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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei

Maladiile cardiovasculare (BCV) sunt patologii complexe, multifactoriale, impactul social
al carora se manifesta prin invaliditate si spitalizari, atat la nivelul populatiei varstnice, cat si
adulte, ceea ce contribuie Tn mod substantial la cresterea costurilor din sistemul sanitar.
Rapoartele europene arata ca anual, 700 mii din cele peste 4 milioane de decese provocate de
bolile cardiovasculare survin la o varsti de pand la 65 de ani [43]. In Republica Moldova
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 [30]. Astfel, bolile
cardiovasculare prin morbiditatea crescuta si prin gravitatea potentialda a lor, reprezintd un
domeniu de interes stiintific si o problema de importanta medico-sociala.

Actualmente, identificarea genelor care determina variabilitatea individuala a factorilor de
risc, utile n evaluarea profilaxiei precoce, progresiei si severitdtii bolilor cardiovasculare
reprezintd o directie importantd in cercetarea biomedicald si un pas esential in Intelegerea
mecanismelor care duc la dezvoltarea bolii. Desi astfel de gene nu sunt neaparat cauza conditiei
patologice, ele pot servi drept markeri in diagnostic sau in evaluarea riscului de a dezvolta un
fenotip patologic [44].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemei

Expresia genelor reprezintd un indicator al starii fiziologice a celulei si un caracter
cantitativ cu inalta ereditabilitate [10]. Rolul primordial in variabilitatea expresiei genelor revine
factorilor genetici (variatiilor numarului de copii ADN [20] si locilor caracterelor cantitative
[20], polimorfismelor uninucleotidice [20, 39] etc), modificarilor epigenetice [18, 37] si
evenimentelor stocastice [5]. Unii dintre factorii mentionati cauzeaza consecinte care nu se
manifestd fenotipic [26], altii, In functie de tipul si localizarea mutatiilor in structura genei,
determind o expresie heterocronica [29] si ectopica [34] care poate provoca modificari in
structura proteinei [6], afecta caile metabolice [19] si induce anumite procese patologice [23].

Studiile care se bazeaza pe profilul genetic al pacientilor favorizeazd imbunatatirea
un anumit regim terapeutic [7], facilitind astfel practicarea medicinii personalizate. S-a stabilit
un nivel de variabilitate al continutului de transcripti mai mic in celulele stem embrionare
comparativ cu cele expresate in celulele nediferentiate [3], precum si pattern-uri specifice,
asociate cu sexul, diferentele fiind atribuite in cazul dat cromozomilor sexuali [47]. S-a relevat
ca variatia pattern-ului de expresie la subiectii sanatosi este semnificativ mai micd comparativ cu
variatia la subiectii cu cancer sau infectii bacteriene [47]. Prin evaluarea modificarilor
transcriptionale ale genelor au fost definite unele subtipuri tumorale [2, 14], au fost identificati
markeri moleculari [46] si au fost investigate noi terapii [7].

Expresia diferentiatd a genelor in maladiile cardiovasculare constituie subiectul

numeroaselor cercetari, care au permis identificarea unor gene asociate cu progresia insuficientei
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cardiace [28] si dereglarea cailor metabolice asociate cu infarctul miocardic [41]. Pe baza
expresiei genelor la nivel de ARN in sangele periferic, a fost elaborat un algoritm de diferentiere
intre persoane sandtoase, pacienti cu cardiopatie ischemicd stabild, angind instabila si infarct
miocardic [22] si de estimare a cardiopatiei ischemice obstructive la pacientii non-diabetici [40].

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
asigurd trecerea treptatd de la o abordare generalizatd la tratamente personalizate si terapii

ghidate de raspuns.

Reiesind din cele mentionate, scopul studiului consta 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 atriala, cardiomiopatii primare si stenoza aortica congenitala.

In planul de realizare al cercetarii au fost propuse urmitoarele 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 cardiovascular;

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

Metodologia cercetarii stiintifice

Studiul calitativ al literaturii de specialitate si a bazelor de date (formularea de ipoteze),
precum si experimentul stiintific (pentru confirmarea ipotezelor). In vederea identificarii si
evaludrii expresiei genelor potential implicate in BCV au fost utilizate metode de analiza
exploratorie a datelor microarray (filtrarea, validarea rezultatelor obtinute), metode biochimice,
spectrofotometrice, moleculare (Real Time-PCR) si statistice de prelucrare a datelor.

Noutatea si originalitatea stiintifica

Pentru prima datd a fost evaluata la nivel sangvin activitatea transcriptionala a unui set de
18 gene la pacientii din Republica Moldova cu diferite patologii cardiovasculare. Studiul
molecular a evidentiat expresia diferentiatd a genelor in functie de fenotipul clinic si varsta
subiectilor, a relevat profiluri specifice de expresie pentru cardiopatia ischemica cu si fara
fibrilatie atriald, stenoza aortica congenitala, cardiomiopatii primare si a demonstrat implicarea

genelor candidat in patogeneza maladiilor cardiovasculare.

Problema stiintifica importantd solutionatd 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 inalta 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.
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Semnificatia teoretica

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 evidenta 18 gene asociate cu diferite procese
biologice importante 1in 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 BCV. 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.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

— strategia de extragere si analizd a datelor de expresie microarray din NCBI-GEO a
permis selectarea genelor cu rol prioritar si potential implicate in patologiile cardiovasculare;

— expresia diferentiatd in timp, relevata in sangele periferic, printr-un nivel mai mare de
transcripti la adultii sdnatosi, comparativ cu copiii pentru 17 dintre cele 18 gene incluse in
studiu;

— omogenitatea continutului de transcripti (CV% adulti 3,18 — 25,31; copii 10,14 — 28,96)
si intervalul de variatie al expresiei genelor relativ mic (1,1 — 4,0 ori la adulti; 1,0 — 3,50 ori la
copii) la subiectii sanatosi, date care pun in evidentd homeostazia celulard si releva limitele
normei de reactie a organismului;

— eterogenitatea inalta a expresiei genelor (CV% adulti 36,32 — 89,07; copii 36,12 — 100
,01) si un nivel mai larg de variatie (2,3 — 28,0 ori la adulti; 2,0 — 38,0 ori la copii) la subiectii cu
patologii cardiovasculare, ceea ce releva ca modificarile patologice sunt expresia fenotipica
evidenta si excesiva a variabilitatii genetice;

— pattern-uri specifice de expresie a genelor, asociate cu bolile cardiovasculare, puse in
evidenta prin subexpresia genelor in cazul cardiopatiei ischemice cu (13 gene) si fara fibrilatie
atriala (14 gene), supraexpresia in stenoza aorticd congenitala (10 dintre gene) si
sub/supraexpresia (6/5 gene) in cardiomiopatiile primare.

