10,14 — 31,17%, ABCAL, CYP2C8, ELAVL1, HAS], IL8, INHBA, ITGB1, JAK2, KRT19,
NPPB, RGS1, SCD, SSPN, THBS1, TIMP1, TNFRSF11B).
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Fig. 4.3. Coeficientul de variatie (CV) si dispersia (s°) nivelului de expresie a genelor la adulti
(stanga) si copii (dreapta) sanatosi.

Gena (HAS1) la adulti si genele CYP4B1 si ITGBL1 la copii au inregistrat valori >35%,

ceea ce indica eterogenitatea datelor de expresie (Figura 4.3).
Expresia genelor la pacientii cu patologii cardiovasculare

Estimarea expresiei relative a genelor de interes la lotul de adulti bolnavi a pus in evidenta
genele ITGB1 (2,249+0,659 un.c.) si TIMP1 (1,974+0,645 un.c.) cu un nivel inalt de transcripti,
si genele HAS1, ITGBL1, TNFRSF11B, KRT19, CYP4B1 (0,001 un.c.) caracterizate prin cea mai
redusa activitate transcriptionala.

Valoarea minima a expresiei genelor intre adultii bolnavi a fost Inregistrata pentru gena
TNFRSF11B (0,0002 un.c), iar cea maxima la ITGB1 (3,773 un.c). S-a constatat ca intervalul de
variatie a expresiei genelor este cuprins intre 2,329 ori (ITGB1) si 28,000 ori (INHBA),
majoritatea genelor incadrandu-se intre 2 si 9 (Tabelul 4.5).

Cantitatea medie de transcripti a genelor de interes la lotul de copii bolnavi a variat in
limitele 0,001+0,001 un.c. si 1,749+0,512 un.c. Cea mai inalta activitate transcriptionala a
manifestat gena ITGB1 (1,749 un.c.), urmata de TIMP1 (1,729+0,663 un.c.) si IL8 (1,043+0,476
un.c.).

Genele TNFRSF11B (0,001+0,001 un.c.), HAS1 (0,002+0,000 un.c.), NPPB (0,002+0,001
un.c.) si ITGBL1 (0,002+0,002 un.c) au manifestat cel mai mic continut de transcripti la lotul de

copii bolnavi.
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Tabelul 4.5.
Variabilitatea expresiei genelor la lotul de adulti bolnavi

LOTUL DE SUBIECTI ADULTI CU PATOLOGIE

2°\-ACt, un.c Xmax! Ximin A, CV,% ¢ Cl (99%)
ABCA1 (0,161) 0,288+0,105 (0,521) 3.2 0,360 36,45 1,10E-02 0,236-0,340
CYP2C8 (0,001) 0,004+0,002 (0,009) 9,0 0,008 58,67 5,95E-06 0,003-0,005
CYP4B1 (0,001) 0,001+0,001 (0,005) 50 0,004 89,07 1,43E-06 0,001-0,001
ELAVL1 (0,101) 0,304+0,121 (0,512) 51 0,411 39,78 1,46E-02 0,244-0,364
HAS1 (0,0003) 0,001+0,000 (0,001) 3,3 0,001 36,32 4,00E-08 0,001-0,001
IL8 (0,318) 0,803+0,278 (1,245) 3,9 0,927 34,63 7,73E-02  0,665-0,941
INHBA (0,001) 0,011+0,007 (0,028) 28,0 0,027 64,03 5,23E-05 0,008-0,014
ITGB1 (1,620) 2,499+0,659 (3,773) 2,3 2,153 26,37 4,34E-01 2,172-2,826
ITGBL1 (0,0004) 0,001+0,000 (0,001) 2,5 0,0006 27,36 1,88E-08 0,001-0,001
JAK2 (0,106) 0,317+0,157 (0,777) 7,3 0,671 49,43 2,46E-02  0,239-0,395
KRT19 (0,001) 0,001+0,001 (0,004) 4,0 0,003 64,80 8,10E-07 0,001-0,001
NPPB (0,001) 0,003+0,001 (0,005) 5,0 0,004 49,47 1,59E-06 0,003-0,003
RGS1 (0,018) 0,046+0,018 (0,084) 47 0,066 39,94 3,35E-04 0,037-0,055
SCD (0,009) 0,031+0,015 (0,066) 73 0,057 49,37 2,27E-04 0,024-0,038
SSPN (0,006) 0,027+0,010 (0,047) 7.8 0,041 38,71 1,09E-04 0,022-0,032
THBS1 (0,248) 0,421+0,176 (0,864) 35 0,616 41,86 3,10E-02  0,334-0,508
TIMP1 (1,062) 1,974+0,645 (2,914) 2,7 1,852 32,69 4,16E-01 1,654-2,294
TNFRSF11B (0,0002) 0,001+0,000 (0,001) 50 0,001 44,15 6,69E-08 0,001-0,001

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + § (mediatdeviatia standard a esantionului); 2°-4Ct — valoarea
expresiei relative, in unitdti conventionale; in paranteze este indicata valoarea minima (Xpin) si maxima (Xpax) @
expresiei relative a genei in cadrul esantionului; CV - coeficientul de variatie; s° - dispersia esantionului; A, —
amplitudinea absoluta a variatiei; Cl — limitele intervalului de incredere de 99%.

Valoarea minima a expresiei genelor intre copiii bolnavi a inregistrat gena TNFRSF11B
(0,0002 un.c), iar valoarea maxima a fost evidentiata la TIMP1 (2,880 un.c). Intervalul de
variatie a expresiei genelor este cuprins intre 2,000 ori (HAS1) si 38,000 ori (CYP4B1),
majoritatea fiind incadrate intre 2 si 5 (Tabelul 4.6).

Evaluarea nivelului de variabilitate, pe baza expresiei genelor, exprimatd in unitati
conventionale, la subiectii cu patologie a relevat ca coeficientul de variatie s-a incadrat in
limitele 26,37% (ITGB1) — 89,07% (CYP4B1) la adulti si intre 20,67% (HAS1) si 100,01%
(TNFRSF11B) la copii.

Valorile determinate ale CV se situeazd peste valoarea de 35% pentru 14 gene la copii
(ABCAL, CYP4B1, IL8, INHBA, ITGBL1, JAK2, KRT19, NPPB, RGS1, SCD, SSPN, THBS1,
TIMP1, TNFRSF11B) si 14 la adulti (ABCAL, CYP2C8, CYP4B1, HAS1, INHBA, ELAVL1,
JAK2, KRT19, NPPB, RGS1, SCD, SSPN, THBS1, TNFRSF11B), ceea ce denota o variatie nalta

a expresiei in conditii de boala.
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Tabelul 4.6.
Variabilitatea expresiei genelor la lotul de copii bolnavi

LOTUL DE SUBIECTI COPII CU PATOLOGIE

2°-ACt, un.c Xinax! Xemin A, CV, % s? Cl (99%)
ABCAl (0,152) 0,372+0,187 (0,848) 5,6 0,696 50,25 3,49E-02 0,281-0,463
CYP2C8 (0,003) 0,006+0,002 (0,009) 3,0 0,006 34,11  4,45E-06 0,005-0,007
CYP4B1 (0,001) 0,014+0,013 (0,038) 38,0 0,037 92,11 1,65E-04 0,008-0,020
ELAVL1 (0,154) 0,389+0,134 (0,588) 3,8 0,434 34,43 1,79E-02 0,324-0,454
HAS1 (0,001) 0,002+0,000 (0,002) 2,0 0,001 20,67 1,01E-07 0,002-0,002
IL8 (0,321) 1,043+0,476 (1,927) 6,0 1,606 45,64 2,27E-01 0,811-1,275
INHBA (0,002) 0,005+0,002 (0,009) 45 0,007 44,31 4,39E-06 0,004-0,006
ITGB1 (0,953) 1,749+0,512 (2,774) 29 1,821 29,25 2,62E-01 1,500-1,998
ITGBL1 (0,001) 0,002+0,002 (0,007) 7,0 0,006 66,34 2,49E-06 0,001-0,003
JAK2 (0,096) 0,178+0,064 (0,295) 3,1 0,199 36,12 4,12E-03 0,147-0,209
KRT19 (0,001) 0,003+0,002 (0,005) 50 0,004 56,62 2,46E-06 0,002-0,004
NPPB (0,001) 0,002+0,001 (0,005) 50 0,004 77,66 1,72E-06 0,002-0,002
RGS1 (0,027) 0,102+0,054 (0,193) 7,1 0,166 53,12 2,93E-03 0,076-0,128
SCD (0,022) 0,055+0,024 (0,093) 4,2 0,071 43,15 5,70E-04 0,043-0,067
SSPN (0,021) 0,059+0,027 (0,095) 45 0,074 45,81 7,34E-04 0,046-0,072
THBS1 (0,112) 0,382+0,237 (0,937) 8,4 0,825 61,94 5,60E-02 0,267-0,497
TIMP1 (0,821) 1,729+0,663 (2,880) 3,5 2,059 38,36 4,40E-01 1,406-2,052
TNFRSF11B  (0,0002) 0,001:0,001 (0,007) 35,0 0,007 100,01  2,15E-06 0,001-0,002

Nota: valorile sunt prezentate sub forma x £ S (mediatdeviatia standard a esantionului); 2°-A4Ct — valoarea
expresiei relative, in unitati conventionale; in paranteze este indicatd valoarea minima (Xpn) si maxima (Xpax) @
expresiei relative a genei in cadrul esantionului; CV - coeficientul de variatie; 2 - dispersia esantionului; A, —
amplitudinea absoluta a variatiei; Cl — limitele intervalului de incredere de 99%.

Genele IL8, ITGB1, ITGBL1 si TIMP1 la adulti si CYP2C8, ELAVL1, HAS1 si ITGB1 la
copii au inregistrat valori <35%, ceea ce indica uniformitatea datelor de expresie (Figura 4.4).
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Fig. 4.4. Coeficientul de variatie (CV) si dispersia (s%) nivelului de expresie a genelor la adulti
(dreapta) si copii (stdnga) bolnavi.
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Generalizand datele obtinute, s-a constatat ca atat coeficientul de variatie, cat si intervalul
de variatie, pun in evidenta o variabilitate mai mare a expresiei genelor in randul bolnavilor, fata
de subiectii sanatosi, copii si adulti (Figura 4.5).
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Fig. 4.5. Pattern-ul individual de expresie a genelor la lotul de copii (stdnga) si adulti (dreapta),
bolnavi (A) vs sanatosi (B).

Nota: CMP 01 — CMP 13, SAo 1 - SA0 15, CPI-FiA 01 — CPI-FiA 13, CPI 1 — CPI 14 — subiecti cu patologie;
Cc 01 -Cc 07,Cm 08 — Cm 14 — subiecti sanatosi; intensitatea culorii indica nivelul de expresie.

Intervalul relativ mic al variatiei expresiei genelor analizate la subiectii sanatosi indica si
un nivel mai inalt de omogenitate, asigurat de variatiile fenotipice (ale morfologiei si fiziologiei
organismului, ale comportamentului si personalitdtii individului, ale raspunsului sau la factorii
externi) in limitele normei de reactie determinate genetic si reflecta mecanismele de autoreglare
care mentin echilibrul homeostatic al parametrilor celulari.

Limitele largi de variatie si eterogenitatea 1naltd, constatate la subiectii bolnavi, releva ca
modificarile patologice sunt de fapt expresia fenotipica evidentd si excesivd a variabilitdtii
genetice, rezultate ce vin in concordanta cu datele din literatura care au constatat modificarea
sporitd a continutului de transcripti la pacientii cu infectii bacteriene [404], cancer [102, 404],
leziuni traumatice grave [292] comparativ cu Subiectii sanatosi.

Cercetdrile noastre au aratat o variabilitate mai mare a nivelului de expresie a genelor la
copiii cu patologii cardiovasculare comparativ cu adultii. In literatura de specialitate sunt diferite
rezultate si opinii privind variabilitatea expresiei genelor in dependentd de varsta. Unele studii au
demonstrat ca atat la om [354], cat si la sobolani [36, 354] expresia genelor devine mai eterogena
cu inaintarea In varsta, insd un alt studiu, a reliefat ca la nivelul creierului 50% dintre gene au
aratat o variatie a expresiei crescuta la varstnici (61 — 70 ani), iar alte 50% — la tineri si adulti
(20-60 ani, [59]. In acest context, elucidarea variabilititii expresiei genelor in dependenti de
varstd necesitd mari eforturi experimentale si analiza, deoarece cunostintele privind variatia
expresiei genelor atat la subiectii sdnatosi, cat si bolnavi sunt de o importantd fundamentala in

cercetarea biomedicald [204, 363], avand ca urmare optimizarea programele de diagnostic,
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dezvoltarea si eficientizarea unor algoritmi de evaluare a riscului bazat pe factorii clinici si

expresia genelor.

4.3. Concluzii la capitolul 4

1. Analiza variabilitatii expresiei relative a factorilor genetici, In baza estimarii
coeficientului de variatie denotd uniformitatea continutului de transcripti a genelor studiate
(CV% adulti 3,18 — 25,31; copii 10,14 — 28,96) la subiectii sanatosi si eterogenitatea 1nalta a
expresiei genelor la subiectii cu patologii cardiovasculare (CV% adulti 36,32 — 89,07; copii
36,12 —100,01).

2. Intervalul de variatie relativ mic (1,1 — 4,0 ori la adulti; 1,0 — 3,5 ori la copii) la subiectii
sanatosi pune 1n evidentd homeostazia celulard si releva limitele normei de reactie a
organismului si, respectiv, limitele largi de variatie a expresiei genelor in randul bolnavilor (2,3 —
28,0 ori la adulti; 2,0 — 38,0 ori la copii) releva ca modificarile patologice sunt expresia
fenotipica evidenta si extrema a variabilitdtii genetice.

3. Nivelul mai mare de transcripti la adultii sanatosi comparativ cu copiii releva activitatea
transcriptionald diferentiata in timp pentru 17 dintre cele 18 gene incluse in studiu.

4. La adulti fata de copiii bolnavi continutul de transcripti pentru 11 gene este mai mic, iar
pentru 6 gene mai mare, ceea ce releva expresia diferita intre copii si adulti si denota ca fenotipul
clinic depinde de activitatea transcriptionala a genelor analizate.

5. Indiferent de starea organismului, 6 gene au prezentat valori mai mari si o gena s-a
evidentiat prin expresie mai micd la adulti fata de copii.

6. La lotul de copii bolnavi comparativ cu sanatosi, diferente statistic semnificative au
manifestat 5 gene cu un nivel al expresiei mai mare si 3 cu valori mai mici, ceea ce releva ca la
copiii bolnavi activitatea transcriptionald a genelor creste comparativ cu cei sanatosi.

7. La lotul adulti bolnavi comparativ cu sanatosi, diferente semnificative statistic au
manifestat 14 gene cu valori mai mici si una cu expresie mai mare, ceea ce demonstreaza ca la

adultii bolnavi, nivelul expresiei genelor diminueaza fata de cei sandtosi.
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5. DETERMINISMUL GENETIC AL DIFERITOR PATOLOGII CARDIOVASCULARE

Caracterele ereditare normale sau anormale se caracterizeaza prin determinism monogenic,
poligenic sau multifactorial, determinate de interactiunea genotip — factori de mediu. S-a
constatat ca insasi expresia genelor reprezinta un caracter cantitativ, cu inalta ereditabilitate [92],
care determind manifestarea unui anumit caracter (normal sau patologic) la nivel de organism,
fiind un indicator al starii fiziologice a celulei.

