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Bolile cardiovasculare (CVD) sunt cauza principala de morbiditate si
mortalitate in lume, in ciuda cercetarilor ample si a terapiilor aflate in continua
imbunatatire. Ateroscleroza si complicatiile sale sunt responsabile de initierea si
evolutia a mare parte din bolile cardiovasculare. Ateroscleroza este o boald Cronica
inflamatorie, generata sau agravata de dereglari ale metabolismului lipidelor si al
glucozei [1-3].

Boala arterelor coronare (coronary artery disease, CAD) este rezultatul
dezvoltirii plicilor aterosclerotice in peretele arterelor coronare. In primele stadii de
formare a placii, celulele endoteliale se activeaza si vireaza catre un fenotip secretor,
ducand la dezvoltarea unei lamine bazale hiperplazice si la expresia de molecule
chemoatractante ce duc la recrutarea celulelor inflamatoare din sénge [4]. Monocitele
circulante adera la endoteliu, patrund n subendoteliu si se diferentiaza in macrofage,
devenind actorii principali in evolutia placii aterosclerotice [5]. Proteinele serice,
lipoproteinele aterogene (LDL) si lipoproteinele anti-aterogene (HDL) ajung in
subendoteliu prin transcitoza via celulele endoteliale [6]. Lipoproteinele se
acumuleazd 1n lamina bazald hiperplazica si in matricea extracelulard, sufera
modificari si1 interactioneaza cu macrofagele, ducand la incarcarea acestora cu lipide
si formarea celulelor spumoase [4].

Progresul si stabilitatea placii aterosclerotice sunt dificil de evaluat i de aceea
este importantd gasirea unor metode neinvazive pentru a urmari evolutia CAD si, in
special, a sindromului coronarian acut (ACS). De asemenea, un aspect important este
diagnosticul timpuriu si identificarea unor noi tinte moleculare ce pot ajuta la o
interventie terapeutica rapida, care poate imbunatati prognosticul.

Din intregul genom, secventele care codeaza sinteza proteinelor reprezinta mai
putin de 3%, in timp ce restul genomului este alcatuit din secvente necodante, care
produc molecule de ARN active functional, cu roluri importante Tn reglarea
homeostaziei tisulare si a conditiilor patofiziologice.

MicroARN (miRNA) sunt molecule de ARN mici (18-25 nucleotide),
monocatenare, necodante, ce regleaza post-transcriptional expresia genica prin
inhibitia translatiei si/sau promovarea degradarii ARN mesager (ARNm), datorate
imperecherii partiale sau complete cu regiunile 3’-UTR ale ARNm [7, 8]. Impreuna
cu alte mecanisme moleculare, miRNA sunt reglatori genici post-transcriptionali
puternici [9].

Tn nucleu, miRNA sunt transcrisi de citre ARN polimeraza II ca pri-miRNA
[10] si procesati mai departe In pre-miRNA de catre complexul microprocesor
alcatuit din RNaza III Drosha impreuna cu subunitatea sa reglatoare DGCRS [11, 12].
Pre-miRNA sunt apoi transportati activ in citoplasma de catre Exportina-5 [13], unde
sunt clivati in intermediari miRNA de tip duplex de catre RNaza III Dicer [14]. Apoli,



catena miRNA conducatoare este selectatd si incarcatd Tn complexul de silentiere
indus de miRNA (miRISC) ce regleaza expresia genelor tinta [14].

MiIRNA pot fi exportati in spatiul extracelular si pot circula in fluxul sangvin
asociati cu microparticule, exozomi, lipoproteine sau complexe proteice, putand
actiona ca mesageri extracelulari la distanta mare [15-18].

MicroARN au roluri importante in patologie, fiind molecule de raspuns la stres
si avand expresii modificate in cursul evolutiei bolilor [19, 20]. Expresia celulard
modificatd a miRNA si profilul alterat al miRNA circulanti au fost asociate cu
diferite tulburari, incluzand diferite tipuri de cancer, bolile neuro-degenerative,
ateroscleroza, obezitatea, diabetul sau boala coronariana [21-25]. Profilul miRNA
circulanti poate reflecta modificarea expresiei tisulare sau a comunicarii intercelulare,
sugerand posibila utilizare a lor ca biomarkeri [26].

Evolutia bolii aterosclerotice este influentatd de prezenta factorilor de risc cum
ar fi dislipidemia (in special hipercolesterolemia), hipertensiunea si diabetul [27].
Studiile realizate pand la ora actuald arata rolul major al microARN in modularea
cailor metabolice implicate in aceste afectiuni.