Implementarea rezultatelor stiintifice

Metodologia bioinformatica de extragere si analiza a datelor de expresie microarray este
aplicata 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 moleculara si Metode genetice de analiza la
Catedra Biologie a Facultatii Stiinte ale Naturii, UnASM. Primerii specifici elaborati pentru

studiul expresiei a 18 gene la subiecti cu boli cardiovasculare sunt utilizati in cadrul CGF,
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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.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Continutul si rezultatele tezei de doctor au fost prezentate, discutate si aprobate la sedintele
Consiliului stiintific al Centrului de Genetica Functionala, precum si in cadrul urmétoarelor
intruniri stiintifice: International Conference of Young Researchers, Chisinau, 2012; Conferinta
stiintificd a colaboratorilor si studentilor USMF ,Nicolae Testemitanu”, Chisinau, 2012;
Conferinta stiintificd a studentilor si masteranzilor ,,Viitorul incepe acum”, Chisindu, 2012;
Conferinta Transfrontaliera a Tinerilor, Chisinau, 2013; Simpozionul National cu Participare
Internationala ,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective”, Chisinau, 2013; Conferinta
Nationala de Geneticd 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 Stiintifica
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 Internationald ,,Stiintele vietii in dialogul generatiilor”, Chisinau, 2016; Conferinta
stiintificd 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.

Publicatiile la tema tezei
Materialele tezei au fost expuse in 19 lucrdri stiintifice (inclusiv 11 publicatii de
monoautor), 2 capitole in culegere, 6 articole stiintifice, 11 comunicéri la foruri internationale si

nationale.

Volumul si structura tezei

Teza de doctor este scrisa in limba romana, expusa pe 159 pagini si consta din adnotare
(romana, rusa, engleza), lista abrevierilor, introducere, 5 capitole de cercetari originale, concluzii
generale si recomandari, bibliografia cu 441 de referinte. Materialul ilustrativ include 28 de
tabele, 29 de figuri si 18 anexe.

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

congenitala.



CONTINUTUL TEZEI

In Introducere este argumentata actualitatea si importanta problemei, formulat scopul si
obiectivele urmarite pe parcursul studiului in vederea solutionarii problemei de interes socio-
uman si stiintific, descrisa noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, importanta teoretica si
valoarea aplicativa a lucrarii, aprobarea rezultatelor si sumarul compartimentelor tezei.

1. CONCEPTE DE SUPORT SI VIZIUNI MODERNE iN INTERPRETAREA
ETIOPATOGENICA A BOLILOR CARDIOVASCULARE

Materialul expus in acest capitol cuprinde o sinteza a celor mai recente date din literatura
de specialitate privind epidemiologia bolilor cardiovasculare la nivel national, cat si mondial,
descrierea tehnicilor moderne de investigare transcriptomica a BCV, aspecte privind expresia
genelor la nivel sangvin, notiuni generale de gend candidat etc. Avand 1n vedere inalta
eterogenitate si etiologia multifactoriald a BCV, o atentie sporita se acorda factorilor genetici si
de mediu care influenteazd mecanismele de producere si evolutie a bolii, cunoasterea carora ar

contribui la elaborarea strategiilor eficiente de prevenire si control a pacientilor cu patologii CV.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile au fost efectuate in cadrul Centrului Genetica Functionala, UnASM pe
parcursul anilor 2012-2015, iar materialul biologic a fost oferit cu amabilitate de dr. hab. st.
med., conf. univ. Ina PALII, sef de Clinica Pediatrie si Cardiologie, IMSP Institutul Mamei si
Copilului si dr. hab. st. med., prof. univ. Eleonora VATAMAN, sef al Departamentului i
Laboratorului Stiintific Insuficienta Cardiaca Cronica, IMSP Institutul de Cardiologie.

Material biologic. Pentru identificarea genelor candidat, au fost utilizate profilurile de
expresie a genelor in patologii cardiovasculare, stocate in baza de date NCBI-GEOQ, iar analizele
moleculare privind evaluarea expresiei genelor s-au efectuat pe probe de sange integral, recoltate
si prelucrate conform metodelor standard [8], de la 69 de persoane originare din Republica
Moldova, dintre care 55 de pacienti cu BCV au alcatuit lotul de studiu, iar 14 subiecti (7 copii si
7 adulti) fara afectiuni CV au constituit lotul de referintd. Studiul a inclus 28 de pacienti cu
varsta cuprinsd intre 0 — 18 ani, divizati in grupul cardiomiopatii primare (CMP) si grupul
stenoza aorticd congenitald (SAo) si, respectiv, 27 de pacienti cu varsta >40 de ani, divizati in
grupul cardiopatie ischemica (CPI) si grupul cardiopatie ischemica in asociere cu fibrilatia atriala
(CPI-FiA). Acordul informat a fost semnat de catre totii participantii in studiu, iar in cazul
copiilor — de catre parinti sau reprezentatul legal al acestora.

Metode de cercetare. Realizarea obiectivelor propuse s-a axat pe utilizarea metodelor
molecular-genetice: extragerea ARN-ului total din sange cu kit comercial (Thermo Scientific),
cuantificarea ARN-ului prin spectrofotometrie, electroforeza in gel de agaroza,
reverstranscriptie, PCR cantitativ [25]; instrumentelor bioinformatice: Cytoscape, DisGeNET,
NCBI/ Primer-BLAST [11, 24, 33, 50] si metodelor statistice de prelucrare a datelor [4, 9, 45].
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3. ANALIZA EXPLORATORIE A GENELOR CANDIDAT IN MANIFESTAREA
UNOR PATOLOGII CARDIOVASCULARE

Identificarea genelor candidat in manifestarea bolilor cardiovasculare s-a realizat in baza
metodologiei de analizd a metadatelor experientelor microarray [11], fiind adaptata conform
structurii si seturilor de interes selectate pentru studiul respectiv (Figura 3.1).
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Fig. 3.1. Strategia de determinare a genelor candidat in producerea patologiilor cardiovasculare
prin analiza metadatelor experientelor microarray [24].