In lucrarea de fata s-a propus studierea expresiei ARNm a unor gene candidat pentru a
obtine profilul de exprimare in patologiile cardiovasculare. In acest context s-a urmirit cantitatea
relativd de exprimare a genelor in BCV, care a fost interpretatd in comparatie cu lotul de
referintd. Analiza datelor a fost efectuatd prin metoda AACt. Au fost considerate de interes toate
genele cu un nivel de expresie +1.0.

Valoarea fold change a fiecarei gena de interes (GI) comparativ cu aceeasi gena din grupul
de referintd este data de valoarea lui Q(AACT) supraexpresia reprezentand o valoare supraunitara,
in timp ce o valoare subunitara indica subexpresia genica. In practica, fiind vorba de fenomene
biologice, se prefera utilizarea expresiei fold regulation care se exprima prin valori pozitive sau

o(-AACT)

negative, valoarea lui ramanand aceeasi pentru genele supraexprimate, in timp ce pentru

genele subexprimate devine (-244<"),

5.1. Analiza profilului de expresie a genelor in bolile cardiovasculare

Pentru determinarea profilului de expresie s-a efectuat Real-Time PCR a unor probe
provenind de la pacienti cu SAo, CPI-FiA, CPl, CMP si, respectiv, lotul de referinti. In acest
scop s-au recoltat probe de sange de la 14 voluntari reprezentand lotul de referinta si 55 pacienti
cu BCV. Pentru cuantificarea ARN-ului exista mai multe metode, insd metoda RT-PCR raméane
»standardul de aur”, fiind o metoda rapida, sensibila, si cu un cost redus. Cunoasterea expresiei
genelor in diferite conditii permite monitorizarea starii de sanatate si ofera perspective pentru

dezvoltarea medicinii personalizate.
Profilul de expresie al genelor in cardiopatia ischemica asociati cu fibrilatia atriala

Analiza profilului de expresie a genelor ipotetic implicate in CPI-FiA fata de lotul de
referintd a pus in evidenta valori fold change ce variaza intre -89,096 — 2,271 ori (Tabelul 5.1,
Figura 5.1). Cea mai pronuntata diminuare a expresiei a manifestat gena ITGBL1 (-89,096 ori),

activitatea transcriptionala maximala fiind atestatd pentru IL8 (2,271 ori). Intervalul de valori
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fold change pentru genele care au demonstrat activitate transcriptionala redusa (15 gene, NPPB,
SCD, ABCAL, THBS1, ELAVL1, TIMP1, TNFRSF11B, SSPN, ITGB1, ITGBL1, CYP2C8, HASL,
CYP4B1, KRT19, RGS1) este cuprins intre -1,109 — -89,096 ori.

Dintre acestea, 13 gene (NPPB, SCD, ABCAL, THBS1, TNFRSF11B, SSPN, ITGBL1,
CYP2C8, TIMP1, HAS1, CYP4B1, KRT19, RGS1) au prezentat diferente semnificative ale

expresiei din punct de vedere statistic la pacientii cu fibrilatia atriala asociata cu cardiopatia

ischemica fata de grupul de referinta.

Tabelul 5.1.

Evaluarea profilului de expresie a genelor de interes in fibrilatia atriala asociatd cu CPI

Gena

IL8
JAK2

INHBA
ITGB1
ELAVL1
TIMP1
ABCAl
NPPB
THBS1
SCD
CYP2C8
HAS1
CYP4B1
SSPN
RGS1
KRT19
TNFRSF11B
ITGBL1

ACt
(patologie)
-0,036+0,109
1,662+0,581
6,082+0,560
-1,24140,348
1,844+0,541
-0,923+0,476
2,008+0,509
8,782+0,682
1,595+0,137
5,228+0,660
8,079+0,999
10,690+0,485
9,374+1,115
5,577+0,796
4,945+0,448
9,633+0,759
11,082+0,946
11,149+0,308

ACt
(referinta)
1,148+0,228
2,171+£0,176
6,124+0,247
-1,39+0,155
1,557+0,213

-1,324+0,215
0,981+0,132
7,719£0,157
0,467+0,237
4,095+0,115
6,381+0,397
8,967+0,706
7,190+0,266
2,910+0,088
1,914+0,199
5,405+0,222
5,286+0,169
4,67120,175

AACt

-1,184+0,253
-0,510+0,607
-0,042+0,612
0,149:£0,380
0,286+0,582
0,401+0,522
1,027+0,526
1,063+0,700
1,128+0,274
1,133+0,670
1,699+1,075

1,723+0,856
2,184+1,146
2,667+0,801

3,031£0,490
4,229+0,791

5,796+0,961

6,477+0,354

2N-AACt

2,271
1,424
1,029
-1,109
-1,220
-1,320
-2,037
-2,089
-2,186
-2,193
-3,246
-3,301
-4,544
-6,353
-8,171
-18,747
-55,574
-89,096

Valoarea p

<0,001*
0,010*
0,361#
0,125#
0,125#
0,050*
<0,001*
<0,001*
<0,001*
<0,001*
<0,001*
<0,001*
<0,001*
<0,001*
<0,001*
<0,001*
<0,001*
<0,001*

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + § (mediat+deviatia standard a esantionului); diferentele expresiei
sunt remarcate comparativ cu grupul de referintd (Testul U Mann-Whitney), #p>0,05, *p<0,05; 4Ct= XCt(gena ge
interes) = XCl(gena de referinga)y 44 Ct= XACtgrp patologie) = XACt(grup de referingz); 27°-AA4Ct — valoarea fold change, in unitati

conventionale.

Genele INHBA, IL8 si JAK2 au manifestat activitate transcriptionald crescutd, cu valori

fold change ce variaza de la 1,029 pana la 2,271 ori, insa doar valorile expresiei genelor IL8 si

JAK2 au fost semnificativ crescute Tn CPI-FiA fatd de lotul de referinta. Diferente semnificative

statistic nu au fost observate in cazul genelor ELAVLY, ITGB1 si INHBA.

Rezultatele analizei au pus in evidentd 15 gene subexprimate si 3 supraexprimate la

pacientii cu CPI-FiA fatd de subiectii sanatosi, dintre care 15 (13 subexpresate si 2

supraexpresate) au manifestat diferente semnificative statistic.
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Fig. 5.1. Modificarea expresiei genelor de interes (fold change) in cardiopatia ischemica asociata

cu fibrilatia atriala fata de lotul de referinta.

Clasificarea genelor in baza rezultatelor obtinute, a relevat ca in cardiopatia ischemica
asociatd cu fibrilatia atriald, genele ITGBL1 si TNFRSF11B au corespuns nivelului -4 de
activitate transcriptionala, avand fold change -89,096 un.c. si, respectiv, -55,574 un.c., ceea ce
semnifica ca genele sunt foarte puternic subexprimate; gena KRT19 s-a incadrat in nivelul -3 de
activitate transcriptionald, cu valoarea fold change de -18,747 un.c., fiind puternic subexprimata;
genele RGS1 si SSPN au corespuns nivelului -2, avand valoarea fold change -8,171, respectiv
-6,353, ceea ce semnificd subexprimare moderata; iar genele CYP4B1 (-4,544 un.c.), CYP2C8
(-3,248 un.c.), HAS1 (-3,301 un.c.), THBS1 (-2,186 un.c.), SCD (-2,193 un.c.), NPPB (-2,089
un.c.), ABCAL (-2,037 un.c.) si TIMP1 (-1,320 un.c.) au corespuns nivelului -1, fiind gene slab
subexprimate. Doar genele 1L8 (2,271 un.c.) si JAK2 (1,424 un.c. ) s-au incadrat in nivelul +1,

fiind slab supraexprimate.
Profilul de expresie al genelor in cardiopatia ischemica

Estimarea concentratiei transcriptilor genelor de interes la grupul CPI a relevat valori fold
change ce variaza intre -75,608 — 1,191. Cea mai pronuntatd diminuare a expresiei s-a remarcat
la gena ITGBLL1 (-75,608 ori), iar activitatea transcriptionala crescuta a fost atestata la gena IL8
(1,191 ori). Valorile fold change pentru 16 gene care au demonstrat activitate transcriptionala
redusa (NPPB, SCD, ABCAL, THBS1, ELAVL1, INHBA, TIMP1, TNFRSF11B, SSPN, ITGB1,
ITGBL1, CYP2C8, HAS1, CYP4B1, KRT19, RGS1) variaza intre -1,132 — -75,608 ori (Tabelul
5.2, Figura 5.2).
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Tabelul 5.2.

Evaluarea profilului de expresie a genelor de interes in cardiopatia ischemica

ACt ACt
Gena (patologie) ) AACt 2N-AACt  Valoarea p
IL8 0,895+0,535 1,148+0,228 -0,2524+0,582 1,191 0,132#
JAK2 2,100+0,738 2,171+0,176 -0,071+0,759 1,051 0,355#
ITGB1 -1,212+0,395 -1,39+0,155 0,179+0,424 -1,132 0,148#
ELAVL1 1,905+0,698 1,557+0,213 0,348+0,730 -1,272 0,132#
TIMP1 -0,788+0,515 -1,324+0,215 0,536+0,558 -1,450 0,026*
THBS1 1,181+0,624 0,467+0,237 0,714+0,668 -1,641 0,010*
ABCALl 1,871+0,503 0,981+0,132 0,890+0,520 -1,854 0,001*
NPPB 8,879+0,931 7,719+0,157 1,160+0,944 -2,234 <0,001*
SCD 5,338+0,946 4,095+0,115 1,243+0,953 -2,367 0,001*
INHBA 7,548+0,889 6,124+0,247 1,424+0,922 -2,683 <0,001*
CYP2C8 8,376+0,869 6,381+0,397 1,995+0,955 -3,987 <0,001*
HAS1 11,183+0,491 8,967+0,706 2,217+0,860 -4,648 <0,001*
SSPN 5,260+0,679 2.910+0,088 2,350+0,685 -5,098 <0,001*
RGS1 4,336+0,539 1,914+0,199 2,421£0,575 -5,357 <0,001*
CYP4B1 10,517+0,303 7,190+0,266 3,326+0,404 -10,030 <0,001*
KRT19 10,062+1,125 5,405+0,222 4,657+1,106 -25,231 <0,001*
TNFRSF11B 10,848+0,601 5,286+0,169 5,562+0,624 -47,239 <0,001*
ITGBL1 10,912+0,368 4,671+0,175 6,240+0,407 -75,608 <0,001*

Nota: valorile sunt prezentate sub forma x + § (mediat+deviatia standard a esantionului); diferentele expresiei
sunt remarcate comparativ cu grupul de referinta (Testul U Mann-Whitney), #p>0,05, *p<0,05; 4Ct= XCt(gena de
interes) = XCl(gena de refering); 44 Ct= XACt(grup patologie) = XACt(grup de referiniz); 27--A44Ct — valoarea fold change, in unitati

conventionale.

Dintre acestea, 14 gene (NPPB, SCD, ABCA1, THBS1, INHBA, TIMP1, TNFRSF11B,
SSPN, ITGBL1, CYP2C8, HAS1, CYP4B1, KRT19, RGS1) au manifestat valori ale expresiei
semnificative statistic la pacientii cu CPI fata de cei sanatosi, exceptie constituind genele ITGB1
si ELAVL1.

Activitate transcriptionald crescuta au prezentat genele IL8 si JAK2, cu valori fold change
de 1,191 si, respectiv, 1,051 ori, ele fiind, insa, nesemnificative statistic.

Rezultatele analizei au pus in evidentd 16 gene subexprimate si 2 gene supraexprimate la
pacientii cu CPI, dintre acestea 14 manifestand diferente semnificative statistic fata de grupul de
referinta. In cele din urma, profilul de expresie a genelor in cardiopatia ischemica prezinti
subexpresie pentru 14 gene.

In ceea ce priveste clasificarea genelor exprimate semnificativ statistic in cardiopatia
ischemica, genele ITGBL1 (-75,608 un.c.), TNFRSF11B (-47,239 un.c.) si KRT19 (-25,231 un.c.)
au corespuns nivelului -4 de activitate transcriptionald, ceea ce semnifica ca genele sunt foarte

puternic subexprimate.
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Fig. 5.2. Modificarea expresiei genelor de interes (fold change) in cardiopatia ischemica fata de
lotul de referinta.

Genele CYP4B1 (-10,030 un.c.), RGS1 (-5,357 un.c.) si SSPN (-5,098 un.c.) s-au incadrat
in nivelul -2 privind activitatea transcriptionala, reprezentand gene moderat subexprimate, iar
genele HAS1 (-4,648 un.c.), INHBA (-2,683 un.c.), SCD (-2,367 un.c.), NPPB (-2,234 un.c.),
ABCAL (-1,854 un.c.), THBS1 (-1, 641 un.c.) si TIMP1 (-1,450 un.c.) au corespuns nivelului -1,
fiind slab subexprimate.

Profilul de expresie al genelor in cardiomiopatiile primare

Analiza profilului de expresie in cardiomiopatiile primare fata de lotul de referinta a pus in
evidentd expresie diferentiatd pentru genele de interes, valorile carora variaza intre -5,377 —
3,281 ori. Cea mai pronuntatd diminuare a expresiei a fost manifestata de gena TNFRSF11B
(-5,377 ori), iar cele mai inalte valori fold change — de gena HAS1 (3,281 ori).

Intervalul de valori fold change pentru 9 gene care au demonstrat activitate transcriptionala
redusd (TNFRSF11B, ITGBL1, KRT19, IL8, SSPN, RGS1, CYP4B1, TIMP1, ITGB1) este cuprins
intre -1,123 — -5,377 ori. Dintre acestea, 6 gene (TNFRSF11B, ITGBL1, KRT19, IL8, SSPN,
RGS1) au indicat diferente statistice semnificative intre pacientii cu cardiomiopatii primare fata
de subiectii sanatosi (Tabelul 5.3, Figura 5.3).

Genele THBS1, CYP2C8, JAK2, ELAVL1, SCD, NPPB, INHBA, ABCAl, HAS1 au
manifestat cresterea expresiei in CMP fata de lotul de referinta cu valori fold change cuprinse
intre -1,001 — 3,281 ori, dintre care 5 (ELAVL1, SCD, INHBA, ABCA1, HAS1) au prezentat

diferente statistic semnificative In cardiomiopatiile primare comparative cu grupul de referinta.
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Nu a fost observatd nici o diferentd semnificativd statistic privind expresia relativd a genelor

CYP2C8, CYP4B1, ITGB1, JAK2, NPPB, TIMP1 si THBSL1 la pacientii cu CMP.