Prima parte a tezei de doctorat reprezinta stadiul actual al cunostintelor si
este structuratd in 3 capitole ce abordeaza notiuni teoretice despre ateroscleroza
arterelor coronare, lipoproteinele serice si biologia microARN.

Partea a doua a tezei prezintd rezultatele originale obtinute in cadrul
studiilor doctorale si este structurata pe 3 capitole, primele 2 reprezentand studii in
vivo pe grupuri de pacienti cu hiperlipidemie/hiperglicemie sau boli coronariene, iar
al 3-lea capitol abordand in plus si experimente in vitro pe modele de culturi celulare.

Astfel, lucrarea de fata a avut 3 obiective specifice:

Obiectiv 1. Identificarea si analiza microARN 1n seruri si lipoproteine izolate
de la pacienti hiperlipidemici si/sau hiperglicemici.

Obiectiv 2. Identificarea si analiza microARN serici si a celor asociati cu
lipoproteine izolate de la pacienti cu boalad coronariana.

Obiectiv 3. Evaluarea modularii productiei de microARN in macrofage umane
in cultura de catre serurile de la pacienti cu boli coronariene.

Pentru atingerea acestor obiective am utilizat tehnici de biochimie, biologie
moleculara si biologie celulara, dintre care am adaptat unele metode noi in laborator.
Astfel, am adaptat metoda ELISA pentru cuantificarea apolipoproteinelor A-I, B100
si E si a interleukinei 1B in serul pacientilor investigati, pornind de la un kit ELISA
de dezvoltare de metoda. Astfel, am redus consumul de reactivi si de proba utilizati
pentru masuratoare.



Pentru izolarea miRNA din lipoproteine, am adaptat in laborator metoda
descrisa de producator pentru izolarea miRNA cu Kitul miRNeasy pentru ser/plasma
(Qiagen, Dusseldorf, Germany), utilizand 300 pL lipoproteine izolate (corespunzand
la 120 ug proteina totald) si mimic sintetic cel-miR-39 ca miRNA de referinta pentru
normalizarea continutului de miRNA 1in biofluide.

Am optimizat metoda descrisda de producator pentru revers-transcrierea
MIiRNA, utilizand un amestec de amorse stem-loop specifice si realizand o singura
reactic de revers-transcriere per proba pentru toate miRNA. Astfel, am reusit sa
reducem semnificativ consumul de reactivi fara a compromite valoareca datelor
obtinute.

Am pus la punct un protocol nou de revers-transcriere duala a ARN celular
(izolat din macrofage umane in culturd), utilizand kit-ul de revers-transcriere High
Capacity cDNA Reverse Transcription, amorse pentru revers-transcriere cu secventa
aleatorie (random primers) si un amestec de amorse TagMan stem-loop MiIRNA-
specifice (toate de la Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), pe un sistem
PCR Veriti. Astfel, am redus consumul de reactivi si de proba, realizand o singura
reactie de revers-transcriere per proba, cu rezultate optime.

Am elaborat modele de regresie logistica binara pentru estimarea riscului de
evenimente coronariene, folosind programul SPSS for Windows v21.

Tn primul capitol de rezultate originale, am detaliat un studiu pe un grup de
pacienti cu hiperlipidemie si/sau hiperglicemie si ne-am propus sa evaludm asocierea
unui set de molecule de microARN din circulatia sangvina cu hiperlipidemia si/sau
hiperglicemia. Studiul a cuprins 30 subiecti recrutati din populatia generald din
Bucuresti, Romania, impartifi in patru grupuri: subiecti sdnatosi (C), pacienti CuU
hiperlipidemie (HL), pacienti cu hiperglicemie (HG) si hiperlipidemici-
hiperglicemici (HLG), in functie de nivelurile serice de lipide si glucoza a jeun.

Exista kituri comerciale pentru analiza distributiei microARN in celule, {esuturi
sau lichide biologice, ce utilizeazd amorse specifice pentru detectarea anumitor
microARN implicati in diferite patologii (boli cardiovasculare, diabet, cancer etc.).
Deoarece nu existd un kit comercial specific care sa contind un set de miRNA pentru
metabolismul lipidic si al glucozei, am utilizat un PCR array specific pentru miRNA
implicati in CVD (Pathway-focused Human Cardiovascular Disease) pentru
determinarea profilului miRNA 1in seruri de la pacienti hiperlipidemici (HL) si/sau
hiperglicemici (HLG). Selectia miRNA pentru analiza individuala s-a bazat pe
marimea cresterii nivelului seric detectata in urma analizei profilului miRNA in ser si
pe datele disponibile in literatura. Astfel, am selectat si analizat individual un set de
opt miRNA (miR-122, miR-125a, miR-486, miR-92a, miR-146a, miR-10a, miR-21 si
miR-33a) in seruri de la pacienti si de la subiecti sanatosi.