3.1. Identificarea genelor candidat in manifestarea patologiilor cardiovasculare

in baza de date NCBI-GEO au fost analizate peste 3400 platforme (GPL) referitoare la
testele efectuate pentru Homo sapiens. Pentru studiul genelor implicate in bolile cardiovasculare
au fost selectate doud GPL 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. Aceste platforme includ peste 2400 seturi de date
(GSE), dintre care, pentru studiul de fata au fost selectate: GSE4172 — cardiomiopatie dilatativa,
GSE18608 — cardiopatie ischemica, GSE14975 — fibrilatie atriala, GSE1145 — stenoza aortica si
cardiomiopatii (Tabelul 3.1).
Tabelul 3.1.
Analiza seturilor de date microarray

Numarul de gene .
Nr total de - - = p— iorit Indice de
Cu expresie Cu expresie ara potentia prioritar expresie (IE)

diminuata ,,-” sporita ,,+” adnotare implicate in BCV implicate in BCV
GSE18608, GPL570, cardiopatia ischemica

probe

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



Valorile de expresie pentru fiecare GSE au fost descarcate din baza de date NCBI-GEO cu
ajutorul pachetului GEOquery. Genele diferit exprimate au fost identificate in baza IE >1, care
reprezintd logaritmul raportului dintre valoarea expresiei in patologie fatd de control si semnifica
modificarea expresiei genei cel putin de 2 ori. Codurile de adnotare ale genelor care au depasit
pragul 1IE >1, au fost extrase utilizand instrumentul NetAffy Analysis Center (Affymetrix) si
Bioconductor. In calitate de identificator universal a fost utilizat codul unic de acces atribuit
secventelor din sistemul Entrez al Portalului NCBI. Pentru genele care nu au fost adnotate in
bazele de date s-a utilizat codul probelor de pe cipul selectat.

S-a constatat cd numarul de gene candidat in manifestarea BCV a fost de cel putin 6000,
dintre care 3457 sunt gene cu expresie diminuatd si 2663 cu expresie sporitd. Validarea
implicarii genelor in bolile cardiovasculare a fost realizatda conform listelor de gene elaborate de
Cardiovascular Gene Ontology Annotation Initiative. S-au evidentiat 775 gene cu rol potential si
63 prioritar in CPI, CMP, SAo, FiA.

3.2. Stabilirea genelor cu expresie diferentiati in bolile cardiovasculare

In studiul dat, genele cu expresie diferentiati se considerd a fi acelea care manifestd
activitate transcriptionala sporitd intr-un caz si, respectiv, diminuatd in alt caz. Analiza
comparativa a listelor de gene prioritare si potentiale, determinate pentru fiecare dintre seturile
de date microarray, a permis stabilirea genelor cu expresie diferentiatd intre cardiopatia
ischemica, fibrilatia atriald, stenoza aortica si cardimiopatii: 3 gene cu expresie diminuata si 2
gene cu expresie sporitd pentru FIA/CMP; 6 gene cu expresie diminuata, 8 gene cu expresie
sporitd si 14 gene cu expresie diferentiatd pentru FiA si SAo; o gena cu expresie diferentiata
pentu SAo si CMP; o gena cu expresie diminuatd, 2 gene cu expresie sporitd si 2 gene cu
expresie diferentiatd pentru SAo si cardiopatie ischemica; 3 gene cu expresie sporitd, 5 gene cu
expresie diminuatd si 7 gene cu expresie diferentiatd pentru CPI/FiA; o gena cu expresie
diferentiatd pentru CPI si CMP; 6 gene cu manifestare nespecifica pentru aceste patologii.

Generalizand datele obtinute, au fost identificate 55 gene, inclusiv 15 cu expresie

diminuata, 15 cu expresie sporita si 25 gene cu expresie diferentiata intre patologiile analizate.

3.3. Selectarea genelor pentru studiul activititii transcriptionale

Utilizand GeneCards si DAVID Bioinformatics Resources, genele care au fost asociate, cat
si unele neasociate anterior cu cel putin una dintre afectiunile cardiovasculare, au fost selectate
pentru evaluarea activitatii transcriptionale, inclusiv 5 gene prioritare si 14 potentiale in
manifestarea acestor maladii (Tabelul 3.2). Reprezentarea datelor sub forma de retele a permis
evidentierea relatiilor dintre gene (Figura 3.2. A) si asocierea lor cu maladiile CV (Figura 3.2.
B). S-a constatat ca aceste gene prezinta interes pentru studierea activitatii transcriptionale prin
faptul ca 7 dintre ele, inclusiv 3 prioritare, s-au asociat cu diferite patologii CV, printre care se
enumera cardiopatia ischemica, fibrilatia atriald, cardiomiopatiile primare, boli ale valvelor

inimii, malformatii cardiace congenitale, ateroscleroza etc. (reteaua A).
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Tabelul 3.2.
Gene selectate pentru studiul expresiei lor in patologii cardiovasculare [1]

Simbolul genei Nr. de acces Entrez Denumirea genei
CYP2C8 1558 cytochrome P450 family 2 subfamily C member 8
CYP4B1* 1580 cytochrome P450 family 4 subfamily B member 1
ELAVL1 1994 ELAYV 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.

Alte 12 gene formeazd subretele in dependentd de interactiunile functionale dintre ele,

fiind implicate 1n transductia semnalelor, metabolismul lipidelor si comunicare intercelulara.

\/ Rtk *
TNFRSF11B ‘m * INHBA
_THBSI1

LPA

: CYP4BI1

s ELAVLI

t HASI

: ITGBI
ITGBLI
KRTI19

éfi{r
CYP2C8 Ei? SCD

Fig. 3.2. Retelele biologice de asociere dintre gene cu patologiile cardiovasculare (A) si
interactiune intre genele de interes (B).

Nota: A: dreptunghi — codul patologiei, liniile reprezinta asocierile de tipul gena-patologie; B: genele marcate cu
steluga formeaza clustere individuale, genele din boxd nu interactioneaza in retea.

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 BCV, fiind incluse
in studiul activitatii transcriptionale la subiecti cu maladii cardiovasculare pentru prima data

(reteaua B).

10



4. VARIABILITATEA NIVELULUI DE EXPRESIE AL GENELOR CANDIDAT iN
MANIFESTAREA BOLILOR CARDIOVASCULARE

Investigatiile privind expresia genelor asociate cu starea de boala si utilitatea lor in
programele de diagnostic, depinde de cunoasterea si intelegerea variatiei in limita normei la/intre
indivizi, in dependenta de: varstd, sex, etnie, tesut, ciclu celular etc. [19]. In aceastd ordine de
idei, in lucrare a fost analizata variatia nivelului relativ de expresie al genelor, luand in
consideratie varsta subiectilor (copii si adulti) si starea organismului (stare patologica si stare de
sandtate, ,,de bine”).