Tabelul 5.3.
Evaluarea profilului de expresie a genelor de interes in cardiomiopatiile primare

ACt ACt
(patologie) (referinti) ZULANCE VLRI
HAS1 9,305+0,313 11,01940,233 -1,714+0,390 3,281 <0,001*
ABCA1 1,48240,711 2,157+0,391 -0,675+0,811 1,597 0,044*
INHBA 7,585+0,469 8,238+0,288 -0,653+0,550 1,573 0,004*
NPPB 9,279+1,234 9,871+0,552 -0,592+1,352 1,507 0,203#
ScD 4,918+0,569 5.410+0,439 -0,492+0,718 1,406 0,050*
ELAVL1 1,908+0,582 2,38640,271 -0,478+0,641 1,393 0,050*
JAK2 2,556+0,599 2,914+0,307 -0,358+0,673 1,282 0,071#
CYP2C8 7,669+0,524 7,829+0,210 -0,159+0,564 1,117 0,303#
THBS1 1,990+0,900 1,990+0,203 -0,001:0,923 1,001 0,421#
ITGB1 -0,462+0,341 -0,629+0,246 0,167+0,421 -1,123 0,083#
TIMP1 -0,382+0,591 -0,576+0,252 0,194:£0,642 -1,144 0,203#
CYP4B1 10,223+0,805 9,733+0,601 0,490+1,005 -1,404 0,096#
RGS1 4,423+0,515 3,838+0,389 0,585+0,646 -1,500 0,015%
SSPN 4,979+0,401 4,219+0,240 0,760+0,468 -1,694 <0,001*
IL8 0,597+0,472 -0,433+0,321 1,031£0,571 -2,043 <0,001*
KRT19 9,833+0,652 8,748+0,149 1,086+0,669 -2,122 0,004*
ITGBL1 9,564+0,760 8,238+0,492 1,326+0,905 -2,507 <0,001*
TNFRSF11B 10,908+0,797 8,481+0,246 2,427+0,834 -5,377 <0,001*

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + § (mediat+deviatia standard a esantionului); diferentele expresiei
sunt remarcate comparativ cu grupul de referinta (Testul U Mann-Whitney), #p>0,05, *p<0,05; 4Ct= XCt(gena de
interes) = XCl(gena de referinta); 44 Ct= XACt(grup patologie) = XACt(grup de referinga); 27 -44Ct — valoarea fold change, in unitati

conventionale.

Rezultatele analizei au pus in evidenta 9 gene subexprimate si 9 supraexprimate la
pacientii cu CMP fata de lotul de referinta, dintre care 11 au manifestat diferente semnificative
statistic, iar 7 gene au manifestat schimbari ale expresiei nesemnificative din punct de vedere
statistic.

Asadar, profilul de expresie a genelor in cardiomiopatiile primare prezinta supraexpresie
pentru 5 gene si subexpresie pentru 6 gene.

Referitor la genele semnificativ statistic exprimate in cardiomiopatiile primare, clasificarea
conform nivelului de activitate transcriptionala a conturat urmatorul tablou: gena TNFRSF11B a
corespuns nivelului -2, avand valoarea fold change -5,377, ceea ce semnifica subexprimare
moderatd; genele ITGBL1 (-2,507 un.c.), KRT19 (-2,122 un.c.), IL8 (-2,043 un.c.), SSPN (-1,694
un.c.) si RGS1 (-1,500 un.c.) au corespuns nivelului -1 de activitate transcriptionald, fiind gene

slab subexprimate.
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Fig. 5.3. Modificarea expresiei genelor de interes (fold change) in cardiomiopatiile primare fata
de lotul de referinta.

Genele HAS1 ( 3,281 un.c), ABCA1 (1,597 un.c), INHBA (1,573 un.c), SCD (1,406 un.c) si

ELAVL1 (1,393 un.c) s-au incadrat in nivelul +1, reprezentand gene slab supraexprimate.
Profilul de expresie al genelor in stenoza aortica congenitala

Studiul expresiei genelor candidat in SA0 a pus in evidenta valori fold change ce variaza
intre -1,743 — 20,283. Cel mai diminuat nivel al expresiei a marcat gena TNFRSF11B (-1,743
ori), iar valoarea cea mai inalta a fost atestata pentru gena CYP4B1 (20,283 ori).

Valorile fold change pentru genele care au demonstrat activitate transcriptionala redusa
(TNFRSF11B, ITGBL1, IL8, NPPB) variaza intre -1,743 — -1,022 ori, diferente semnificative
statistic intre pacientii cu SAo fatd de subiectii sdnatosi remarcandu-se pentru genele
TNFRSF11B si NPPB (Tabelul 5.4, Figura 5.4).

Genele INHBA, JAK2, TIMP1, ITGB1, ABCA1, CYP2C8, SSPN, THBS1, KRT19, RGS1,
ELAVL1, SCD, HAS1, CYP4B1 au manifestat cresterea expresiei cu valori fold change cuprinse
intre 1,013 — 20,283 ori.

In cazul genelor supraexprimate, diferentele constatate intre pacientii cu SAo comparativ
cu grupul de referinta au fost semnificative statistic pentru CYP2C8, CYP4B1, ELAVL1, HAS1,
ITGB1, KRT19, RGS1, SCD, SSPN si THBSL.

Nu a fost observata nici o diferenta semnificativa statistic privind expresia relativd a
genelor ABCA1, IL8, INHBA, ITGBL1, JAK2 si TIMP1 la pacientii cu SAo fatd de subiectii

sanatosi.
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Tabelul 5.4.
Evaluarea profilului de expresie a genelor de interes in stenoza aortica congenitala

ACt ACt

Gena (patologie) (referinti) AACt 2N-AACt  Valoarea p
CYP4B1 5,391+0,269 9,733+0,601 -4,342+0,659 20,283 <0,001*
HAS1 9,458+0,243 11,019+0,233 -1,561+0,337 2,951 <0,001*
SCD 3,967+0,239 5,410+0,439 -1,443+0,500 2,719 <0,001*
ELAVL1 1,171+0,289 2,386+0,271 -1,215+0,396 2,321 <0,001*
RGS1 2,887+0,357 3,838+0,389 -0,951+0,528 1,934 <0,001*
KRT19 7,962+0,320 8,748+0,149 -0,785+0,353 1,724 <0,001*
THBS1 1,433+0,446 1,990+0,203 -0,557+0,490 1,471 0,022*
SSPN 3,687+0,157 4,219+0,240 -0,532+0,287 1,446 0,001*
CYP2C8 7,327+0,565 7,829+0,210 -0,502+0,603 1,416 0,008*
ABCALl 1,793+0,638 2,157+0,391 -0,364+0,748 1,287 0,137#
ITGB1 -0,944+0,201 -0,629+0,246 -0,316+0,318 1,245 0,022*
TIMP1 -0,798+0,385 -0,576+0,252 -0,222+0,460 1,166 0,096#
JAK2 2,700:+0,609 2.914+0,307 -0,214+0,682 1,160 0,109#
INHBA 8,220+0,853 8,238+0,288 -0,018+0,900 1,013 0,275#
NPPB 9,902+0,776 9,871+0,552 0,031+0,952 -1,022 0,042*
IL8 -0,31340,471 -0,43340,321 0,120+0,570 -1,087 0,376#
ITGBL1 8,640+0,752 8,238+0,492 0,402+0,898 -1,321 0,122#
TNFRSF11B 9,282+0,703 8,481+0,246 0,801+0,744 -1,743 0,026*

Nota: valorile sunt prezentate sub forma x = § (mediat+deviatia standard a esantionului); diferentele expresiei sunt
remarcate comparativ cu grupul de referinta (Testul U Mann-Whitney), #p>0,05, *p<0,05; 4Ct= XCt(gena de interes) -
XCligena de referinyy AACt= XACtgrp pawologiey = XACt(grup de refering); 27-44Ct — valoarea fold change, in unitati
conventionale.

Rezultatele analizei au pus in evidentd 4 gene subexpresate si 14 supraexpresate la
pacientii cu SAo, dintre care 12 au manifestat diferente semnificative statistic. Respectiv, profilul

de expresie al genelor in SAo prezinta 10 gene supraexpresate si 2 subexpresate.
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Fig. 5.4. Modificarea expresiei genelor de interes (fold change) in stenoza aortica congenitala
fatd de grupul de referinta.
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In cazul stenozei aortice congenitale, genele s-au clasificat in dependentd de activitatea
transcriptionala dupa cum urmeaza: gena CYP4B1, cu valoarea fold change 20,283 a corespuns
nivelului +4, ceea ce semnifica gena foarte puternic supraexprimata, aceasta fiind unica de acest
fel intre toate patologiile studiate; genele HAS1 (2,951 un.c.), SCD (2,719 un.c.), ELAVL1 (2,321
un.c.), RGS1 (1,934 un.c.), KRT19 (1,724 un.c.), THBS1 (1,471 un.c.), SSPN (1,446 un.c.),
CYP2C8 (1,416 un.c.) si ITGB1 (1,245 un.c.) au corespuns nivelului +1, ceea ce semnificd gene
slab supraexprimate; iar genele TNFRSF11B si NPPB au corespuns nivelului -1, avand valoarea

fold change -1,743, respectiv -1,022, fiind atribuite la gene slab subexprimate.
5.2. Aspecte privind expresia genelor in maladiile cardiovasculare

Evaluarea expresiei diferentiate a celor 18 gene, obtinuta prin Real-Time PCR comparativ
cu datele identificate in profilurile microarray, demonstreaza modificari similare in patologie
fata de subiectii fara afectiuni cardiovasculare la 11 dintre genele incluse in studiu, cele mai
multe cazuri fiind confirmate experimental si prin analiza bioinformatica pentru CPI-FiA (22%).

Tabelul 5.5.

Directia de modificare a expresiei genelor candidat in producerea BCV, cuantificata prin
Real-Time PCR si microarray

CMP CPI-FiA

Simbolul genei
I - T -

Gene prioritar implicate in bolile cardiovasculare

ABCA1l +, slab NA -, slab + -, slab + +, # NA
NPPB +, # NA -, slab NA -, slab - -, slab +
THBS1 +, # - -, slab + -, slab - +, slab NA
SCD +, slab NA -, slab NA -, slab + +, slab -
Gene potential implicate in bolile cardiovasculare

IL8 / CXCL8 -, slab - +, # NA +, slab - - # NA
JAK?2 + # NA +, # NA +, slab + +, # +
INHBA +, slab NA -, slab + + # - +, # NA
ITGB1 - # NA - # + - # - +, slab NA
ELAVL1 +, slab NA - # + - # NA +, slab -
TIMP1 - # NA -, slab NA -, slab - +, # +
CYP2C8 +, # NA -, slab - -, slab NA +, slab +
HAS1 +, slab NA -, slab NA -, slab - +, slab +
CYP4B1 - # NA -, moderat | NA -, slab + +, f puternic | -
SSPN -, slab + -, moderat | NA -, moderat + +, slab NA
RGS1 -, slab NA -, moderat NA -, moderat - +, slab +
KRT19 -, slab NA -, fputernic | NA -, puternic - +, slab +
TNFRSF11B -, moderat - -, f puternic | NA -, fputernic | NA -, slab +
ITGBL1 -, slab + -, T puternic | NA -, f puternic |+ - # NA

Nota: NA — datele de expresie lipsesc; celule colorate — gene care au manifestat aceeasi directie de modificare a expresiei in experimentul
qPCR si microarray; # — date nesemnificative statistic; FC —fold change; IE — indice de expresie.

Genele prioritare NPPB, THBS1 si potentiale IL8, JAK2 si TIMP1 care s-au regasit in
ambele retele elaborate (Capitolul III), precum si genele ITGB1, CYP2C8, HAS1, RGS1, KRT19
si TNFRSF11B au manifestat aceeasi directie de modificare a expresiei conform qPCR si

microarray in cel putin una dintre patologii (Tabelul 5.5).

96



Analiza comparativa intre patologii a datelor RT-PCR si microarray a permis evidentierea
genei prioritare SCD si a celor potentiale HAS1, RGS1, KRT19, CYP2C8 care au manifestat
modificari analoage ale expresiei. Genele pentru care nu au fost disponibile date microarray au
fost investigate experimental, pentru prima data, fiind relevata expresia lor la nivel sangvin la
pacienti cu CPI, CPI-FiA, CMP, SAo (Figura 5.5).
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Fig. 5.5. Genele cu expresie modificata in patologiile cardiovasculare, conform datelor gPCR.

Nota: albastru - gene subexpresate; rosu — gene supraexpresate; negru — gene cu expresie diferita intre maladii;
sur — gene care au manifestat aceeasi directie a modificarii expresiei potrivit datelor microarray si qPCR.

Din totalul variantelor analizate (72=18 gene si 4 fenotipuri), in 52 dintre cazuri
modificarea expresiei genelor a prezentat valori statistic semnificative si doar in 20 dintre
acestea, modificarile au fost nesemnificative. Aceste date confirma ipoteza de la care am pornit —
genele identificate prin analiza exploratorie a profilurilor microarray sunt asociate cu patologiile
cardiovasculare incluse in studiu.

Pe de altd parte, valorile activitatii transcriptionale a genelor sunt variate, ceea ce denota un
grad diferit de asociere cu patologiile studiate. Aplicand la BCV modelul propus de Xu si
colaboratorii [411] pentru maladiile canceroase se constatd o reactie de raspuns foarte puternic,
puternic, moderat si slab influentatd in contextul diferitor afectiuni cardiovasculare. Astfel, au
fost relevate genele TNFRSF11B si ITGBL1 foarte puternic subexpresate in CPI si CPI-FiA,
genele ITGBL1, TNFRSF11B si KRT19 subexpresate foarte puternic in CPI, in timp ce gena
CYP4B1 a manifestat supraexpresie foarte puternica in SAo (Tabelul 5.6).
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Tabelul 5.6.
Clasificarea genelor implicate in producerea BCV in functie de activitatea transcriptionala
conform modelului propus de Xu si colab.[411]

-2 -3 -4 [foarte +4 [foarte
moderata puternica puternica puternicd
CPI- CYP4B1, CYP2C8, RGS1 KRT19 ITGBL1 IL8
FiA  HAS1, THBS1, SSPN TNFRSF11B  jak2
SCD, NPPB,
ABCA1, TIMP1
CPl INHBA, CYP2C8, CYP4Bl1 - ITGBL1 - -
HAS1, THBS1, RGS1 TNFRSF11B
SCD, NPPB, SSPN KRT19
ABCAL, TIMP1
CMP ITGBL1, KRT19, TNFRSF11B - - HAS1, ABCAL, -
IL8, SSPN, RGS1 INHBA, SCD,
ELAVL1
SAo TNFRSF11B - - - HAS1, SCD, ELAVL1, CYP4B1
NPPB RGS1 KRT19, THBS1
SSPN, CYP2C8,
ITGB1

Nota: P — patologie; R — referinta; ,,+” — supraexpresie (P>R); ,,-”— subexpresie (P<R).

Pentru genele potentiale ITGBL1, CYP4Bl si KRT19 care au manifestat activitate
transcriptionala puternic si, respectiv, foarte puternic modificata, precum si pentru genele HAS1,
RGS1 si SSPN cu activitate slaba si moderata, studii care sa confirme rolul lor in producerea
BCV lipsesc. In acest context, datele de expresie a genelor date in BCV reprezinti o premiera.

Examinarea modificarilor transcriptionale semnificative din punct de vedere statistic ale
genelor de interes la grupurile cu patologii in raport cu lotul de referinta, a pus in evidenta
profiluri specifice de expresie in functie de fenotipul clinic: cardiopatia ischemica cu si fara
fibrilatie atriald, cardiomiopatii primare si stenoza aortica congenitala.

Prin urmare, s-a constatat ca profilul de expresie a genelor prezinta in: cardiopatia
ischemicd asociatd cu fibrilatia atriald, supraexpresie pentru 2 gene si subexpresie pentru 13
gene; cardiopatia ischemica, 14 gene subexpresate; cardiomiopatii primare, supraexpresie pentru
5 gene si subexpresie pentru 6 gene; stenoza aortica congenitala 10 gene supraexpresate si 2 gene
subexpresate (Tabelul 5.7, Figura 5.6).

S-a determinat ca expresia genelor in CPI-FiA si CPI este aproape similara, diferenta fiind
marcata de gena INHBA care a manifestat subexpresie in CPI si de genele 1L8, JAK2 pentru care
a fost stabilitd o activitate transcriptionala sporita in CPI-FiA. INHBA este un ligand al factorului
de crestere si transformare beta (TGF-beta) [29]. De asemenea, stimuleazd angiogeneza si

inflamatia prin cresterea nivelului factorului de crestere vascular endotelial (VEGF) [125].
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Tabelul 5.7.
Profilurile de expresie a genelor in diferite patologii cardiovasculare

Gena SA0 CMP CPI CPI-FiA

ABCA1l
CYP2C8
CYP4B1
ELAVL1
HAS1
IL8
INHBA
ITGB1
ITGBL1
JAK?2
KRT19
NPPB
RGS1
SCD
SSPN
THBS1
TIMP1
TNFRSF11B

Nota: albastru — subexpresie; rosu — supraexpresie genica; — gene cu expresie statistic nesemnificativa.