Mai departe, am analizat corelatiile dintre nivelurile miRNA selectati si unii
parametri lipidici si inflamatori serici. Pentru a determina distributia acestor miRNA
in clasele de lipoproteine, am izolat lipoproteine de joasa densitate (LDL) si
lipoproteine de 1inalta densitate (HDL) din seruri hiperlipidemice si/sau
hiperglicemice si am identificat prezenta miRNA selectati.

Rezultatele aratd ca profilul miRNA din serurile HLG prezintd niveluri
crescute de miR-122, miR-125a, miR-486 si miR-92a. De asemenea, nivelurile miR-
122, miR-125a, miR-146a, miR-10a, miR-21 si miR-33a masurate individual sunt
crescute Tn serurile HL si se coreleaza pozitiv cu principalii parametri lipidici si
inflamatori, in timp ce miR-92a si miR-486 sunt crescuti doar in serurile de la
pacienti HG. Toti miRNA selectati sunt prezenti predominant in HDL, doar miR-33a
se regaseste 1n cantitati similare atat in HDL, cat si in LDL. Tn plus, toti miRNA
analizati au niveluri crescute in HDL izolate din seruri hiperlipidemice (HL si HLG).

Pana la ora actuala, aceasta este primul studiu care identifica niveluri
cuantificabile de miR-33a in LDL. Pana la publicarea acestor rezultate (in Molecular
Biology Reports si Annals of the Romanian Society of Cell Biology), nu existau date
in literatura care sa descrie distributia miR-125a si miR-10a circulanti in serurile
pacientilor hiperlipidemici si/sau hiperglicemici.

Aceste date originale au fost publicate in Molecular Biology Reports (revista
indexata ISI cu factor de impact 1,828, avand in prezent 13 citari) si in Annals of the
Romanian Society of Cell Biology (revista indexata BDI, avand in prezent 1 citare)
si au fost comunicate la doud manifestari stiintifice cu participare internationala sub
forma unei comunicéri orale si a unui poster.

Cel de-al doilea capitol de rezultate originale prezinta de asemenea un studiu
clinic in care ne-am propus sa identificim miRNA din circulatia sangvina asociati cu
diferite subclase de lipoproteine izolate din serurile unor pacienti in diferite stadii ale
CAD: pacienti cu angina stabila (SA), pacienti cu angind instabild (UA) si pacienti la
o lund dupa un infarct miocardic acut (MI) comparativ cu un grup de subiecti
sanatosi. Grupul SA a fost considerat categorie CAD de referinta, iar grupurile UA si
MI impreund au fost considerate ca grupuri de CAD vulnerabild (categorie de risc).
Toti pacientii au fost recrutati de la Clinica de Cardiologie a Spitalului Universitar de
Urgenta Elias, Bucuresti. Subiectii control au fost donatori sandtosi de la Centrul de
Transfuzie Sangvina, Bucuresti, fara factori de risc cardiovascular sau alte boli in
evidenta (conform istoricului medical, examinarii clinice si testelor de laborator).

Un scop aditional a fost determinarea miRNA specifici care, impreuna cu un
set de parametri lipidici cunoscuti, sunt capabili sd prezicd vulnerabilitatea
pacientului CAD. In acest scop, am izolat lipoproteine de densitate intermediara
(IDL), LDL si HDL din seruri de la pacienti CAD si am investigat prezenta miRNA
si distributia lor in subclasele specifice de lipoproteine.



Date publicate anterior aratd rolul miRNA in evolutia CVD si importanta
utilizarii lor ca instrumente de diagnostic [28]. Pana la ora actuald, putine studii au
investigat asocierea miRNA cu lipoproteinele circulante si implicarea lor in evolutia
CAD [18, 24, 29].

Datele obtinute in acest studiu aratd ca miR-486, miR-92a, miR-122 au cele
mai mari niveluri in serurile pacientilor CAD versus serurile subiectilor control, dar
nivelurile lor serice individuale nu difera din punct de vedere statistic intre grupurile
CAD. Nivelurile miR-486 si miR-92a considerate impreuna cu nivelurile de HDL-C,
apolipoproteine si cu activitatea PON1 pot discrimina intre pacientii CAD stabili si
cel vulnerabili, cu un nivel de predictie de circa 85%.