4.1. Activitatea transcriptionala a genelor la adulti si copii

Celulele corpului uman, indiferent de structura si functia lor, poseda aceeasi informatie
genetica, insa expresia genica este diferitd, deoarece procesul de transcriptie este reglat spatial
(specific unor organe, tesuturi si celule) si temporal (in functie de stadiile dezvoltarii,
diferentierii si ciclului celular), fiind adaptatd la natura si intensitatea stimulilor extracelulari
[27]. Studiile privind expresia genelor in raport cu varsta sunt importante pentru intelegerea si
clarificarea mecanismelor de reglare a expresiei genelor, dezvoltarea strategiilor de prevenire a

riscului si eficientizarii tratamentului personalizat.

Patologie | | I 1 I 1 \ Copii

(] 100 11 Copii I 1111 ' mEEEENR Patologi
Sanatosi n |1 | | | COPT Aqu MEEEEE W ||| atologie
Patologie @ 1 I N I W | PR i qure COPH 0 T ] g
Sanitosi M EEE 1 EEN IEEEEEEN Y Adulti EEEEEN EEEEEEEEEEN ?
m o Y 0O oOom-- - 0 - mo v Y 0nom- - 0 -
BSnEsE=-"288E53583a Bsn0gz="285E52583a
A EEETZZ° pIggga”Icgo B EEZz=° §Teggs”sego
== x OO o <E == x 0O o <E
o o
Z z
[= [=
< 2136 # 4 * o 2136 iy
= 0712 # 4 * # 5 0712 " # o, ¥
§ 02 o E < 0237 =
& 007 * S 0079 * *
%0._026 # 30__025 = * - *
20 9008 * - s+ %hooo0oe = =
= 0003 I# o= I S 0003 I -
0,001 u u l u 0,001 . I
Ty ey ey an Ty S0 pm ™ S = O e e B
SizsSceSS2Cs2885833 PENINE B IR e el e
SIES53F5sgzEg®zEds SSESSIVSISEEsRIESE
~ERZ R I PR SRSz moe R R =
C =~ E SIS 5 T8 D =~ R DDE R
&
g g
Sanatosi mPatologie

Fig. 4.1. Activitatea transcriptionala a genelor la lotul de copii (C) si adulti (D) bolnavi fata de
sandtosi.
Nota: A, B — reprezentarea grafica a nivelului de expresie; un.c. — unitati conventionale; # p>0,05; * p<0,05.

Analiza expresiei relative a genelor la lotul de adulti si copii sanatosi a relevat valori
diferentiate pentru toate 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 si o singura gena (IL8) a prezentat
un nivel mai mic comparativ cu lotul de copii (Figura 4.1. B). Rezultatele obtinute demonstreaza
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ca la adultii sanatosi activitatea genelor este mai mare comparativ cu copiii, ceea ce denotd o
expresie diferentiatd temporal.

S-a stabilit expresia diferita, intre adulti si copii bolnavi, pentru 17 dintre genele analizate,
dintre care 11 gene (IL8, HAS1, CYP2C8, CYP4B1, KRT19, SSPN, SCD, ELAVL1, RGS1,
ABCAL1, ITGBL1) au manifestat un nivel mai mic al expresiei si 6 gene (ITGB1, TIMP1, THBS1,
INHBA, NPPB, JAK2) au prezentat valori mai mari la adulti fatd de copii, in timp ce in cazul
genei TNFRSF11B nu s-au remarcat diferente (Figura 4.1. B). Rezultatele obtinute denota ca
activitatea transcriptionald a genelor analizate variaza in functie de fenotipul clinic.

Estimarea expresiei relative a genelor, intre adulti si copii, indiferent de starea
organismului, a demonstrat valori diferite pentru 7 gene, dintre care 6 (ITGB1, TIMP1, THBS1,
INHBA, NPPB, JAK2) au prezentat indici mai inalti si o gena (IL8) s-a evidentiat prin expresie
mai mica la adulti fatd de copii (Figura 4.1. A).

Rezultatele privind analiza expresiei genelor la lotul de copii bolnavi comparativ cu
sanatosi, au relevat 8 gene care au manifestat diferente statistic semnificative, dintre care 5 gene
(INHBA, HAS1, CYP2C8, SCD, ELAVL1) au indicat o concentratie de transcripti mai mare si 3
(IL8, TNFRSF11B, ITGBL1) valori mai mici la bolnavi fata de subiectii sanatosi (Figura 4.1. C).
Astfel, datele demonstreaza ca la copiii bolnavi, activitatea transcriptionala a genelor creste
comparativ cu cei sandtosi.

Studiul expresiei genelor de interes la lotul adulti bolnavi comparativ cu sandtosi, a pus in
evidenta diferente semnificative statistic pentru 15 gene, dintre care 14 (TIMP1, THBS1, INHBA,
NPPB, TNFRSF11B, HAS1, CYP2C8, CYP4B1, KRT19, SSPN, SCD, RGS1, ABCAL, ITGBL1) s-
au remarcat printr-un nivel mai scazut si una (IL8) prin expresie mai mare la bolnavi fata de
persoanele sinitoase. In acest aspect, datele demonstreaza ci la adultii bolnavi, nivelul expresiei
genelor diminueaza fata de cei sanatosi (Figura 4.1. D).

Analiza comparativad a valorilor de expresie atat in lotului de adulti (bolnavi vs sdnatosi),
cat si fata de lotul de copii demonstreaza diminuarea nivelului de expresie a genelor la subiectii
bolnavi comparativ cu cei sanatosi. Rezultatele obtinute confirma expresia diferitd intre grupe de
varsta distincte, fapt afirmat si de alti autori [17, 32, 38, 49].

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.

Intrucat cunoasterea variatiei expresiei genelor in tesutul sinitos este esentiali pentru
recunoasterea si interpretarea modificarilor asociate cu diferite maladii, in cadrul studiului a fost
evaluata variabilitatea expresiei genelor la subiectii sandtosi, fiind constatate limite relativ mici
atat la adulti, cat si la copii, intervalul de variatie fiind cuprins intre 1,1 si 4,0 ori, respectiv 1,0 si
3,50ri.
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Studiul variabilitatii expresiei genelor la bolnavi, spre deosebire de subiectii sanatosi, a pus
in evidenta limite largi de variatie atat la adulti (2,3 — 28,0 ori), cat si la copii (2,0 — 38,0 ori).