Analiza comparativd a expresiei genelor intre CPI, CPI-FiA, CMP si SAo a permis
gruparea factorilor ereditari evaluati in 10 clase, care includ intre 1 si 7 gene si se refera la cel
putin una dintre patologii (Figura 5.6):

— 5 clase - gene care au manifestat sub/ sau supraexpresie doar in una dintre cele patru
patologii cardiovasculare studiate (ITGB1, THBS1, CYP2C8, CYP4B1, SSPN, RGS1, KRT19,
ABCAL, INHBA, JAK2, IL8, INHBA);

— 2 clase - gene care au manifestat sub/ sau supraexpresie in doua patologii (ELAVL1, SCD,
HAS1 TIMP1, ABCA1, THBS1, SCD, CYP2C8, HAS1, CYP4B1);

— 2 clase - gene care au manifestat subexpresie in 3 patologii (SSPN, RGS1, KRT19,
ITGBL1, NPPB)

— [ clasa - gene care au manifestat subexpresie in toate cele patru patologii CV
(TNFRSF11B).

Rezultatele cercetdrilor au demonstrat o activitate transcriptionald slab diminuata a genei
CYP2C8 in cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatie atriala si supraexpresie slaba in stenoza
aorticd congenitala. Studiile de specialitate, au relatat asocierea acestei gene cu infarctul

miocardic [196], ateroscleroza si cardiopatia ischemicd [91], fiind implicata in sinteza

O
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colesterolului, steroizilor si a unor lipide [265]. Reactivitatea arterelor coronariene mediata prin
flux este afectatd prin inhibarea citocromului P450, fapt ce demonstreaza implicarea peroxidului
de hidrogen in dilatarea vaselor inimii [254], reglarea tonusului vascular, sinteza mediatorilor si

a reglatorilor proceselor biologice [135].
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Fig. 5.6. Schema profilului molecular de expresie a genelor de interes in patologiile
cardiovasculare.

Nota: albastru - gene subexpresate; rosu — gene supraexpresate, CPI — cardiopatia ischemica; CPI-FiA —
cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii; SA0 — stenoza aortica congenitala.

Gena CYP4B1 care codifica o proteina din familia de enzime citocrom P450, implicatd in
hidroxilarea acizilor grasi [319] este subexpresata in CPI-FiA (slab) si cardiopatia ischemica
(moderat) si supraexpresatd in stenoza aortica congenitala (foarte puternic). Aceste rezultate
denota implicarea genei in metabolismul lipidic si vin in sustinerea ipotezei privind rolul
important al genei in reglarea fluxului sanguin si proceselor inflamatorii in afectiunile ischemice
ale cordului [135].

Gena ITGB1, implicata in transductia semnalelor, adeziune, comunicare, diferentiere si
migrare celulara [173] a manifestat supraexpresie slaba in stenoza aorticd congenitala, in care
turbulenta fluxului sangvin, cauzat de arhitectura alteratd a valvelor, traumatizeaza foitele
valvulare si determina fibroza, rigiditate crescuta si calcificarea acestora [110]. Prin urmare,

ITGB1, poate avea un rol major in SAo, deoarece integrinele au functie de receptor pentru
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fibronectina care participa in depozitarea lipoproteinelor aterogene in peretele vascular si in
placa fibroasa [12].

Gena THBSL1 care codifica trombospondina 1 (TSP1), glicoproteind multifunctionald si
componentd majora a granulelor trombocitelor [54] este slab diminuata in cardiopatia ischemica
cu si fara fibrilatie atriala si slab supraexpresata in stenoza aortica congenitala, ceea ce sugereaza
rolul important al acesteia in agregarea plachetara, favorizand conexiunea intre trombocite si
determinand formarea trombului [235], astfel fiind argumetate si functiile de adeziune celulara,
fibrinoliza, apoptoza, angiogeneza.

SSPN codifica proteina membranara sarcospan [240] care faciliteaza interactiunea dintre
proteinele transmembranare a muschilor cardiaci si se asociaza cu distrofina si integrina a7f1
[241, 287]. In acest studiu expresia genei SSPN a fost diminuati moderat in cardiopatia
ischemica cu si fara fibrilatie atriala, slab — in cardiomiopatiile primare si supraexpresata slab in
stenoza aorticd congenitald. Desi rolul direct al genei SSPN in anumite cdi metabolice nu este
cunoscut, functional aceasta a fost asociatd cu adeziunea celulara si contractia musculara [133].

Gena KRT19 implicata in migrarea celulara, codifica un membru al familiei keratinelor cu
rol de sustinere si formare a citoscheletului celular [327]. Activitatea transcriptionald a genei
KRT19 a fost diminuatd puternic in cardiopatia ischemica asociatd cu fibrilatia atriala, foarte
puternic — in CPI, slab — in cardiomiopatiile primare si sporitd slab in stenoza aortica
congenitald, ceea ce sugereaza implicarea genei In mentinerea integritatii structurale a celulelor
epiteliale, frecvent afectata in patologiile CV [122].

Gena RGS1 codifica proteine de tip G, fixate pe fata internd a membranei celulare care
regleaza transferul de semnale biologice de la receptorii membranari spre mecanismele efectoare
din interiorul celulei [360]. Dereglarea functionala a acestor proteine a fost atestatd in
hipertensiunea arteriala si ateroscleroza [288]. In cadrul cercetarilor, gena RGS1 a manifestat
subexpresie moderata in cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatia atriala, expresie diminuata slab
in cardiomiopatiile primare si supraexpresie slaba in stenoza aorticd congenitala, date ce denota
implicarea genei in caile de transductie a semnalelor la nivelul celulelor pacemaker din miocard.
Rezultatele obtinute de alti autori, de asemenea indica diminuarea expresiei genei respective la
subiecti cu cardiopatie ischemica [352].

Expresia genei ABCAL, implicata in procesarea informatiilor de mediu este indusa de
steroli, receptori nucleari hormonali, oxisteroli si acizi biliari [394]. Mutatiile la nivelul genei
ABCA1 au fost asociate cu ischemia cardiaca si riscul crescut de BCV [366]. In grupul de
subiecti cu cardiomiopatii primare, expresia genei a fost slab sporita, iar in cardiopatia ischemica

cu si fara fibrilatie atriala slab diminuata, ceea ce sustine rolul ABCA1L in calitate de reglator al
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fluxului de colesterol, prin membrana fosfolipidica catre apolipoproteine, nivelul carora
coreleaza cu severitatea si extinderea afectdrii cardiovasculare [324]. Datele unui studiu ce a
vizat profilul de expresie al genelor releva ca cresterea severitatii bolii la pacientii cu afectiuni
cardiovasculare este asociatda cu expresia diminuatd a genelor implicate in transportul
colesterolului [368]. Diminuarea expresiei genei ABCAL la subiecti cu cardiopatie ischemica a
fost atestata si in studiile efectuate de catre alti cercetatori [352].

Gena TNFRSF11B care codifica glicoproteina osteoprotegerina (OPG), membru al
superfamiliei factorilor de crestere TNF, implicatd in transductia semnalelor si in calea
metabolica de interactiune a citokinelor, apoptoza, angiogeneza, raspunsul la medicamente [47] a
manifestat o diminuare foarte puternica in cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatie atriala, date
care sugereaza implicarea genei in calcificarea vasculard, deoarece OPG este frecvent intalnitd in
leziunile aterosclerotice avansate. De asemenea, aceastd gend a manifestat expresie diminuata
moderat in cardiomiopatiile primare si slab in stenoza aortici congenital. In plicile calcificate
din aorta umana au fost identificate celule asemanitoare osteoclastelor, activarea lor fiind
inhibata de osteoprotegerina si reglata de proteina matrix Gla (MGP) activata [47]. In literatura
de specialitate, subexpresia genei TNFRSF11B a fost observata in cardiomiopatia dilatativa, atat
ischemica, cat si non-ischemica [190], din punct de vedere functional fiind asociata cu afectiuni
ale arterelor coronare [337]. Nivelul seric al OPG s-a dovedit a avea o valoare de prognostic in
insuficienta cardiacd dupa infarctul miocardic acut la pacientii afectati de anevrism aortic
abdominal si boala arterelor periferice [47], iar la pacientii atat diabetici, cat si non-diabetici
afectati de boala arterelor coronare, datele experimentale au demonstrat un nivel crescut
semnificativ care coreleaza puternic cu severitatea cardiopatiei ischemice [52]. Remarcabil este
ca doua polimorfisme genetice OPG au fost asociate cu un risc crescut de CPI la barbatii
caucazieni, iar nivelul seric OPG a corelat cu una dintre aceste polimorfisme [356, 365].

Gena INHBA (inhibina B-A) codifica o glicoproteina ligand al factorului de crestere si
transformare B (TGF-B) [29], stimuleazd angiogeneza si inflamatia prin cresterea nivelului
factorului de crestere vascular endotelial (VEGF) [125]. Analiza datele obtinute a relevat
expresia slab diminuatd a genei INHBA in cardiopatia ischemica si supraexpresia slaba in
cardiomiopatiile primare. Rolul genei INHBA in dezvoltarea si progresia BCV nu este cunoscut.
Faptul ca formarea placii de aterom mature are la baza eliberarea de catre macrofage si celulele
endoteliale a factorului de crestere si transformare B [301], sprijina ipoteza ca gena INHBA ar
avea un rol important in patogeneza aterosclerozei.

Gena JAKZ2 a prezentat expresie slab sporitd in cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia

atriala. Cresterea activitatii genei JAK2 a fost asociatd cu hipertrofia cardiaca, mentinutd prin
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calea de semnalizare JAK-STAT - transductor al semnalului si activator al transcriptiei [129].
Intrucat activitatea functionali a acestei gene este asociati cu procesarea informatiilor de mediu,
prin intermediul citokinelor si a altor factori de crestere [259], devine evident cad activitatea
optima a JAK kinazelor este critica pentru transmiterea semnalului, integrand componentele din
diverse cai de semnalizare intracelulard (RAS/MAPK, PI3K-AKT, STAT, RTK).

Gena IL8 codificd o proteind care apartine familiei o de chemokine, implicatd in
mecanismele inflamatiei [383]. Activitatea transcriptionald slab sporitd a genei IL8 a fost
constatatd in cardiopatia ischemicd asociatd cu fibrilatia atriald, in timp ce diminuarea slaba a
expresiei s-a relevat in cardiomiopatiile primare. Expresia IL-8 este crescuta la nivelul celulelor
endoteliale din vecinatatea situsului inflamator [32], ceea ce indica asupra faptului ca in cadrul
raspunsului inflamator al organismului interleukina 8 induce acumularea neutrofilelor in
regiunile lezate, formeaza un gradient chemotactic in interiorul tesuturilor si ghideaza leucocitele
activate citre zonele inflamate. Traversarea endoteliului de ciatre leucocitele activate, de
asemenea este facilitatd de I1L8 care altereaza expresia integrinelor [199].

Gena ITGBL1 codifica o glicoproteind transmembranara de adeziune — integrina beta-
likel, care apartine familiei de proteine EGF, implicatd in comunicarea intercelulara, calea
metabolicd mediata de integrine, initierea si reglarea proceselor de adeziune celulara [124].
Analiza datele obtinute a relevat expresia genei ITGBL1 diminuata foarte puternic in cardiopatia
ischemica cu si fara fibrilatie atriald, iar in cardiomiopatiile primare o activitate transcriptionala
slab diminuatd. Rolul integrinelor in sistemul cardiovascular este apreciat prin inhibarea
agregdrii trombocitelor dupd administrarea medicamentelor [174], fapt ce denota ca o expresie
diminuata a genei ITGBL1 favorizeaza agregarea plachetara, cu formarea striatiunilor lipidice si
mai apoi a placilor de aterom mature.

Gena NPPB, implicata in transductia semnalelor [184], codifica peptidul natriuretic de tip
B (BNP), inhiba axul renina — angiotensina — aldosteron si actioneaza ca vasodilatatori. Expresia
crescutd a genei a fost asociatd cu hipertrofie [51]. In studiul de fati, gena NPPB a manifestat o
expresie slab diminuata atat in cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatie atriala, cat si in stenoza
aorticd congenitala, ceea ce sugereaza ca efectele biologice ale peptidelor natriuretice, mediate
de legarea acestora la receptori specifici de membrana, determind insuficientd cardiaca si
disfunctie ventriculara.

Gena TIMPL1, inhibitor tisular al metaloproteinazelor matriciale (MMP), implicata in
transductia semnalelor [80], degradarea matricei extracelulare, repararea si remodelarea
ventriculului stang [156] a prezentat expresie slab diminuata in CPI-FiA si CPI, ceea ce denota

rolul genei in fibroza si disfunctia cardiaca.
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Gena HASL1 codificd proteina hialoronan sintetaza, implicata in polimerizarea acidului
hialuronic [113, 137], inflamatie, proliferare, aderare, migrare si diferentiere celulara [350].
Lipsa acidului hialuronic este asociatd cu prolapsul valvei mitrale al inimii [78]. In studiul de
fatd, expresia diminuata slab a genei HAS1 a fost evidentiata in cardiopatia ischemica cu si fara
fibrilatie atriala si supraexpresia slaba in CMP si SAo.

Gena ELAVLI care codifica un membru al familiei ELAVL, cu rol in reglarea expresiei
genelor, transductia semnalelor, progresia inflamatiei etc. [178], atestd in cadrul prezentei analize
o supraexpresie slaba in cardiomiopatiile primare si in stenoza aortica congenitald, date care
sugereaza implicarea sa 1n insuficienta cardiaca.

Gena SCD care codifica proteina stearoil-CoA desaturaza 1, implicata in procese de
oxido-reducere, biosinteza acizilor grasi si in caile de transductie a semnalelor AMPK si PPAR
[187] a relevat o expresie diminuata slab in cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatie atriald si
supraexpresie slaba in cardiomiopatiile primare si stenoza aorticad congenitala. Aceste rezultate
sugereaza rolul posibil al genei in metabolismul lipidic si declansarea proceselor inflamatorii.
Studiile de specialitate au indicat asocierea SCD cu diabetul zaharat tip 2, sindromul metabolic si
inflamatia [218, 330].

In aspect functional, analiza rezultatelor obtinute in cadrul studiului, imbinate cu
cunostintele disponibile in literatura de specialitate a permis elaborarea unui model ipotetic,
privind patogeneza BCV care implica o serie de cdi de semnalizare si procese biologice (Figura
5.7).

S-a constatat asocierea factorilor ereditari cu inflamatia (L8, TNFRSF11B, CYP2C8, SCD,
CYP4B1, INHBA, THBSI, HAS1, ELAVL1), angiogeneza (TNFRSF11B, THBS1, INHBA, ILS,
ITGB1), adeziunea celulara (SSPN, THBS1, HAS1, ITGBL1, ITGB1), migrarea celulara (ITGB1,
HAS1, KRT19), apoptoza (TNFRSF11B, THBS1), ischemia (ABCALl, CYP4B1), fibrinoliza
(THBS1), vasodilatarea (NPPB), hipertrofia cardiaca (NPPB, JAK2), remodelarea ventriculului
stang si degradarea matricei celulare (TIMP1), cdile de semnalizare si transductia semnalului
biologic PI3/Akt (ITGB1, THBS1, JAK2), AMPK (SCD, ELAVL1), TGF-B (INHBA, THBS1),
Rapl (ITGB1, THBS1), GPCR (RGS1), cGMP-PKG (NPPB), Jak-STAT (JAK2), NF-Kb (IL8).