Datele noastre arata ca toti miRNA selectati sunt asociati in principal cu HDL,
fiind in acord si extinzand studii ale altor grupuri, recent publicate [15, 18]. Astfel,
miR-486, miR-92a, miR-122, miR-125a si miR-146a sunt asociati in principal cu
HDL serice si de zece ori mai putin cu IDL si LDL. Tn plus, miR-486 si miR-92a au
cele mai mari niveluri in HDL izolate de la pacienfi CAD vulnerabili (UA si MI)
versus SA si distributia lor difera intre subfractiile de HDL, miR-486 predominénd in
HDL,, in timp ce miR-92a predomina in HDL;.

Experimentele noastre aratd o distributie preferentiala a miRNA in
subpopulatiile HDL (HDL, si HDL3), nivelurile de miR-486 si miR-92a putand
discrimina intre pacientii CAD stabili si vulnerabili. Astfel, rezultatele noastre arata o
crestere specifica a nivelurilor miR-486 in HDL, si a miR-92a in HDL;, in special in
cele izolate din serurile pacientilor CAD vulnerabili (pacientii UA si MI) comparativ
cu pacienti SA. Aceste date sunt mai departe confirmate de rezultatele care aratd ca
nivelurile serice ale miR-486 si miR-92a pot estima riscul de CAD vulnerabila intr-
un model de regresie logistica binara corectat pentru nivelurile serice de lipide,
apolipoproteine si activitatea enzimelor asociate cu HDL.

Aceste date originale au fost publicate in PLoS ONE (revista indexata ISI cu
factor de impact 2,806, avand in prezent 15 citari) si au fost comunicate la 9
manifestari stiintifice internationale sub forma a 3 comunicari orale si 7 postere si la
1 manifestare stiintifica nationala sub forma de poster. Rezumatele a 5 postere au
fost publicate Tn 4 reviste indexate I1SI (FEBS Journal, European Heart Journal,
Cardiovascular Research x2) si 1 revista BDI (Romanian Journal of Cardiology).

Tn cel de-al treilea capitol de rezultate originale, am evaluat nivelurile a sase
MIRNA (miR-223, miR-92a, miR-486, miR-122, miR-125a si miR-146a) in seruri si
HDL de la pacienti cu SA, pacienti cu ACS si subiecti sanatosi. Toti pacientit CAD
au fost recrutati de la Clinica de Cardiologie a Spitalului Universitar de Urgenta
Elias, Bucuresti, iar subiectii control au fost donatori sanatosi recrutati din personalul
Institutului de Biologie si Patologie Celulara ,,Nicolae Simionescu” si al Spitalului
Elias, neavand boli cardiovasculare in antecedente sau alte afectiuni cunoscute.



Este general acceptat ca hiperglicemia este un factor accelerant in evolutia
CAD [30], de aceea am urmarit sa investigam efectul concentratiilor crescute de
glucoza asupra macrofagelor umane in culturd, mai exact asupra expresiel genice a
proteinelor masinariei de procesare a miRNA (Dicer, Drosha, DGCRS) si asupra
productiei miRNA analizafi.

Datele obtinute in acest studiu privind efectul hiperglicemiei asupra miRNA
arata ca in serurile ACS hiperglicemice, nivelurile miR-223, miR-92a, miR-486,
miR-122, miR-125a si miR-146a sunt crescute comparativ cu serurile ACS
normoglicemice. De asemenea, efectul hiperglicemiei se observa si asupra
lipoproteinelor, in HDL izolate din seruri ACS hiperglicemice, nivelurile miR-223,
miR-92a si miR-486 sunt crescute comparativ cu seruri normoglicemice si sunt
semnificativ diferite intre pacientii ACS si SA.

in studiul nostru, corelatiile parametrice arati ci miR-92a si miR-486 se
coreleaza negativ cu doi factori de risc pentru CAD: LDL mici si dense (exprimate ca
raportul LDL-C/apoB-100) si HDL disfunctional (exprimat ca raportul activitatea
PON1/apoA-I). Aceasta sugereaza ca atunci cand LDL mici si dense si HDL
disfunctional coexista, nivelurile miR-92a si miR-486 cresc, completand rezultatele
noastre anterioare care aratd o asociere preferentialdi a miR-92a si miR-486 la
pacientiit CAD vulnerabili. De asemenea, analiza logistica a parametrilor specifici ai
pacientilor a aratat ca nivelurile serice de miRNA (in special miR-92a si miR-486),
impreund cu obezitatea, hipertensiunea, hiperglicemia si disfunctionalitatea HDL, au
potentialul de a prezice riscul de producere a unor evenimente cardiovasculare la
pacienti CAD.