Estimarea coeficientului de variatie (CV) a expresiei genelor la subiectii sanatosi a relevat
un nivel inalt de uniformitate a datelor pentru 17 gene la adulti (CV prezentand valori intre 3,18
—25,31%) si 16 gene la copii (CV cu valori intre 10,14 — 31,17%, Figura 4.2. A, B).

La subiectii cu patologie, valorile determinate ale CV se situeaza intre 36,32 — 89,07%
pentru 14 gene la adulti si intre 36,12 — 100,01% pentru 14 gene la copii, ceea ce releva o
variatie inalta a expresiei in conditii de boala (Figura 4.2. C, D).
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Fig. 4.2. Coeficientul de variatie (CV) si dispersia (s2) nivelului de expresie a genelor la adulti si
copii, bolnavi vs sanatosi.
Nota: A — adulti sandtosi; B — copii sanatosi; C — adulti bolnavi; D — copii bolnavi.

Generalizand datele obtinute, s-a constatat cd atat estimarea coeficientului de variatie, cat
st intervalul de variatie, au pus in evidenta o variabilitate mai mare a expresiei genelor in randul
bolnavilor, fata de subiectii sanatosi, copii si adulti. Intervalul relativ mic al variatiei expresiei
genelor analizate la subiectii sanatosi releva si un nivel mai inalt de omogenitate (Figura 4.2),
asigurat de variatiile fenotipice (ale morfologiei si fiziologiei organismului, ale
comportamentului si personalitatii individului, ale raspunsului sau la factorii externi) in limitele
normei de reactie. Astfel de variatii sunt determinate genetic si reflectd mecanismele de
autoreglare care mentin echilibrul homeostatic al parametrilor celulari.

Limitele largi de variatie si eterogenitatea Tnaltd, constatate la subiectii bolnavi, releva ca
modificarile patologice sunt de fapt expresia fenotipicd evidenta si excesiva a variabilitatii
genetice, rezultate ce vin in concordantd cu datele din literatura care au constatat modificarea
sporitd a continutului de transcripti la pacientii cu infectii bacteriene [47], cancer [14, 47], leziuni
traumatice grave [31] comparativ cu subiectii sanatosi.
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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 [10],
care determina manifestarea unui anumit caracter (normal sau patologic) la nivel de organism,

fiind un indicator al starii fiziologice a celulei.
5.1. Analiza profilului de expresie al genelor asociate cu bolile cardiovasculare

Cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriala. Analiza profilului de expresie a
genelor a pus in evidentad valori care au variat intre -89,096 si 2,271 ori. Cea mai pronuntata
diminuare a expresiei a manifestat gena ITGBL1 (-89,096 ori), iar activitatea transcriptionala cea
mai inaltd a fost atestata pentru gena IL8 (2,271 ori). Datele obtinute au pus in evidenta 15 gene,
care au manifestat diferente statistic semnificative, dintre care 13 subexpresate si 2
supraexpresate (Figura 5.1. A).
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Fig. 5.1. Modificarea expresiei genelor de interes (fold change) in patologiile cardiovasculare
fata de lotul de referinta.
Nota: A — cardiopatia ischemica asociata cu fibrilatia atriald; B — cardiopatia ischemica; C — cardiomiopatii primare;
D — stenoza aortica congenitala; # p>0,05, * p<0,05.

Cardiopatia ischemicad. Estimarea concentratiei transcriptilor genelor de interes a relevat
valori fold change care au variat intre -75,608 si 1,191 ori. Gena ITGBL1 (-75,608 ori) a
manifestat cea mai pronuntatd diminuare a expresiei, iar gena IL8 (1,191 ori) s-a evidentiat prin
cea mai crescuta activitate transcriptionald. S-a constatat ca profilul de expresie al genelor in CPI
prezinta subexpresie pentru 14 gene, care au manifestat diferente statistic semnificative fata de
lotul de referinta (Figura 5.1. B).
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Cardiomiopatiile primare. Analiza profilului de expresie a genelor a atestat valori care au
variat intre -5,377 si 3,281 ori. Gena TNFRSF11B s-a evidentiat prin cea mai pronuntata
diminuare a activitatii transcriptionale (-5,377 ori), iar cele mai inalte valori fold change au fost
inregistrate la gena HAS1 (3,281 ori). Rezultatele analizei au aratat diferente statistic
semnificative pentru 11 gene, inclusiv, 5 supraexpresate si 6 gene subexpresate (Figura 5.1. C).

Stenoza aortica congenitala. Studiul expresiei genelor candidat a pus in evidentd valori
fold change ce variaza intre -1,743 si 20,283 ori (Figura 5.1. D). O expresie diminuata esential s-
a remarcat la gena TNFRSF11B (-1,743 ori), iar 0 activitate transcriptionald sporitd la gena
CYP4B1 (20,283 ori). In cele din urma, profilul de expresie al genelor in SA0 prezinti valori
semnificative pentru 12 gene, dintre care 10 au manifestat supraexpresie, iar doud gene
subexpresie (Figura 5.1. D).

Astfel, rezultatele au pus in evidentd gene supraexpresate, respectiv subexpresate, in
dependenti de fenotipul clinic. in functie de modificarea expresiei genelor in patologie
comparativ cu cea din lotul de referinta s-a constatat ca in cazul cardiopatiei ischemice cu si fara
fibrilatie atriald activitatea majoritatii genelor este diminuata (13, respectiv 14 gene), iar in cazul
stenozei aortice congenitale — sporita (10 dintre gene), in timp ce in cardiomiopatiile primare 6
gene au manifestat expresie diminuata si 5 — sporita. S-a constatat ca expresia genelor in CPI-
FiA si CPI este aproape similara, diferenta fiind marcatd de gena INHBA care a prezentat
subexpresie in CPI si de genele IL8, JAK2 pentru care a fost stabilita o activitate transcriptionala
sporita in CPI-FiA.

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.