Prin generalizarea rezultatelor, remarcam ca majoritatea genelor investigate sunt asociate
cu procesele inflamatorii care sunt direct implicate in initierea si progresia bolilor
cardiovasculare, de la stadiul incipient asimptomatic de injurie vasculara, la manifestarile clinice
de disfunctie si remodelare vasculara. Genele potentiale IL8 si TNFRSF11B sunt factori lezionali
ai disfunctiei endoteliale, prima inducand acumularea neutrofilelor in regiunile lezate, iar a doua

fiind intalnita in leziunile aterosclerotice avansate [337].
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Fig. 5.7. Model ipotetic de implicare a genelor analizate in procesele biologice ce stau la baza
patogenezei bolilor cardiovasculare [340, modificat]. Nota: figuri ovale — cii de semnalizare.

CYP2C8 si SCD sunt implicate in metabolismul acidului arahidonic, derivatii caruia sunt
mediatori ai inflamatiei [340]; gena CYP4B1 catalizeaza sinteza leucotrienilor cu efect
chemotactic pentru macrofage, celule cu rol cheie in inflamatie, gena INHBA regleaza nivelul
factorului de crestere vascular endotelial [125]. Alte doua gene, THBSI si HAS1 regleaza
adeziunea si migrarea celulard, inflamatia fiind asociata cu alterarea ratei de renovare a acidului
hialuronic, iar ELAVL1 mediaza migrarea celulara si transcriptia genelor in celulele fagocitare

ale sistemului imunitar [178].

5.3. Concluzii la capitolul 5

1. Prin analiza pattern-ului de expresie a genelor in patologie comparativ cu lotul de
referinta, s-a relevat cd in cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatie atriala activitatea majoritatii
genelor este diminuata (13 gene/si 2 supraexpresate, respectiv 14 gene), iar in cazul stenozei
aortice congenitale — sporita (10 gene/si 2 subexpresate), in timp ce in cardiomiopatiile primare 6
gene au manifestat expresie diminuata si 5 — sporita.

2. Expresia genelor in cardiopatia ischemica cu si fard fibrilatie atriald este aproape
similara, diferenta fiind marcatd de gena INHBA care a prezentat subexpresie in CPI si de genele

IL8 si JAK2 pentru care a fost stabilita o activitate transcriptionala sporita in CPI-FiA.
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3. Clasificarea genelor in dependenta de nivelul de expresie in patologiile cardiovasculare
a permis evidentierea genelor TNFRSF11B si ITGBL1 foarte puternic subexpresate in CPI si
CPI-FiA si a genelor ITGBL1, TNFRSF11B si KRT19 — in CPI, in timp ce gena CYP4B1 a
manifestat supraexpresie foarte puternica in SAo.

4. Rolul genelor potentiale ITGBL1, CYP4B1 si KRT19, care au manifestat in acest studiu
activitate transcriptionala puternic si, respectiv, foarte puternic modificata, precum si a genelor
HAS1, RGS1 si SSPN cu activitate slaba si moderata in patologii cardiovasculare nu este elucidat
in studiile de specialitate, datele de expresie a acestor gene prezentand interes stiintific
semnificativ.

5. Compararea expresiei genelor de interes in raport cu patologiile studiate a permis
gruparea factorilor ereditari inclusi In studiu 1n 10 clase, ce contin intre 1 si 7 gene si se refera la
cel putin una dintre patologii. Astfel, 5 clase includ genele, care au manifestat sub/ sau
supraexpresie doar in una dintre cele patru patologii cardiovasculare studiate; doud clase de gene
au manifestat sub/sau supraexpresie in doud patologii; alte doud gene au manifestat subexpresie
in 3 patologii si una a manifestat subexpresie in toate cele patru patologii CV, ultimul rezultat
demonstrand posibila implicare a acesteia in mecanismele generale de raspuns.

6. Analiza rezultatelor in aspect functional a permis elaborarea unui model ipotetic,
privind patogeneza BCV. S-a constatat asocierea factorilor ereditari cu o serie de procese
biologice (inflamatia, angiogeneza, adeziunea celulard, migrarea celulara, apoptoza, ischemia,
fibrinoliza, vasodilatarea, hipertrofia cardiaca, remodelarea ventriculului stang si degradarea
matricei celulare) si cai de semnalizare si transductie a semnalului biologic PI3/Akt, AMPK,
TGF-B, Rapl, GPCR, cGMP-PKG, Jak-STAT, NF-Kb.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

1. A fost elaborata strategia de extragere si analiza a datelor microarray [202], care a
permis identificarea si selectarea a 18 gene (din 66 de mii) prioritar sau potential implicate in
cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatie atriald, cardiomiopatiile primare si stenoza aortica
congenitald [19]. Analiza retelelor biologice, elaborate in baza acestora, a pus 1n evidentd genele
TNFRSF11B, ITGBL1, IL8, TIMP1, THBS1, JAK2, ELAVL1, SCD, NPPB, INHBA, ABCAL,
CYP2CS8 care se regasesc atat in cadrul interactiunii dintre factorii ereditari, cat si de asociere cu
patologiile cardiovasculare, dovada a rolului potential in patogeneza.

2. S-a constatat ca la subiectii sandtogi expresia relativd a genelor este mai mare la adulti,
comparativ cu copiii, date care releva activitatea transcriptionald diferentiatd in timp pentru 17
dintre cele 18 gene incluse in studiu, iar la subiectii cu patologii CV, fenotipul clinic depinde de
activitatea genelor [6].

3. La subiectii sdndtosi a fost pus 1n evidenta un interval de variatie al expresiei genelor
relativ mic (1,1 — 4,0 ori la adulti; 1,0 — 3,50 ori la copii) si omogenitatea continutului de
transcripti (CV% adulti 3,18 — 25,31; copii 10,14 — 28,96), date care denota homeostazia celulara
si limitele normei de reactie a organismului. La subiectii cu patologii cardiovasculare s-a
constatat un nivel mai larg de variatic (2,3 — 28,0 ori la adulti; 2,0 — 38,0 ori la copii) si
eterogenitatea inalta a expresiei genelor (CV% adulti 36,32 — 89,07; copii 36,12 — 100,01), ceea
ce releva ca modificarile patologice sunt expresia fenotipicd evidentd si excesiva a variabilitatii
genetice [7].

4. Investigarea profilului de expresie a genelor in patologie comparativ cu lotul de
referintd a demonstrat pattern-uri specifice pentru fiecare din fenotipurile clinice evaluate. S-a
constatat ca activitatea transcriptionald pentru majoritatea genelor este diminuata in cazul
cardiopatiei ischemice cu (13 gene) si fara fibrilatie atriala (14 gene), sporita in stenoza aortica
congenitald (10 dintre gene), in timp ce in cardiomiopatiile primare genele au manifestat
diminuarea expresiei pentru 6 gene si sporirea concentratiei de transcripti pentru 5 dintre ele.

5. Datele obtinute in urma investigatiilor privind modificarea expresiei genelor in aspect
functional au demonstrat asocierea factorilor ereditari cu cardiopatia ischemicd cu si fara
fibrilatie atriala, cardiomiopatiile primare si stenoza aortica congenitala. S-au stabilit 10 clase,
care cuprind intre 1 si 7 gene, a cdror activitate transcriptionald este afectatd ca raspuns al
organismului la cel putin una dintre patologii.

6. A fost elaborat un model ipotetic care ilustreaza asocierea genelor studiate cu o serie de
cai de semnalizare si procese biologice, ceea ce sugereaza ca aceste gene, probabil actioneaza ca
factori de risc si nu ca o cauza propriu-zisa, participand de rand cu alti factori de mediu si/sau alti

factori genetici in patogeneza maladiilor cardiovasculare.
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RECOMANDARI PRACTICE

1. Strategia de extragere si analizd a datelor de expresie microarray poate fi aplicata in
identificarea genelor cu rol potential in diferite procese biologice, atdt in domeniul geneticii

umane, cat si geneticii vegetale.

2. Pattern-urile de expresie pot fi recomandate pentru detectarea cardiopatiei ischemice cu

si fara fibrilatie atriald, cardiomiopatiilor primare si stenoza aortica congenitala.

3. Datele obtinute si prezentate in aceasta lucrare sunt recomandate pentru a fi
implementate in curriculumul universitar pentru studii superioare de licentd (ciclul I) la
disciplina Biologie moleculara si Metode genetice de analiza la Catedra Biologie a Facultatii

Stiinte ale Naturii, Universitatea Academiei de Stiinte Moldovei.

4. Primerii elaborati pentru determinarea nivelului de expresiei a genelor potential

implicate in bolile cardiovasculare se recomanda spre utilizare in cercetari genetico-moleculare.
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ANEXE

Anexa 4.1.

Expresia relativa a genei NPPB, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,001+0,000 CMP 01 0,005+0,001
CPI-FiA 02 0,002+0,000 CMP 02 0,002+0,000
CPI-FiA 03 0,001+0,000 CMP 03 0,001£0,000
CPI-FiA 04 0,002+0,000 CMP 04 0,001+0,000
CPI-FiA 05 0,002+0,001 CMP 05 0,001£0,000
CPI-FiA 06 0,003+0,001 CMP 06 0,001£0,000
CPI-FiA 07 0,004+0,001 CMP 07 0,001+0,000
CPI-FiA 08 0,002+0,001 CMP 08 0,005+0,001
CPI-FiA 09 0,003+0,001 CMP 09 0,004+0,000
CPI-FiA 10 0,004:0,000 CMP 10 0,002+0,001
CPI-FiA 11 0,002+0,000 CMP 11 0,001+0,000
CPI-FiA 12 0,003+0,001 CMP 12 0,003+0,002
CPI-FiA 13 0,004+0,001 CMP 13 0,003+0,001
CP1 01 0,002+0,000 SAo0 01 0,002+0,001
CP1 02 0,002+0,000 SAo0 02 0,001+0,000
CP103 0,001+0,000 SA0 03 0,002+0,001
CP1 04 0,002+0,000 SAo 04 0,001+0,000
CPI1 05 0,003+0,001 SAo 05 0,001£0,000
CPI1 06 0,002+0,000 SA0 06 0,001£0,000
CP1 07 0,001+0,000 SAo 07 0,002+0,000
CP1 08 0,004:0,000 SAo0 08 0,001£0,000
CP1 09 0,005+0,001 SAo0 09 0,001£0,000
CPI1 10 0,002+0,000 SAo 10 0,002+0,001
CPI 11 0,004+0,002 SA0 11 0,001+0,000
CPI112 0,001+0,001 SA0 12 0,001+0,000
CP113 0,003+0,000 SAo0 13 0,001+0,001
CPI1 14 0,005+0,001 SA0 14 0,002+0,001
SAo 15 0,002+0,001

Mediape grup 0,003+0,001 Media pe grup 0,002+0,001

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

Cm 08 0,005+0,001 Cc01 0,001+0,000
Cm 09 0,005+0,001 Cc 02 0,001+0,000
Cm 10 0,005+0,001 Cc 03 0,001+0,000
Cm1l 0,005+0,001 Cc 04 0,001+0,000
Cm12 0,005+0,002 Cc 05 0,001+0,000
Cm13 0,005+0,001 Cc 06 0,001+0,000
Cm 14 0,006:0,001 Cc 07 0,001+0,001
Media pe grup 0,005+0,001 Media pe grup 0,001+0,000

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + § (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemica; CPI-FiA — cardiopatia ischemicd asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SA0 —
stenoza aorticd congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.2.

Expresia relativa a genei ABCAL, unitéti conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,309+0,036 CMP 01 0,285+0,109
CPI-FiA 02 0,391+0,065 CMP 02 0,611+0,127
CPI-FiA 03 0,166+0,023 CMP 03 0,647+0,067
CPI-FiA 04 0,177+0,012 CMP 04 0,202+0,110
CPI-FiA 05 0,169+0,044 CMP 05 0,197+0,040
CPI-FiA 06 0,407+0,028 CMP 06 0,317+0,044
CPI-FiA 07 0,296+0,095 CMP 07 0,309+0,088
CPI-FiA 08 0,348+0,052 CMP 08 0,321+0,105
CPI-FiA 09 0,200+0,135 CMP 09 0,848+0,208
CPI-FiA 10 0,244+0,095 CMP 10 0,289+0,040
CPI-FiA 11 0,162+0,024 CMP 11 0,304+0,052
CPI-FiA 12 0,296+0,148 CMP 12 0,426+0,204
CPI-FiA 13 0,373+0,213 CMP 13 0,662+0,177
CPI1 01 0,302+0,091 SA0 01 0,471+0,143
CPI1 02 0,260+0,053 SAo0 02 0,212+0,108
CPI1 03 0,161+0,039 SAo0 03 0,604+0,343
CP1 04 0,228+0,019 SAo0 04 0,589+0,217
CPI 05 0,521+0,171 SAo0 05 0,490+0,051
CPI1 06 0,494+0,147 SAo0 06 0,507+0,154
CPI1 07 0,199+0,021 SAo 07 0,210+0,039
CPI1 08 0,266+0,088 SAo0 08 0,196+0,058
CP1 09 0,421+0,248 SA0 09 0,152+0,023
CPI 10 0,256+0,094 SA0 10 0,237+0,078
CPI 11 0,218+0,058 SA0 11 0,163+0,028
CPI 12 0,226+0,046 SAo0 12 0,174+0,055
CPI 13 0,235+0,111 SAo0 13 0,258+0,113
CPI 14 0,454+0,232 SAo 14 0,338+0,117
SAo0 15 0,449+0,145

Media pe grup 0,288+0,105 Media pe grup 0,372+0,187

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,508+0,225 Cc 01 0,332+0,211
Cm 09 0,598+0,204 Cc 02 0,325+0,049
Cm 10 0,478+0,019 Cc 03 0,199+0,021
Cmll 0,581+0,101 Cc 04 0,210+0,067
Cm12 0,498+0,118 Cc 05 0,294+0,162
Cm 13 0,472+0,090 Cc 06 0,199+0,016
Cml4 0,515+0,072 Cc 07 0,154+0,059
Media pe grup 0,521+0,049 Media pe grup 0,245+0,071

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemica; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociatd cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.3.