Tn acest capitol ardtim, de asemenea, ci in macrofage umane expuse in cultura
la seruri izolate de la pacienti normoglicemici, serurile ACS induc cresterea expresiei
genice a Drosha, DGCRS8 si Dicer (proteine implicate in biogeneza miRNA) si a
productiei miR-223, miR-92a, miR-486, miR-125a si miR-146a comparativ cu
serurile SA, iar concentratiile crescute de glucoza potenteaza efectele observate, mai
ales in cazul serurilor ACS. Din informatiile pe care le avem pana la acest moment,
acesta este primul studiu care evalueaza efectele serurilor de la pacienti CAD asupra
expresiei miRNA si a componentelor masinariei de procesare a acestora in macrofage
umane.

Adaugarea glucozei in serurile normoglicemice (pentru a mima concentratiile
crescute existente in serurile hiperglicemice) induce o crestere atat a nivelurilor
intracelulare de miIRNA (miR-125a, miR-486, miR-92a, miR-146a, miR-223), cat si a
expresiei unor proteine din masinaria de procesare a mMiIRNA (Drosha, DGCRS si
Dicer).



Din informatiile pe care le avem pana la acest moment, acestea sunt primele
date care aratd efectul concentratiilor crescute de glucoza asupra productiet miRNA
in macrofage umane. Cresterea productici miRNA observata in macrofage in cultura
este Tn acord cu nivelurile crescute ale miRNA specifice n seruri.

Aceste date originale au fost publicate in PLoS ONE (revistd indexata ISI cu
factor de impact 2,806, avand Tn prezent 3 citari) si au fost comunicate la 3
manifestari stiintifice internationale sub forma a 2 postere si la 1 manifestare
stiintifica nationald sub forma de poster. Rezumatul unui poster a fost publicat in o
revista indexata ISI (Atherosclerosis).

In urma rezultatelor obtinute in studiile cu pacienti si prin experimentele in
vitro utilizdnd macrofage umane in cultura, se pot contura urmatoarele concluzii
generale:

1. Nivelurile miR-122, miR-125a, miR-486, miR-92a, miR-146a, miR-10a, miR-21
si miR-33a circulanti sunt corelate cu lipidele serice, cu nivelurile de CRP si IL-1B in
serurile pacientilor hiperlipidemici si/sau hiperglicemici.

2. Nivelurile miR-125a si miR-146a circulanti sunt asociate cu hiperglicemia serica.
3. MiR-122, miR-125a, miR-486, miR-92a, miR-146a, miR-10a si miR-21
circulanti sunt asociati in principal cu HDL, iar miR-33a este asociat si cu LDL.

4. Nivelurile serice ale miR-486 si miR-92a impreuna cu nivelurile apoA-I, apoE,
cu activitatea PON1 si cu raportul HDL-C/LDL-C (intr-un model de regresie logistica
binara) pot fi utilizati ca markeri aditionali pentru diagnosticul CAD vulnerabila.

5. MiR-486 si miR-92a se asociaza preferential cu subpopulatiile HDL (miR-486 cu
HDL, si miR-92a cu HDLj3) si nivelurile lor discrimineaza intre pacientii CAD
vulnerabili (UA si MI) si cei cu angina stabila.

6. Concentratiile serice crescute de glucoza se coreleaza cu nivelurile crescute de
miR-223, miR-92a, miR-486 in seruri si HDL izolate de la pacienti CAD, acesti
miRNA asociati cu HDL fiind capabili sa discrimineze intre pacientit ACS si SA.

7. Expunerea macrofagelor umane in cultura la seruri ACS comparativ cu seruri SA
determina cresterea productiei intracelulare a miR-223, miR-92a, miR-486, miR-125a
si miR-146a prin cresterea expresiei Drosha, DGCRS8 si Dicer, acest efect fiind
augmentat de cresterea concentratiei de glucoza.



Perspective:

Pe baza rezultatelor originale obtinute in cadrul tezei de doctorat, dorim sa
continudm studiul microARN prin investigarea functionalitatii miR-486 si miR-92a,
utilizand metode in silico, in vitro si in vivo. Astfel, vom determina genele tinta ale
MiR-486 si miR-92a prin bioinformatica, vom testa tintirea directd de catre mimici ai
miRNA a genelor inserate in plasmide si vom evalua efectele terapiei cu inhibitori
pentru miRNA la hamsterul hiperlipidemic.

De asemenea, dorim sa analizam distributia microARN in fragmente vasculare
recoltate de la pacienti cu boli cardiovasculare si si 0 corelam cu nivelurile lor
circulante si cu gravitatea bolii.
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