Tabelul 5.1.
Clasificarea genelor implicate in producerea BCV in functie de activitatea transcriptionala,
conform modelului propus de Xu si colab. [48]

-2 -3 -4 [foarte +4 [foarte
moderata puternica puternica puternicd
CPI-  CYP4B1, CYP2CS, RGS1 KRT19 ITGBL1 IL8
FiA  HASL THBSL,SCD, ggpN TNFRSF11B  jpk2
NPPB, ABCA1,
TIMP1
CPI INHBA, CYP2CS8, CYP4B1 - ITGBL1 - -
HAS1, THBS1, RGS1 TNFRSF11B
SCD, NPPB, ABCA1, SSPN KRT19
TIMP1
CMP ITGBL1, KRT19, IL8, TNFRSF11B - - HAS1, ABCA1, INHBA, -
SSPN, RGS1 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).
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Pe de alta parte, valorile activitdtii transcriptionale a genelor sunt distincte, ceea ce denota
un grad de asociere diferit cu patologiile studiate. Aplicand la BCV modelul propus de Xu si
colaboratorii [48] pentru maladiile canceroase se constata o reactie de raspuns foarte puternic,
puternic, moderat si slab influentata 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 5.1).

Pentru genele potentiale ITGBL1, CYP4B1 si KRT19, care au manifestat in acest studiu
activitate transcriptionald puternic si, respectiv, foarte puternic modificatda, precum si pentru
genele HAS1, RGS1, SSPN cu activitate slaba si moderata, studii care sa confirme rolul lor in
producerea BCV lipsesc. In acest context, datele de expresic a acestor gene, in maladiile
cardiovasculare reprezinta o premiera.

5.2. Aspecte privind expresia genelor in maladii cardiovasculare

Analiza expresiei diferentiate a celor 18 gene, comparativ cu datele identificate in
profilurile microarray demonstreaza modificarea similara in patologie fata de subiectii fara
afectiuni cardiovasculare la 11 dintre genele incluse in studiu, cele mai multe cazuri fiind
confirmate in experiment si analiza bioinformatica in cazul CPI-FiA (22%). Genele prioritare
NPPB, THBS1 si potentiale IL8, JAK2, TIMP1, care s-au regasit in ambele retele elaborate
(Capitolul III), precum si genele ITGB1, CYP2C8, HAS1, RGS1, KRT19, TNFRSF11B au
manifestat aceeasi directie de modificare a expresiei conform qPCR si microarray in cel putin
una dintre patologii (Tabelul 5.2).

Tabelul 5.2.
Directia de modificare a expresiei genelor candidat in producerea BCV, cuantificata prin
Real-Time PCR si microarray

Simbolul genei CMP CPI CPI-FiA SA0
FC IE FC IE FC IE FC 1S

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
JAK2 + # NA +, # NA +, slab + it +
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 A
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 -, f puternic | NA -, puternic - +, slab +
TNFRSF11B -, moderat - -, fputernic | NA -, fputernic | NA -, slab +
ITGBL1 -, slab + -, fputernic ' NA -, f puternic | + -, # NA

Nota: NA — datele de expresie lipsesc; celule colorate — gene care au manifestat aceeasi directie de modificare a expresiei in experimentul gPCR
si microarray; # — date nesemnificative statistic; FC — fold change; IE — indice de expresie.
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Analiza comparativa intre patologii a datelor Real Time-PCR si microarray a permis
evidentierea genei prioritare SCD si a celor potentiale HAS1, RGS1, KRT19, CYP2C8 care au
manifestat aceeasi directie a modificarii expresiei. Genele pentru care nu au fost disponibile date
microarray au fost investigate experimental, fiind pusa in evidenta pentru prima data expresia lor
la nivel sangvin la pacienti cu CPI, CPI-FiA, CMP, SAo (Figura 5.2).
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Fig. 5.2. Genele cu expresie modificata in patologiile cardiovasculare, conform datelor gPCR.

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

Examinarea modificarilor transcriptionale individuale ale genelor de interes in raport cu
patologiile studiate a permis asocierea lor cu cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatie atriala,
cardiomiopatiile primare si stenoza aortica congenitala. Compararea expresiei genelor a permis
gruparea factorilor ereditari inclusi in studiu in 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 (ITGB1, THBSI,
CYP2C8, CYP4B1, SSPN, RGS1, KRT19, ABCAL, INHBA, JAK2, IL8, INHBA). Doua clase de
gene au manifestat sub/sau supraexpresie in doua patologii (ELAVL1, SCD, HAS1, TIMP1,
ABCAL, THBS1, SCD, CYP2C8, HAS1, CYP4B1). Alte doua gene au manifestat subexpresie in 3
patologii (SSPN, RGS1, KRT19, ITGBL1, NPPB) si gena TNFRSF11B a manifestat subexpresie
in toate cele patru patologii CV, ultimul rezultat demonstrand posibila implicare a acesteia in
mecanisme generale de raspuns.

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 cai de semnalizare si procese biologice (Figura
5.3). S-a constatat asocierea factorilor ereditari cu inflamatia (IL8, TNFRSF11B, CYP2C8, SCD,
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CYP4B1, INHBA, THBSI, HAS1, ELAVL1), angiogeneza (TNFRSF11B, THBS1, INHBA, IL8,
ITGB1), adeziunea celulara (SSPN, THBS1, HAS1, ITGBL1, ITGB1), migrarea celulara (ITGB1,
HAS1, KRT19), apoptoza (TNFRSF11B, THBS1), ischemia (ABCAL, 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- (INHBA, THBS1),
Rapl (ITGB1, THBS1), GPCR (RGS1), cGMP-PKG (NPPB), Jak-STAT (JAK2), NF-Kb (IL8).

GPCR ) RGSI L!.

A IL8 CYP4BI
A g \ HASI ~ TNFRSF11B
L SCD, ELAVLI VR SCD CYP2C8

Inflamatie ELAVL1 THBSI

Trombocit

INHBA
TGF- INHBA, THBS1 i | gggj 11%331
ngiogeneza
\ ‘ i TNFRSF11B
Rapl ITGB1, THBS1 -‘ Apoptoza | INFRSF11B
. \ Endoteliu \,/ pop {THBS]
/ 7 ‘ ______TFibrinoliza THBS]
SSPN
PI3/Akt ITGBI, THBS1, JAK2 THBSI
T Adeziune celulara HAS1
\ ITGBL1
ITGBI1
cGMP-PKG NPPB / Celule musculare netede Vasodilatatie NPPB
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S\ __—— CYP4B1
s e Hipertrofie cardiaca
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TIMPI Remodelarea ventriculului stang

Fig. 5.3. Model ipotetic de implicare a genelor analizate in procesele biologice ce stau la baza
patogenezei bolilor cardiovasculare [36].

Nota: figuri ovale — cai de semnalizare.