Expresia relativa a genei THBS1, unitéti conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,393+0,080 CMP 01 0,331+0,095
CPI-FiA 02 0,354+0,025 CMP 02 0,718+0,315
CPI-FiA 03 0,374+0,064 CMP 03 0,331+0,095
CPI-FiA 04 0,316+0,034 CMP 04 0,226+0,046
CPI-FiA 05 0,306+0,064 CMP 05 0,113+0,026
CPI-FiA 06 0,300+0,073 CMP 06 0,267+0,113
CPI-FiA 07 0,301+0,108 CMP 07 0,112+0,016
CPI-FiA 08 0,325+0,048 CMP 08 0,115+0,017
CPI-FiA 09 0,330+0,084 CMP 09 0,260+0,053
CPI-FiA 10 0,316+0,087 CMP 10 0,173+0,007
CPI-FiA 11 0,376+0,172 CMP 11 0,619+0,077
CPI-FiA 12 0,348+0,052 CMP 12 0,199+0,021
CPI-FiA 13 0,383+0,167 CMP 13 0,558+0,130
CPI1 01 0,251+0,072 SA0 01 0,198+0,048
CPI1 02 0,727+0,260 SAo0 02 0,251+0,159
CPI1 03 0,479+0,131 SAo0 03 0,295+0,032
CP1 04 0,443+0,145 SAo0 04 0,478+0,343
CPI 05 0,380+0,145 SAo0 05 0,211+0,072
CPI1 06 0,440+0,077 SAo0 06 0,705+0,262
CPI1 07 0,397+0,143 SAo 07 0,451+0,085
CPI1 08 0,864+0,188 SAo0 08 0,297+0,052
CP1 09 0,848+0,208 SA0 09 0,926+0,201
CPI 10 0,801+0,229 SA0 10 0,372+0,111
CPI 11 0,248+0,054 SA0 11 0,123+0,019
CPI 12 0,301+0,117 SAo0 12 0,647+0,067
CPI 13 0,312+0,065 SAo0 13 0,937+0,108
CPI 14 0,446+0,035 SAo 14 0,446+0,035
SAo0 15 0,338+0,014

Media pe grup 0,421+0,176 Media pe grup 0,382+0,237

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,537+0,037 Cc01 0,281+0,023
Cm 09 0,872+0,060 Cc 02 0,248+0,052
Cm 10 0,748+0,223 Cc 03 0,205+0,036
Cm1l 0,858+0,130 Cc 04 0,216+0,045
Cm 12 0,797+0,238 Cc 05 0,277+0,049
Cm 13 0,844+0,529 Cc 06 0,289+0,040
Cm 14 0,708+0,180 Cc 07 0,291+0,112
Media pe grup 0,766+0,117 Media pe grup 0,258+0,036

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.4.

Expresia relativa a genei SCD, unitéti conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,027+0,021 CMP 01 0,065+0,025
CPI-FiA 02 0,043+0,002 CMP 02 0,066+0,038
CPI-FiA 03 0,030+0,008 CMP 03 0,022+0,007
CPI-FiA 04 0,044+0,003 CMP 04 0,033+0,013
CPI-FiA 05 0,027+0,015 CMP 05 0,022+0,005
CPI-FiA 06 0,041+0,009 CMP 06 0,031+0,009
CPI-FiA 07 0,018+0,010 CMP 07 0,038+0,017
CPI-FiA 08 0,016+0,003 CMP 08 0,024+0,009
CPI-FiA 09 0,042+0,022 CMP 09 0,028+0,011
CPI-FiA 10 0,032+0,023 CMP 10 0,027+0,012
CPI-FiA 11 0,043+0,013 CMP 11 0,027+0,010
CPI-FiA 12 0,011+0,004 CMP 12 0,052+0,013
CPI-FiA 13 0,026+0,010 CMP 13 0,053+0,004
CPI1 01 0,013+0,004 SA0 01 0,093+0,014
CPI1 02 0,015+0,001 SAo0 02 0,065+0,016
CPI1 03 0,027+0,001 SAo0 03 0,066+0,007
CP1 04 0,034+0,006 SAo0 04 0,084+0,061
CPI 05 0,031+0,006 SAo0 05 0,061+0,006
CPI1 06 0,047+0,010 SAo0 06 0,064+0,018
CPI1 07 0,066+0,014 SAo 07 0,074+0,010
CPI1 08 0,056+0,013 SAo0 08 0,040+0,023
CP1 09 0,009+0,001 SA0 09 0,030+0,008
CPI 10 0,028+0,010 SA0 10 0,061+0,029
CPI 11 0,019+0,011 SA0 11 0,077+0,009
CPI 12 0,009+0,003 SAo0 12 0,086+0,017
CPI 13 0,021+0,003 SAo0 13 0,092+0,029
CPI 14 0,051+0,007 SAo 14 0,083+0,046
SAo0 15 0,084+0,057

Media pe grup 0,031+0,015 Media pe grup 0,055+0,024

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,063+0,018 Cc01 0,032+0,003
Cm 09 0,058+0,012 Cc 02 0,016+0,007
Cm 10 0,062+0,015 Cc 03 0,029+0,008
Cm1l 0,061+0,006 Cc 04 0,024+0,003
Cm 12 0,061+0,037 Cc 05 0,018+0,005
Cm 13 0,059+0,012 Cc 06 0,033+0,010
Cm 14 0,063+0,012 Cc 07 0,023+0,002
Media pe grup 0,061+0,002 Media pe grup 0,025+0,007

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.5.

Expresia relativa a genei ELAVL1, unitéti conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,338+0,014 CMP 01 0,549+0,336
CPI-FiA 02 0,352+0,161 CMP 02 0,354+0,025
CPI-FiA 03 0,512+0,021 CMP 03 0,159+0,022
CPI-FiA 04 0,358+0,068 CMP 04 0,286+0,142
CPI-FiA 05 0,222+0,052 CMP 05 0,195+0,027
CPI-FiA 06 0,230+0,034 CMP 06 0,213+0,022
CPI-FiA 07 0,473+0,247 CMP 07 0,218+0,063
CPI-FiA 08 0,155+0,021 CMP 08 0,275+0,030
CPI-FiA 09 0,417+0,045 CMP 09 0,549+0,202
CPI-FiA 10 0,264+0,045 CMP 10 0,227+0,089
CPI-FiA 11 0,182+0,050 CMP 11 0,154+0,043
CPI-FiA 12 0,190+0,051 CMP 12 0,341+0,238
CPI-FiA 13 0,267+0,099 CMP 13 0,445+0,236
CPI1 01 0,285+0,059 SA0 01 0,478+0,019
CPI1 02 0,436+0,030 SAo0 02 0,354+0,000
CPI1 03 0,229+0,024 SAo0 03 0,576+0,165
CP1 04 0,310+0,043 SAo0 04 0,588+0,024
CPI 05 0,488+0,200 SAo0 05 0,529+0,158
CPI1 06 0,366+0,142 SAo0 06 0,406+0,113
CPI1 07 0,502+0,144 SAo 07 0,361+0,094
CPI1 08 0,465+0,173 SAo0 08 0,563+0,059
CP1 09 0,230+0,035 SA0 09 0,420+0,248
CPI 10 0,101+0,037 SA0 10 0,397+0,016
CPI 11 0,165+0,063 SA0 11 0,463+0,154
CPI 12 0,137+0,006 SAo0 12 0,355+0,044
CPI 13 0,258+0,036 SAo0 13 0,456+0,018
CPI 14 0,269+0,072 SAo 14 0,530+0,203
SAo0 15 0,452+0,092

Media pe grup 0,304+0,121 Media pe grup 0,389+0,134

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,352+0,084 Cc 01 0,219+0,027
Cm 09 0,399+0,178 Cc 02 0,178+0,025
Cm 10 0,385+0,169 Cc 03 0,241+0,043
Cm1l 0,438+0,061 Cc 04 0,158+0,043
Cm 12 0,305+0,066 Cc 05 0,162+0,079
Cm 13 0,303+0,045 Cc 06 0,214+0,033
Cm 14 0,289+0,040 Cc 07 0,223+0,082
Media pe grup 0,353+0,057 Media pe grup 0,199+0,033

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.



Anexa 4.6.

Expresia relativa a genei 1L8, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient X+S Cod pacient XS

CPI-FiA 01 1,000+0,000 CMP 01 0,935+0,065
CPI-FiA 02 1,018+0,226 CMP 02 0,939+0,130
CPI-FiA 03 0,976+0,236 CMP 03 0,685+0,139
CPI-FiA 04 1,005+0,125 CMP 04 0,891+0,036
CPI-FiA 05 0,979+0,080 CMP 05 0,732+0,240
CPI-FiA 06 1,024+0,041 CMP 06 0,589+0,162
CPI-FiA 07 0,978+0,039 CMP 07 0,789+0,309
CPI-FiA 08 1,198+0,393 CMP 08 0,528+0,080
CPI-FiA 09 1,014+0,210 CMP 09 0,321+0,079
CPI-FiA 10 1,245+0,237 CMP 10 0,436+0,121
CPI-FiA 11 1,099+0,086 CMP 11 0,787+0,160
CPI-FiA 12 0,965+0,170 CMP 12 0,902+0,169
CPI-FiA 13 1,000+0,000 CMP 13 0,608+0,104
CP101 0,521+0,122 SA0 01 1,927+0,321
CP102 0,461+0,138 SA0 02 0,919+0,140
CP103 0,891+0,036 SA0 03 1,917+0,206
CP1 04 0,817+0,113 SA0 04 1,14440,272
CP1 05 0,478+0,019 SA0 05 1,457+0,203
CP1 06 0,501+0,035 SA0 06 1,020+0,241
CPI1 07 0,738+0,181 SAo0 07 1,632+0,202
CP1 08 0,332+0,046 SA0 08 1,705+0,139
CP1 09 0,318+0,169 SA0 09 0,854+0,089
CP1 10 0,327+0,071 SA0 10 1,789+0,192
CPI 11 0,594+0,105 SA0 11 0,51440,055
CP112 0,562+0,022 SA0 12 1,625+0,000
CP113 0,781+0,418 SA0 13 1,521+0,407
CP1 14 0,853+0,070 SA0 14 0,720+0,160
SAo0 15 1,322+0,092

Media pe grup 0,803+0,278 Media pe grup 1,043+0,476

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,506+0,174 Cc 01 1,073+0,442
Cm 09 0,362+0,015 Cc 02 1,351+0,055
Cm 10 0,363+0,028 Cc03 1,831+0,547
Cm1l 0,526+0,055 Cc 04 1,174+0,304
Cm 12 0,467+0,032 Cc 05 1,213+0,184
Cm 13 0,469+0,054 Cc 06 1,362+0,227
Cm 14 0,525+0,043 Cc 07 1,830+0,190
Media pe grup 0,460+0,071 Mediape grup 1,405+0,308

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.7.

Expresia relativa a genei INHBA, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,010+0,003 CMP 01 0,006+0,000
CPI-FiA 02 0,010+0,002 CMP 02 0,004+0,000
CPI-FiA 03 0,015+0,001 CMP 03 0,004+0,000
CPI-FiA 04 0,014+0,004 CMP 04 0,003+0,000
CPI-FiA 05 0,011+0,004 CMP 05 0,004+0,000
CPI-FiA 06 0,010+0,002 CMP 06 0,004+0,000
CPI-FiA 07 0,011+0,002 CMP 07 0,007+0,001
CPI-FiA 08 0,014+0,002 CMP 08 0,009+0,001
CPI-FiA 09 0,014+0,001 CMP 09 0,009+0,000
CPI-FiA 10 0,026+0,015 CMP 10 0,005+0,000
CPI-FiA 11 0,022+0,008 CMP 11 0,005+0,002
CPI-FiA 12 0,028+0,005 CMP 12 0,006+0,003
CPI-FiA 13 0,028+0,005 CMP 13 0,007+0,004
CPI1 01 0,008+0,003 SA0 01 0,006+0,002
CPI1 02 0,002+0,000 SAo0 02 0,002+0,001
CPI1 03 0,003+0,001 SAo0 03 0,006+0,002
CP1 04 0,009+0,004 SAo 04 0,003+0,002
CPI 05 0,009+0,001 SAo 05 0,003+0,001
CPI1 06 0,006+0,002 SAo0 06 0,002+0,000
CPI1 07 0,001+0,000 SAo 07 0,005+0,000
CPI1 08 0,006+0,005 SAo0 08 0,005+0,001
CP1 09 0,009+0,000 SAo0 09 0,003+0,001
CPI 10 0,004+0,001 SAo0 10 0,008+0,002
CPI 11 0,009+0,004 SA0 11 0,004+0,001
CPI 12 0,006+0,003 SAo0 12 0,003+0,001
CPI 13 0,008+0,003 SAo0 13 0,002+0,000
CPI 14 0,009+0,001 SAo 14 0,005+0,001
SAo 15 0,002+0,001

Media pe grup 0,011+0,007 Media pe grup 0,005+0,002

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,016+0,004 Cc01 0,003+0,000
Cm 09 0,014+0,007 Cc 02 0,003+0,000
Cm10 0,015+0,006 Cc 03 0,004-+0,000
Cmll 0,018+0,003 Cc 04 0,003+0,000
Cm12 0,013+0,002 Cc 05 0,004+0,000
Cm 13 0,018+0,002 Cc 06 0,003+0,000
Cml4 0,012+0,002 Cc 07 0,004+0,001
Media pe grup 0,015+0,002 Media pe grup 0,003+0,001

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.8.

Expresia relativa a genei JAK2, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,280+0,115 CMP 01 0,173+0,080
CPI-FiA 02 0,434+0,183 CMP 02 0,283+0,048
CPI-FiA 03 0,153+0,070 CMP 03 0,277+0,049
CPI-FiA 04 0,230+0,072 CMP 04 0,121+0,041
CPI-FiA 05 0,200+0,073 CMP 05 0,124+0,026
CPI-FiA 06 0,626+0,329 CMP 06 0,106+0,004
CPI-FiA 07 0,445+0,236 CMP 07 0,098+0,017
CPI-FiA 08 0,366+0,256 CMP 08 0,262+0,178
CPI-FiA 09 0,510+0,130 CMP 09 0,295+0,032
CPI-FiA 10 0,277+0,121 CMP 10 0,104+0,011
CPI-FiA 11 0,313+0,111 CMP 11 0,180+0,064
CPI-FiA 12 0,381+0,047 CMP 12 0,184+0,043
CPI-FiA 13 0,471+0,143 CMP 13 0,256+0,010
CPI1 01 0,248+0,141 SA0 01 0,214+0,032
CPI1 02 0,207+0,107 SAo0 02 0,246+0,127
CPI1 03 0,228+0,009 SAo0 03 0,203+0,154
CP1 04 0,241+0,043 SAo 04 0,099+0,034
CPI 05 0,436+0,030 SAo 05 0,096+0,021
CPI1 06 0,337+0,086 SAo0 06 0,215+0,037
CPI1 07 0,198+0,065 SAo 07 0,168+0,037
CPI1 08 0,366+0,142 SAo0 08 0,098+0,016
CP1 09 0,777+0,213 SAo0 09 0,114+0,012
CPI 10 0,236+0,045 SAo0 10 0,110+0,019
CPI 11 0,138+0,041 SA0 11 0,154+0,039
CPI 12 0,106+0,025 SAo0 12 0,226+0,072
CPI 13 0,150+0,058 SAo0 13 0,185+0,045
CPI 14 0,214+0,122 SAo 14 0,213+0,022
SAo 15 0,169+0,018

Media pe grup 0,317+0,157 Media pe grup 0,178+0,064

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,238+0,053 Cc 01 0,178+0,025
Cm09 0,275+0,021 Cc 02 0,161+0,039
Cm 10 0,244+0,01 Cc 03 0,137+0,011
Cm1l 0,208+0,016 Cc 04 0,120+0,020
Cm 12 0,205+0,036 Cc 05 0,152+0,032
Cm 13 0,203+0,000 Cc 06 0,104+0,011
Cm 14 0,199+0,008 Cc 07 0,102+0,007
Media pe grup 0,225+0,028 Media pe grup 0,136+0,029

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociatd cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.9.