S-a relevat 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 vasculard, 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 intdlnitd in leziunile
aterosclerotice avansate [35]. CYP2C8 si SCD sunt implicate in metabolismul acidului
arahidonic, derivatii caruia sunt mediatori ai inflamatiei [36]; 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 [16]. Alte doud gene, THBSI si
HAS1, regleaza adeziunea si migrarea celulara, inflamatia fiind asociatd cu alterarea ratei de
renovare a acidului hialuronic, iar ELAVL1 mediaza migrarea celulara si transcriptia genelor in
celulele fagocitare ale sistemului imunitar [21].
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CONCLUZII GENERALE

1. A fost elaborata strategia de extragere si analiza a datelor microarray din NCBI-GEO
[24], care a permis identificarea si Selectarea a 18 gene (din 66 de mii) prioritar sau potential
implicate in cardiopatia ischemica cu si fara fibrilatie atriala, cardiomiopatii primare si stenoza
aorticd congenitala [1]. Analiza retelelor biologice, elaborate in baza acestora, a pus in evidenta
genele TNFRSF11B, ITGBL1, IL8, TIMP1, THBS1, JAK2, ELAVL1, SCD, NPPB, INHBA,
ABCA1l, CYP2C8 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 diferentiata in timp pentru 17
dintre cele 18 gene incluse in studiu, iar la subiectii cu patologii CV, fenotipul clinic depinde de
activitatea genelor [13].

3. La subiectii sandtosi a fost pus n 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 variatie (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 relevd cd modificarile patologice sunt de fapt expresia fenotipicad evidentd si excesiva a

variabilitatii genetice [12].

4. Investigarea profilului de expresie a genelor in patologie comparativ cu lotul de
referintd a demonstrat pattern-uri specifice pentru fiecare dintre fenotipurile clinice evaluate. S-a
constatat ca activitatea transcriptionala pentru majoritatea genelor este diminuatd in cazul
cardiopatiei ischemice cu si fard fibrilatie atriala (13, respectiv 14 gene), crescuta in stenoza
aorticd congenitala (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 ischemica cu si fara
fibrilatie atriala, cardiomiopatii primare si stenoza aortica congenitald. S-au stabilit 10 clase, care
cuprind intre 1 si 7 gene, a caror activitate transcriptionala este afectatd ca rdspuns 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 analiza 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 atriala, cardiomiopatii primare si stenoza aortica congenitala.

3. Datele obtinute si prezentate In aceastd 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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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 atriald, 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 ischemica cu si fara fibrilatie atriala,
cardiomiopatii primare si stenoza aortica congenitala.

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

Noutatea si originalitatea stiintifici. 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 atriala, stenoza aortica congenitald, cardiomiopatii primare si a demonstrat implicarea genelor
candidat in patogeneza maladiilor cardiovasculare.

Problema stiintifici importantd solutionatd consta in stabilirea pattern-urilor de expresie
specifice fiecarui fenotip clinic studiat, demonstrarea omogenitatii continutului de transcripti al genelor
investigate la subiectii sanatosi si eterogenitatea inalta 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 teoreticid. 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 aprofundeazd 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 moleculard 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 1n identificarea genelor cu rol potential in diferite procese biologice in cadrul Centrului
Genetica Functionald, UnASM. Datele obtinute si expuse in teza servesc 1n 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
subiecti cu boli cardiovasculare sunt utilizati in cadrul CGF al UnASM si sunt recomandati pentru
cercetdri 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

Abayma Januena ,AneHTuukanusi ¥ OLEHKA TeHOB NMOTEHIHAJLHO Y4YacTBYHOIIHMX B
cepaeYHO-COCYTUCTHIX 3a00/1eBaHMsIX”, TUCCEPTALMs Ha COMCKaHUE YYCHOH CTENeHH KaHIuAaTa Hayk,
Kummnes, 2017. Paborta BkIOYaeT BBEICHHME, MATh IJ1aB, OOIIWE BBIBOABI M PEKOMEHJAIINH,
oubmuorpaduto u3 441 ucrounukos, 159 crpanun obmero odbema, 29 pucyHKOB M 28 Tabmuim.
[MoyueHHbIe pe3ynbTaThl OTPaKeHHI B 18 HayUHBIX ITyONIUKaIHAX.

KiroueBble cJji0oBa: 3KCIpEcCHs] I'€HOB, I'€HETHUUYECKas H3MEHYMBOCTb, CEPIAEYHO-COCYAMCTHIE
3a00JIeBaHys, WIIeMHYecKas OoJIe3Hh cepama c/m 0e3 GUOPWUIAIMN TMpEeACepanii, IepBHYHBIC
KapAMOMHONATUH, BPOXKJICHHBIA a0pTalbHBIN CTEHO3.

O0aacTh uccnenoBanuii: ['enerrka yeaoBeka 1 KUBOTHBIX.

Ieanb Mccaen0BaHUsl SIBISIETCS BBISIBICHHE I'€HOB-KAHIMIATOB C MOMOIIbIO aHAJIM3a MAaCCHBOB
TeHEeTHUECKUX HaHHBIX (Microarray data analysis) m accormarus TpoduiIs SKCIPECCHH TEHOB C
UIIeMHYecKor Oone3Hbpio cepaua ¢/ u 0e3 GUOPMILIALMY TpeAcepanid, MEPBUYHON KapAHMOMHOIIATHH H
BPOXKJICHHBIM A0PTaIbHBIM CTEHO30M.

3agayn wmccaeq0BaHUS: HIACHTU(QHUKALMSA TEHOB-KAaHAWAATOB B BO3HUKHOBEHHWH CEPIACUHO-
COCYIMCTHIX 3a00JieBaHMH HAa OCHOBE HaOOpoB TreHerwueckux naHHbix u3 NCBI-GEO; onenka
9KCIPECCHH T'€HOB MOTEHIMAIBLHO YYACTBYIOIIME B CEPIEYHO-COCYIUCTHIX 3a00JNeBaHU y neTed u
B3pPOCJIbIX; BLIABJICHUC BapI/Ia6eJ'ILHOCTI/I OKCIIPpECCUN T'CHOB CBA3aHHBIX C CEPACHHO-COCYAUCTBIMU
3a00JIeBaHUsAMH; M3ydeHUE MPOQUIIs dKCIpeccuu Habopa 18 reHOB B ONpEJeNeHHBIX MaTOJIOTUYECKUX
COCTOSTHUSIX: WIIeMHu4eckas Oone3np cepama ¢/ u 0e3 GUOPWIIAINH Tpencepanii, NepBUIHOMN
KapIMOMHUOIIATUN U BPOXKICHHBIA a0PTANbHBIA CTEHO3.