Expresia relativa a genei TIMP1, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 1,377+0,338 CMP 01 1,931+0,634
CPI-FiA 02 2,793+0,834 CMP 02 1,001+0,278
CPI-FiA 03 2,088+0,513 CMP 03 1,383+0,662
CPI-FiA 04 1,176+0,048 CMP 04 1,117+0,367
CPI-FiA 05 1,127+0,336 CMP 05 1,027+0,667
CPI-FiA 06 2,405+0,933 CMP 06 1,330+0,627
CPI-FiA 07 2,869+0,593 CMP 07 2,504+0,821
CPI-FiA 08 1,705+0,457 CMP 08 1,140+0,238
CPI-FiA 09 2,584+0,211 CMP 09 2,880+1,021
CPI-FiA 10 2,284+1,205 CMP 10 0,82140,143
CPI-FiA 11 2,842+0,352 CMP 11 1,859+0,784
CPI-FiA 12 1,523+0,176 CMP 12 0,842+0,426
CPI-FiA 13 1,792+0,491 CMP 13 1,496+0,256
CP101 1,396+0,238 SA0 01 1,52440,966
CP102 1,705+0,457 SA0 02 2,449+1,606
CP103 2,403+0,581 SA0 03 2,082+0,486
CP1 04 2,618+0,569 SA0 04 2,751x1,627
CP1 05 1,062+0,223 SA0 05 2,702+0,109
CP1 06 1,269+0,526 SA0 06 1,974+0,337
CPI1 07 2,762+1,469 SAo0 07 1,002+0,069
CP1 08 2,914+0,406 SA0 08 1,186+0,198
CP1 09 2,408+1,153 SA0 09 1,101+0,118
CP1 10 2,398+1,226 SA0 10 2,250+0,184
CPI 11 1,191+0,223 SA0 11 1,132+0,172
CP112 1,290+0,618 SA0 12 2,195+0,089
CP113 2,112+0,321 SA0 13 2,833+0,196
CP1 14 1,196+0,279 SA0 14 1,740+0,699
SAo0 15 2,166+1,499

Media pe grup 1,974+0,645 Media pe grup 1,729+0,663

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 2,246+0,089 Cc 01 1,822+0,824
Cm 09 2,154+0,267 Cc 02 1,346+0,342
Cm 10 2,735+0,513 Cc 03 1,351+0,055
Cm1l 2,847+0,394 Cc 04 1,138+0,239
Cm 12 2,953+0,725 Cc 05 1,827+0,149
Cm 13 2,828+0,000 Cc 06 1,709+0,970
Cm 14 2,068+0,365 Cc 07 1,890+0,988
Media pe grup 2,547+0,375 Mediape grup 1,583+0,299

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemica; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociatd cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.10.

Expresia relativa a genei TNFRSF11B, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,0004+0,0001 CMP 01 0,0009+0,0002
CPI-FiA 02 0,0003+0,0000 CMP 02 0,0004-+0,0000
CPI-FiA 03 0,0002+0,0001 CMP 03 0,0002+0,0000
CPI-FiA 04 0,0002+0,0000 CMP 04 0,0003=0,0002
CPI-FiA 05 0,0002+0,0001 CMP 05 0,0003+0,0002
CPI-FiA 06 0,00060,0001 CMP 06 0,0005+0,0003
CPI-FiA 07 0,0007+0,0001 CMP 07 0,0009+0,0001
CPI-FiA 08 0,0006+0,0002 CMP 08 0,0009+0,0000
CPI-FiA 09 0,0009+0,0005 CMP 09 0,0004-+0,0002
CPI-FiA 10 0,0009+0,0001 CMP 10 0,0006+0,0003
CPI-FiA 11 0,0009+0,0001 CMP 11 0,0009+0,0002
CPI-FiA 12 0,0009+0,0002 CMP 12 0,0007+0,0001
CPI-FiA 13 0,0006=0,0000 CMP 13 0,0009+0,0001
CP1 01 0,0008+0,0003 SAo0 01 0,0017+0,0005
CPI1 02 0,0005+0,0001 SAo0 02 0,0006=0,0001
CPI1 03 0,0004+0,0001 SAo0 03 0,0012+0,0002
CP1 04 0,0004+0,0002 SAo0 04 0,0006+0,0002
CPI1 05 0,0008+0,0005 SAo0 05 0,0007+0,0004
CPI1 06 0,0004+0,0001 SAo0 06 0,0010+0,0006
CPI1 07 0,0005+0,0002 SAo0 07 0,0027+0,0003
CPI1 08 0,0004+0,0001 SAo0 08 0,0006=0,0001
CPI1 09 0,0006+0,0003 SAo0 09 0,0016+0,0005
CP1 10 0,0002+0,0001 SAo0 10 0,0026+0,0010
CPI 11 0,0009+0,0001 SAo0 11 0,0031+0,0003
CPI 12 0,0007+0,0001 SA0 12 0,0036+0,0016
CPI 13 0,0009+0,0002 SAo0 13 0,0025+0,0005
CPI 14 0,0008+0,0002 SAo 14 0,0068+0,0023

SA0 15 0,0037+0,0023

Media pe grup 0,001+0,000 Media pe grup 0,001+0,001
ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S
Cm 08 0,0275+0,0109 Cc01 0,0032+0,0020
Cm 09 0,0281+0,0090 Cc 02 0,0026+0,0015
Cm 10 0,0266+0,0011 Cc 03 0,0033+0,0016
Cmll 0,0279+0,0011 Cc 04 0,0042+0,0017
Cm12 0,0237+0,0090 Cc 05 0,0027+0,0004
Cm 13 0,0224+0,0097 Cc 06 0,0028+0,0014
Cml4 0,0292+0,0000 Cc 07 0,0028+0,0015
Media pe grup 0,0260,002 Media pe grup 0,003+0,001

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.



Anexa 4.11.

Expresia relativa a genei SSPN, unitdti conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,029+0,003 CMP 01 0,049+0,005
CPI-FiA 02 0,027+0,004 CMP 02 0,024+0,002
CPI-FiA 03 0,024+0,008 CMP 03 0,030+0,005
CPI-FiA 04 0,021+0,005 CMP 04 0,034+0,009
CPI-FiA 05 0,031+0,011 CMP 05 0,034+0,015
CPI-FiA 06 0,035+0,011 CMP 06 0,030+0,007
CPI-FiA 07 0,020+0,010 CMP 07 0,031+0,005
CPI-FiA 08 0,035+0,012 CMP 08 0,030+0,005
CPI-FiA 09 0,031+0,009 CMP 09 0,044+0,012
CPI-FiA 10 0,021+0,006 CMP 10 0,023+0,005
CPI-FiA 11 0,029+0,012 CMP 11 0,021+0,002
CPI-FiA 12 0,007+0,003 CMP 12 0,056+0,024
CPI-FiA 13 0,006+0,000 CMP 13 0,030+0,002
CP101 0,021+0,007 SA0 01 0,071+0,015
CP102 0,028+0,009 SAo0 02 0,092+0,022
CP103 0,030+0,005 SAo0 03 0,093+0,036
CP1 04 0,033+0,012 SAo 04 0,091+0,013
CP1 05 0,029+0,009 SAo 05 0,095+0,044
CP1 06 0,041+0,023 SAo0 06 0,086+0,041
CP1 07 0,040+0,013 SAo 07 0,093+0,004
CP1 08 0,046+0,008 SAo0 08 0,089+0,016
CP1 09 0,024+0,005 SAo0 09 0,088+0,041
CP1 10 0,008+0,003 SAo0 10 0,080+0,020
CPI 11 0,021+0,003 SA0 11 0,069+0,012
CP112 0,029+0,011 SAo0 12 0,043+0,014
CP113 0,047+0,022 SAo0 13 0,071+0,010
CP1 14 0,017+0,006 SAo 14 0,074+0,003
SAo0 15 0,084+0,025

Media pe grup 0,027+0,010 Media pe grup 0,059+0,027

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,146+0,064 Cc 01 0,052+0,011
Cm 09 0,135+0,024 Cc 02 0,054+0,031
Cm 10 0,128+0,014 Cc 03 0,069+0,012
Cm1l 0,128+0,005 Cc 04 0,049+0,007
Cm 12 0,132+0,040 Cc 05 0,056+0,022
Cm 13 0,130+0,032 Cc 06 0,046+0,002
Cm 14 0,151+0,016 Cc 07 0,072+0,033
Media pe grup 0,136+0,009 Mediape grup 0,057+0,010

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.12.

Expresia relativa a genei ITGB1, unitéti conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 2,096+0,083 CMP 01 1,496+0,256
CPI-FiA 02 2,269+0,677 CMP 02 1,383+0,055
CPI-FiA 03 2,656+0,367 CMP 03 0,953+0,247
CPI-FiA 04 2,007+0,537 CMP 04 1,421+0,164
CPI-FiA 05 2,247+0,877 CMP 05 1,265+0,136
CPI-FiA 06 3,513+1,067 CMP 06 1,472+0,344
CPI-FiA 07 3,119+0,854 CMP 07 1,38540,113
CPI-FiA 08 2,023+0,879 CMP 08 0,95840,103
CPI-FiA 09 2,282+0,758 CMP 09 1,006+0,139
CPI-FiA 10 3,773+0,658 CMP 10 1,929+0,341
CPI-FiA 11 2,003+0,139 CMP 11 1,643+0,313
CPI-FiA 12 2,776+1,101 CMP 12 1,920+0,801
CPI-FiA 13 1,758+0,695 CMP 13 1,786+0,139
CP101 1,620+0,601 SA0 01 2,009+0,232
CP102 2,806+0,610 SA0 02 1,768+0,776
CP103 1,971+0,565 SA0 03 2,512+0,638
CP1 04 2,131£1,125 SA0 04 2,051+0,160
CP1 05 2,366+1,185 SA0 05 2,117+0,632
CPI1 06 1,828+0,490 SA0 06 2,202+0,237
CPI1 07 3,034+0,841 SAo0 07 1,752+0,242
CP1 08 3,582+1,472 SA0 08 1,779+0,461
CP1 09 3,721£2,030 SA0 09 1,395+0,438
CP1 10 3,469+0,824 SA0 10 1,33840,463
CPI 11 1,727+0,375 SA0 11 1,253+0,445
CP112 2,386+0,486 SA0 12 2,774+0,288
CP113 2,367+0,330 SA0 13 2,526+0,694
CP1 14 1,952+0,472 SA0 14 2,128+0,444
SAo0 15 2,755+0,677

Media pe grup 2,499+0,659 Media pe grup 1,749+0,512

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 2,668+0,465 Cc01 1,673+0,838
Cm 09 2,529+0,272 Cc 02 1,672+0,458
Cm 10 2,896+0,117 Cc 03 1,489+0,450
Cm1l 2,546+0,450 Cc 04 1,097+0,044
Cm 12 2,213+0,712 Cc 05 1,691+0,395
Cm 13 2,833+0,196 Cc 06 1,875+0,217
Cm 14 2,905+0,312 Cc 07 1,846+0,807
Media pe grup 2,656+0,250 Mediape grup 1,621+0,264

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.13.

Expresia relativa a genei ITGBL1, unititi conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,0004-0,0000 CMP 01 0,002+0,000
CPI-FiA 02 0,0004+0,0001 CMP 02 0,001+0,000
CPI-FiA 03 0,0004+0,0001 CMP 03 0,001+0,000
CPI-FiA 04 0,0004+0,0001 CMP 04 0,001+0,000
CPI-FiA 05 0,0004-0,0000 CMP 05 0,001+0,001
CPI-FiA 06 0,0004+0,0001 CMP 06 0,001+0,000
CPI-FiA 07 0,0004+0,0001 CMP 07 0,001+0,000
CPI-FiA 08 0,00060,0001 CMP 08 0,001+0,000
CPI-FiA 09 0,0004+0,0001 CMP 09 0,002+0,000
CPI-FiA 10 0,0008+0,0001 CMP 10 0,002+0,001
CPI-FiA 11 0,0005+0,0000 CMP 11 0,001+0,000
CPI-FiA 12 0,0005+0,0001 CMP 12 0,003+0,000
CPI-FiA 13 0,0004-0,0000 CMP 13 0,002+0,001
CP1 01 0,0005+0,0001 SAo0 01 0,003+0,001
CP102 0,0005+0,0002 SAo0 02 0,001+0,000
CPI1 03 0,0004+0,0001 SAo0 03 0,003+0,001
CP1 04 0,0005+0,0001 SAo 04 0,001+0,000
CP1 05 0,0006+0,0001 SAo 05 0,002+0,000
CP1 06 0,0004-0,0000 SAo0 06 0,001+0,000
CPI1 07 0,0004-0,0000 SAo 07 0,002+0,001
CPI1 08 0,0005+0,0001 SAo0 08 0,004+0,001
CPI1 09 0,0006+0,0002 SAo0 09 0,004+0,002
CP1 10 0,0005+0,0001 SAo0 10 0,004+0,001
CPI 11 0,0006+0,0001 SAo0 11 0,005+0,001
CPI 12 0,0008+0,0002 SA0 12 0,004+0,001
CPI 13 0,0008+0,0002 SAo0 13 0,003+0,001
CPI 14 0,0006+0,0001 SAo 14 0,007+0,002
SAo0 15 0,003+0,001

Media pe grup 0,001+0,000 Media pe grup 0,002+0,002

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,048+0,018 Cc 01 0,003+0,001
Cm 09 0,035+0,013 Cc 02 0,002+0,001
Cm 10 0,041+0,009 Cc 03 0,007+0,006
Cm1l 0,037+0,012 Cc 04 0,004+0,003
Cm 12 0,047+0,007 Cc 05 0,005+0,003
Cm 13 0,039+0,012 Cc 06 0,003+0,001
Cm 14 0,039+0,005 Cc 07 0,004+0,002
Media pe grup 0,041+0,005 Mediape grup 0,004+0,002

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociatd cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.14.

Expresia relativa a genei CYP2CS8, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,003+0,003 CMP 01 0,0060,001
CPI-FiA 02 0,002+0,000 CMP 02 0,008+0,003
CPI-FiA 03 0,004+0,002 CMP 03 0,003+0,001
CPI-FiA 04 0,002+0,001 CMP 04 0,009+0,001
CPI-FiA 05 0,002+0,001 CMP 05 0,008+0,004
CPI-FiA 06 0,005+0,001 CMP 06 0,003+0,001
CPI-FiA 07 0,007+0,002 CMP 07 0,00440,001
CPI-FiA 08 0,002+0,001 CMP 08 0,003+0,000
CPI-FiA 09 0,006+0,002 CMP 09 0,00440,001
CPI-FiA 10 0,009+0,002 CMP 10 0,006+0,000
CPI-FiA 11 0,002+0,000 CMP 11 0,004+0,000
CPI-FiA 12 0,008+0,002 CMP 12 0,005+0,002
CPI-FiA 13 0,009+0,001 CMP 13 0,007+0,003
CP101 0,001+0,000 SA0 01 0,009+0,000
CP102 0,003+0,000 SA0 02 0,004+0,002
CP103 0,002+0,001 SA0 03 0,009+0,005
CP1 04 0,003+0,001 SA0 04 0,009+0,004
CP1 05 0,002+0,001 SA0 05 0,007+0,003
CP1 06 0,003+0,000 SA0 06 0,009+0,003
CPI1 07 0,005+0,003 SAo0 07 0,008+0,001
CP1 08 0,006+0,003 SA0 08 0,005+0,001
CP1 09 0,005+0,002 SA0 09 0,004+0,001
CP1 10 0,001+0,000 SA0 10 0,007+0,002
CPI 11 0,005+0,001 SA0 11 0,006+0,002
CP112 0,002+0,001 SA0 12 0,006+0,003
CP113 0,006+0,002 SA0 13 0,004+0,001
CP1 14 0,006+0,000 SA0 14 0,009+0,003
SAo0 15 0,007+0,004

Media pe grup 0,004+0,002 Media pe grup 0,006+0,002

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,008+0,004 Cc01 0,005+0,000
Cm 09 0,013+0,002 Cc 02 0,005+0,001
Cm 10 0,011+0,001 Cc 03 0,004+0,001
Cm1l 0,016+0,002 Cc 04 0,005+0,001
Cm 12 0,017+0,009 Cc 05 0,004+0,000
Cm 13 0,011+0,005 Cc 06 0,004-0,000
Cm 14 0,015+0,004 Cc 07 0,005+0,001
Media pe grup 0,013+0,003 Mediape grup 0,004+0,001

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemica; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociatd cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.15.