HoBu3Ha u Hay4yHasi OPMIMHAJBbHOCTh. OPUTHHAIBHOCTh AAHHOH pabOTHI 3aKII0YAETCS B TOM,
YTO BIIEPBbIE ObLI MPOMU3BENIECH KOJIMYECTBEHHBIN aHAIN3 SKCIpeccHu 18 reHOB MACHTH(PHULIUPOBAHHBIX B
0a3e manupix NCBI-GEO kak HacnencTBeHHBIE (PaKTOPHI aCCOIMHUPYIOIINECS C CEPACUYHO-COCYIUCTHIMU
3a0oseBaHMsAME y TTaMeHTOB B PecriyOmmke MommoBa. beia BeisiBiIeHa quddepeHInanbHas SKCIPeccus
TeHOB B 3aBHCUMOCTH OT KIMHHYECKOTO (peHOTMHa M BO3pacTa CyOBEKTOB, a TaKKe ObUIM IOJIyYCHbI
crierduaeckue npoQuIn SKCIPECCUN Il UIIEMHYSCKOW 0oJie3HH cepina ¢/ u 0e3 GuopuuIaiuu
npefcepauii,  TNEepBUYHOM  KApAMOMHUONATHH M BPOXKICHHOTO  aOpTAILHOIO  CTEHO3a.
HpOI[eMOHCTpI/IpOBaHa CBsA3HU I'€HOB-KaHAN1aTOB C BO3HHUKHOBCHHEM CEPACYHO COCYAUCTBIX
3a00JIeBaHUi.

Pemennasi HayyHasi mpodjemMa COCTOWT B paclIMpEHUE CYIIECTBYIOUIMX 3HAHUK O acCOLMAINU
npoduiisi SKCIPECCHH TEHOB C OOJE3HSAMHM Cepala M ONpelelieHHe XapakTepa 3KCIPECCHH
cnenu(UIecKoro A HCCIEAYeMOT0 KIMHMYECKOrO (DEHOTHNAa YTO MOXKET OBITh WCIOJIB30BaHO JUIS
ONTHMU3ALIUHU TPOLIETYPHI BBISBIECHHUS CEPAEUHO-COCYAUCTHIX 3a00I€BaHUN y MAI[IEHTOB.

Teopernyeckass 3HauMMocTh. PaboTa oTpaskaeT MOHCKOBBIM aHalIM3 W HHTEPHPETALUIO
Pe3y/IbTAaTOB AAHHBIX MHUKPOYMIIOB, ¢ OOHApPY)KCHHWEM TI'€HOB C YCTAHOBJICHHOW POJIbIO B CEPAEYHO-
COCYIUCTOM IATOJOTHH, a TaKKe HOBBIX I'€HOB, MOTEHIMAIBHO YYACTBYIOIIMX B MEXaHU3MaX 3THX
3aboneBanuii. MccnemoBaHue NpegoCTaBisieT — JONOJHUTENBHBIE — JIOKAa3aTeNbCTBA  3HAYMMOCTHU
HaCJIeICTBEHHBIX (PAKTOPOB, B MATOT€HE3€E CEPIEUHO-COCYIUCTHIX 3a00IeBaHUH.

IlpuknagHasi WeHHOCTb PadOThl COCTOMT B HICHTU(GHUKAIMKM TE€HOB ¢ Iu(QepeHunan-HONR
9KCTIpECCHeil B CEpAEYHO-COCYANUCTBIX MAaTOJOTHSIX, BBISABICHUE CIEHU(PUUECKON KAPTHHBI 3KCIPECCUH
TCHOB TMpH HIIEeMHUYecKoW Ooie3Hn cepana c/m 0e3 GUOpHUIAIMHM Tpefcepanii, IepBUYHON
KapaAuoMHoOmnmaTuu W BpPOXACHHOM aopTalbHOM CTCHO3€, UYTO CBHUIACTCILCTBYCT 06 U3MCHCHHNUN
TpaHCKpI/IHHHOHHOﬁ AKTHUBHOCTHU I'CHOB Y 6OJ'II)HBIX C CEPACYHO-COCYANCThIMHU 336OHeBaHI/I$[MI/I, a TaKXKXE B
BHCAPCHUC MCETOJO0JIOIMHU aHaJIM3a MACCUBOB TI'C€CHCTHYCCKHX OdaHHBIX B OGJIaCTI/I 6I/IOMCZII/IHI/IHCKI/IX
HCCIIEI0BaHUN.

BHenpenne HayuyHbIX JocTHKeHWi. PaspaboraHHas Hamu cTpaTerusi aHajaW3a JaHHBIX
MHKPOYHUIIOB MOXKET 6BITI) IMpuUMCEHCHA JJId I/I)ICHTI/I(i)I/IKaIII/H/I T€HOB C HOTCHHI/IaHBHOﬁ pOJIbIO B
Pa3IMYHBIX OMOJIOTHYECKUX MPOIleccax, B TOM YHCiIe 3a00JeBaHui yenoBeKka. Pe3ynbTaThl, ONrcaHHbIE B
pabote, ciy’kaT B KadecTBE HAyYHO-METOAMYECKOro MocoOust ans Kypca Monekyaspras b6uonocus n
T'enemuueckue memoowi ananuza nHa Paxynerere EcrectBennsix Hayk, YHAHM. Cneuuduueckue
npaiMepsl, pa3paOoTaHHBIE IS KCCIIEAOBaHMSA JKCIpeccud |8 TeHOB H MAaIMEHTOB C CEepAEYHO-
COCYIUCTBIMU 3a0oieBaHUsIMH, Hcnonb3ytorcs B Llentpe ®ynkumonanbHoi ['enetnkn YHAHM nu
PEKOMEHIOBAHBI [UIs OCIEAYIOIINX MOJIEKYJISIPHO-TeHETHUECKHUX HccienoBanuid. [lartepHsl sxcnpeccun
TeHOB YCTAHOBJICHHBIE I CEpACYHO-COCYAUCTHIX 3a00JIeBaHMH MOTYT OBITh HPEAJIOKEHBI IS
BBISIBJIICHUA U CTpaTI/I(i)I/IKaHI/II/I AU ECHTOB.
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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, coronary
artery 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 coronary artery
disease 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, coronary artery disease 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.
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