Expresia relativa a genei CYP4BL, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,001+0,000 CMP 01 0,001+0,000
CPI-FiA 02 0,001+0,000 CMP 02 0,001+0,000
CPI-FiA 03 0,001+0,000 CMP 03 0,001+0,000
CPI-FiA 04 0,002+0,000 CMP 04 0,001+0,000
CPI-FiA 05 0,002+0,000 CMP 05 0,001+0,000
CPI-FiA 06 0,002+0,001 CMP 06 0,001+0,000
CPI-FiA 07 0,005+0,001 CMP 07 0,001+0,000
CPI-FiA 08 0,001+0,000 CMP 08 0,001+0,000
CPI-FiA 09 0,001+0,000 CMP 09 0,001+0,000
CPI-FiA 10 0,004+0,001 CMP 10 0,001+0,000
CPI-FiA 11 0,004+0,001 CMP 11 0,001+0,000
CPI-FiA 12 0,003+0,000 CMP 12 0,002+0,001
CPI-FiA 13 0,001+0,000 CMP 13 0,002+0,001
CP101 0,001+0,000 SA0 01 0,038+0,008
CP102 0,001+0,000 SA0 02 0,025+0,009
CP103 0,001+0,000 SA0 03 0,027+0,018
CP1 04 0,001+0,000 SA0 04 0,029+0,016
CP1 05 0,001+0,000 SA0 05 0,028+0,006
CP1 06 0,001+0,000 SA0 06 0,032+0,004
CPI1 07 0,001+0,000 SAo0 07 0,026+0,003
CP1 08 0,001+0,000 SA0 08 0,02440,006
CP1 09 0,001+0,000 SA0 09 0,021+0,005
CP1 10 0,001+0,000 SA0 10 0,022+0,006
CPI 11 0,001+0,000 SA0 11 0,022+0,003
CP112 0,001+0,000 SA0 12 0,02440,005
CP113 0,001+0,000 SA0 13 0,021+0,002
CP1 14 0,001+0,000 SA0 14 0,018+0,006
SAo0 15 0,019+0,009

Media pe grup 0,001+0,001 Media pe grup 0,014+0,013

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,005+0,002 Cc01 0,001+0,000
Cm 09 0,008+0,004 Cc 02 0,001+0,000
Cm 10 0,006:+0,002 Cc 03 0,002+0,001
Cm11 0,007+0,000 Cc 04 0,001+0,001
Cm 12 0,008+0,004 Cc 05 0,001+0,001
Cm 13 0,009+0,004 Cc 06 0,001+0,001
Cm 14 0,008+0,001 Cc 07 0,002+0,001
Media pe grup 0,007+0,001 Mediape grup 0,001+0,001

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.16.

Expresia relativa a genei HASI, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,00060,0001 CMP 01 0,0016+0,0002
CPI-FiA 02 0,0005+0,0001 CMP 02 0,001440,0002
CPI-FiA 03 0,0006+0,0002 CMP 03 0,0019+0,0001
CPI-FiA 04 0,0009+0,0002 CMP 04 0,0017+0,0001
CPI-FiA 05 0,0006+0,0002 CMP 05 0,002140,0012
CPI-FiA 06 0,0006+0,0002 CMP 06 0,0013+0,0001
CPI-FiA 07 0,0003+0,0000 CMP 07 0,0014+0,0003
CPI-FiA 08 0,0007+0,0001 CMP 08 0,002440,0002
CPI-FiA 09 0,0009+0,0001 CMP 09 0,0016+0,0001
CPI-FiA 10 0,0007+0,0002 CMP 10 0,002 + 0,0002
CPI-FiA 11 0,0005+0,0000 CMP 11 0,0012+0,0001
CPI-FiA 12 0,0006+0,0001 CMP 12 0,0012+0,0002
CPI-FiA 13 0,0009+0,0000 CMP 13 0,0016+0,0001
CPI 01 0,0004+0,0001 SA0 01 0,0013+0,0002
CP102 0,0004-0,0000 SA0 02 0,002+0,00000
CP103 0,0004-0,0000 SA0 03 0,0015+0,0002
CP1 04 0,0004-0,0000 SA0 04 0,0018+0,0003
CPI 05 0,0005+0,0001 SAo0 05 0,0014+0,0002
CP1 06 0,0003+0,0000 SA0 06 0,0013+0,0000
CPI1 07 0,0003+0,0000 SAo0 07 0,0012+0,0001
CPI1 08 0,0006+0,0001 SA0 08 0,0015+0,0001
CPI1 09 0,0004+0,0001 SAo0 09 0,0012+0,0002
CPI 10 0,0005+0,0003 SA0 10 0,0013+0,0001
CPI 11 0,0005+0,0002 SA0 11 0,0013+0,0001
CPI 12 0,0004+0,0001 SA0 12 0,0013+0,0002
CP113 0,0007+0,0000 SA0 13 0,0014+0,0000
CP1 14 0,0008+0,0002 SA0 14 0,0019+0,0002

SA0 15 0,0015+0,0002

Media pe grup 0,001+0,000 Media pe grup 0,002+0,000
ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S
Cm 08 0,0008+0,0003 Cc01 0,0006+0,0003
Cm 09 0,0038+0,0018 Cc 02 0,0005+0,0001
Cm 10 0,0021+0,0023 Cc03 0,0006-0,0000
Cm11 0,0026+0,0016 Cc 04 0,0004+0,0002
Cm 12 0,0029+0,0012 Cc 05 0,0006+0,0003
Cm 13 0,0023+0,0011 Cc 06 0,0005+0,0003
Cm 14 0,0034+0,0034 Cc 07 0,0005+0,0002
Media pe grup 0,003+0,001 Mediape grup 0,001+0,000

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.

153



Anexa 4.17.

Expresia relativa a genei KRT19, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,001+0,000 CMP 01 0,002+0,001
CPI-FiA 02 0,001+0,000 CMP 02 0,001+0,001
CPI-FiA 03 0,001+0,000 CMP 03 0,002+0,000
CPI-FiA 04 0,001+0,000 CMP 04 0,002+0,000
CPI-FiA 05 0,002+0,000 CMP 05 0,001+0,000
CPI-FiA 06 0,002+0,000 CMP 06 0,001+0,001
CPI-FiA 07 0,003+0,000 CMP 07 0,001+0,000
CPI-FiA 08 0,001+0,000 CMP 08 0,001+0,001
CPI-FiA 09 0,002+0,000 CMP 09 0,001+0,000
CPI-FiA 10 0,001+0,000 CMP 10 0,001+0,000
CPI-FiA 11 0,002+0,000 CMP 11 0,001+0,000
CPI-FiA 12 0,002+0,000 CMP 12 0,002+0,001
CPI-FiA 13 0,001+0,000 CMP 13 0,001+0,000
CPI1 01 0,001+0,001 SA0 01 0,005+0,000
CPI1 02 0,001+0,001 SAo0 02 0,003+0,000
CPI1 03 0,001+0,000 SAo0 03 0,005+0,001
CP1 04 0,001+0,000 SAo 04 0,004+0,000
CPI 05 0,002+0,000 SAo 05 0,003+0,000
CPI1 06 0,001+0,000 SAo0 06 0,003+0,000
CPI1 07 0,001+0,000 SAo 07 0,004+0,000
CPI1 08 0,003+0,001 SAo0 08 0,004+0,000
CP1 09 0,001+0,000 SAo0 09 0,004+0,000
CPI 10 0,001+0,000 SAo0 10 0,004+0,000
CPI 11 0,001+0,001 SA0 11 0,004+0,000
CPI 12 0,003+0,001 SAo0 12 0,004+0,001
CPI 13 0,004+0,001 SAo0 13 0,005+0,001
CPI 14 0,001+0,001 SAo 14 0,004+0,001
SAo 15 0,004+0,001

Media pe grup 0,001+0,001 Media pe grup 0,003+0,002

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,021+0,004 Cc 01 0,002+0,000
Cm 09 0,030+0,009 Cc 02 0,002+0,000
Cm 10 0,028+0,001 Cc 03 0,003+0,000
Cmll 0,020+0,002 Cc 04 0,002+0,000
Cm12 0,023+0,004 Cc 05 0,002+0,001
Cm13 0,027+0,006 Cc 06 0,002+0,000
Cml4 0,021+0,004 Cc 07 0,002+0,000
Media pe grup 0,024+0,004 Media pe grup 0,002+0,000

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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Anexa 4.18.

Expresia relativa a genei RGS1, unitati conventionale

SUBIECTI CU PATOLOGIE

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient XS

CPI-FiA 01 0,031+0,003 CMP 01 0,06440,029
CPI-FiA 02 0,048+0,011 CMP 02 0,066+0,032
CPI-FiA 03 0,037+0,001 CMP 03 0,037+0,018
CPI-FiA 04 0,046+0,015 CMP 04 0,060+0,011
CPI-FiA 05 0,023+0,007 CMP 05 0,0460,019
CPI-FiA 06 0,032+0,010 CMP 06 0,036+0,015
CPI-FiA 07 0,034+0,014 CMP 07 0,062+0,015
CPI-FiA 08 0,034+0,025 CMP 08 0,059+0,044
CPI-FiA 09 0,039+0,021 CMP 09 0,028+0,007
CPI-FiA 10 0,048+0,013 CMP 10 0,04440,009
CPI-FiA 11 0,018+0,010 CMP 11 0,027+0,006
CPI-FiA 12 0,028+0,010 CMP 12 0,091+0,016
CPI-FiA 13 0,045+0,021 CMP 13 0,069+0,051
CP101 0,037+0,010 SA0 01 0,188+0,041
CP102 0,051+0,028 SA0 02 0,190+0,051
CP103 0,058+0,013 SA0 03 0,193+0,130
CP1 04 0,04+0,0120 SA0 04 0,166+0,051
CP1 05 0,048+0,011 SA0 05 0,106+0,033
CP1 06 0,077+0,005 SA0 06 0,102+0,014
CPI1 07 0,078+0,050 SAo0 07 0,145+0,020
CP1 08 0,064+0,005 SA0 08 0,10420,024
CP1 09 0,064+0,039 SA0 09 0,102+0,014
CP1 10 0,027+0,003 SA0 10 0,128+0,047
CPI 11 0,040+0,004 SA0 11 0,159+0,047
CP112 0,027+0,008 SA0 12 0,180+0,043
CP113 0,079+0,040 SA0 13 0,161+0,077
CP1 14 0,084+0,025 SA0 14 0,111+0,025
SAo0 15 0,128+0,030

Media pe grup 0,046+0,018 Media pe grup 0,102+0,054

ADULTI COPII
Cod pacient XS Cod pacient X+S

Cm 08 0,283+0,042 Cc 01 0,093+0,028
Cm 09 0,332+0,179 Cc 02 0,077+0,021
Cm 10 0,335+0,174 Cc 03 0,088+0,018
Cm1l 0,252+0,035 Cc 04 0,068+0,016
Cm 12 0,300+0,130 Cc 05 0,057+0,019
Cm 13 0,291+0,101 Cc 06 0,046+0,018
Cm 14 0,201+0,044 Cc 07 0,093+0,044
Media pe grup 0,285+0,047 Mediape grup 0,074+0,018

Nota: valorile sunt prezentate sub forma X + S (mediatdeviatia standard a esantionului); CPl — cardiopatia
ischemicd; CPI-FiA — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; CMP — cardiomiopatii primare; SAo —
stenoza aortica congenitald; Cc — lotul de comparatie pentru copii; Cm — lotul de comparatie pentru adulti.
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iulie, 2015, Chisinau, Republica Moldova. Tezd, raport oral.

—XiIth International Scientific Conference for Students and PhD Students ,,Youth and Progress of Biology”,
Lviv, Ukraine, April 20-24, 2015. Teza.

—Conferinta Stiintifica Internationald a Doctoranzilor ,,Tendinte Contemporane ale Dezvoltarii Stiintei:
Viziuni ale Tinerilor Cercetatori”, Editia a IV, UnASM, 10 martie, 2015, Chisindu, Republica Moldova. Poster,
tezd.

2014
—Conferinta Stiintificd Internationald a Doctoranzilor ,,Tendinte Contemporane ale Dezvoltarii Stiintei:
Viziuni ale Tinerilor Cercetatori”, UnASM, 10 martie, 2014, Chisinau, Republica Moldova. Raport oral, tezd.

2013

—X-th International Medical and Pharmaceutical Conference of Students and Young Scientists "Actual
Problems of Medicine and Pharmacy", Bukovinian State Medical University, March 27 — 28, 2013, Chernivtsi,
Ukraine. Teza.

—Conferinta Nationald de Geneticd Medicala cu Participare Internationala, 26-28 septembrie, 2013, Sibiu-
Péltinis, Roméania. Raport oral, teza, diploma de participare, 18 credite EMC, Seria A, Nr. 52.

—Al 11l Simpozion National cu Participare Internationala ,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective”,
24-25 octombrie, 2013, Chisindu, Republica Moldova. Raport oral, teza.

—Conferinta Transfrontalierd a Tinerilor: ,,Tinerii Politicieni, Juristi, Economisti, Jurnalisti, Artisti, Filologi
vis-a-vis de extinderea UE”, editia a X-a, UnASM, 20 - 21 decembrie 2013, Chisindu, Republica Moldova. Raport
oral, articol, certificat de participare, revista.

2012
—Conferinta stiintificd a studentilor si masteranzilor ,,Viitorul incepe acum”, UnASM, 27 aprilie, 2012,
Chisindu, Republica Moldova. Tezd.
—Conferinta stiintifica anuald a colaboratorilor si studentilor USMF ,\Nicolae Testemitanu”, 17-19 octombrie,
2012, Chisindu, Republica Moldova. Articol.
—International Conference of Young Researchers, X-th edition, Free International University of Moldova,
November 23, 2012, Chisinau, Republic of Moldova. Raport oral, teza, certificate of attendance).

2011
— Conferinta stiintifica ,,Genetica si fiziologia rezistentei plantelor”, In memoriam acad. Anatolie Jacota, IFFP,
21 lunie, 2011, Chisinau, Republica Moldova. Teza.
—The International Moscow Conference on Computational Molecular Biology. July 21-24, 2011, Moscow,
Rusia. Teza.
—Conferinta stiintificd internationald ,,Nanotehnologii si bioinginerie medicala” ICNBME-2011, 7-8 lulie,
2011, Chisindu, Republica Moldova. Certificat de participare.

Lucriri stiintifice si stiintifico-metodice publicate:
doua capitole in culegere si 17 lucrari stiintifice (inclusiv 11 publicatii de monoautor): 6 articole stiintifice, 11
comunicari la foruri internationale si nationale.

Premii, mentiuni, distinctii, titluri onorifice etc.
2014 — Bursa de excelenta a Guvernului pentru doctoranzi.

Publicat : 31.12.2013 in Monitorul Oficial Nr. 315-319 art. Nr. 1193.
2015 — Bursa Federatiei Mondiale a Savantilor (Geneva).

Cunoasterea limbilor:
limba roména — limba materna, limba rusa — mediu, limba engleza — bine, limba franceza — mediu.
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Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei

str. Academiei, 3/2, MD-2028, Chisinau, Republica Moldova
e-mail: personal.univer@asm.md

tel.: (+373 22) 738016
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