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I1. Introducere si Obiective

Acizii ribonucleici necodanti (ARNnc) reprezinta componente esentiale ale arhitecturii de
reglare genomica, participand la controlul expresiei genice la nivel epigenetic, transcriptional si
post-transcriptional (Esteller, 2011; Statello si colab., 2021). MicroARN-urile (miR) constituie
o subclasa de ARNnc de mici dimensiuni (=21-23 nucleotide), care regleaza expresia genica
post-transcriptional prin interactiunea cu regiunea 3'UTR a ARN-urilor mesagere tinta,
conducand la reprimarea translatiei si/sau degradarea transcriptului (Bartel, 2009; He si
Hannon, 2004). Prin complementaritate partiala, un singur miR poate modula simultan expresia

mai multor transcripti, contribuind la reglarea fina a programelor de expresie genica.



Hipoxia reprezinta o conditie de stres cu relevanta fiziopatologica majora, prezenta in inflamatia
acuta si cronica, ischemia tisulara si patologia cardiovasculard (Eltzschig si Carmeliet, 2011;
coordonat de factorii inductibili de hipoxie (HIF), care moduleaza expresia genelor implicate in
metabolismul energetic, angiogeneza si supravietuire celulard (Semenza, 2012; Bakleh si Al
Haj Zen, 2025). Stabilizarea HIF (Epstein si colab., 2001; Bruick si McKnight, 2001)
declangeaza un program transcriptional adaptativ caracterizat prin reprogramare metabolica si

ajustarea functiei mitocondriale.

Tn acest context, miR-210 a fost identificat drept un reglator central al raspunsului celular la
hipoxie, fiind direct controlat de HIF prin legarea la elemente de raspuns la hipoxie (HRE)
conservate evolutiv (Chan si colab., 2012; Semenza, 2012). Functional, miR-210 moduleaza
expresia genelor implicate in metabolismul mitocondrial, angiogeneza, repararea ADN si
reglarea ciclului celular, contribuind la integrarea adaptarii metabolice cu mecanismele de
supravietuire celulara in conditii de hipoxie (Chan si colab., 2009; Devlin si colab., 2011; He si
colab., 2012). Organizarea genomica a locusului miR-210, localizat intronic in cadrul genei
MIR210HG, sugereaza o posibild interdependentd functionald intre miR-210 si contextul sau

genomic.

Majoritatea studiilor disponibile au utilizat modele de supraexpresie sau inhibitie tranzitorie,
fara a evalua sistematic consecintele deletiei genomice complete a locusului miR-210. Aceasta
limitare este relevantd in contextul organizarii tridimensionale a genomului si al existentei
domeniilor de asociere topologica (TAD), unde perturbarea unui locus genomic poate genera
efecte transcriptomice extinse dincolo de secventa tintita (Dixon si colab., 2012; Nora si colab.,

2012; Engreitz si colab., 2016).

Pe baza acestor considerente, in aceastd teza ne-am propus sa investigdm legatura dintre
semnalizarea indusa de hipoxie si inflamatie, evaluand in mod specific rolul locusului genomic
al lui miR-210 in contexte inflamatorii relevante. Teza de doctorat porneste de la ipoteza
conform cdreia deletia genomicd a locusului miR-210 determind perturbari ale retelelor
transcriptomice implicate in adaptarea celulara la hipoxie, prin mecanisme care ar putea reflecta

atat absenta miR-210 matur, cat si perturbarea contextului genomic local asociat locusului



MIR210HG.. Tn acest context, scopul principal al tezei a fost, pe de o parte, investigarea
consecintelor functionale si transcriptomice ale deletiei lui miR-210 la nivel celular, iar pe de
alta parte, investigarea consecintelor manipuldrii locusului miR-210 asupra stabilitatii
genomice. Pentru atingerea acestui scop au fost stabilite urmatoarele obiective specifice: (i)
caracterizarea soarecilor transgenici (soareci cu deletie constitutivd a miR-210 si soareci cu
supraexpresie inductibilda de miR-210); (ii) obtinerea si validarea modelelor celulare cu deletie
a locusului miR-210; (iii) evaluarea comparativa a raspunsului transcriptomic in celulele WT si
miR-210 KO; (iv) identificarea genelor si cdilor biologice modificate in urma deletiei miR-210
sau a locusului MIR210HG; (v) analiza impactului deletiei asupra efectelor functionale ale
pierderii locusului miR-210.

Noutatea acestei teze consta in analiza sistematica a efectelor deletiei genomice complete a
locusului miR-210 in conditii de normixie si hipoxie, Tntr-un cadru experimental care permite
distingerea intre consecintele pierderii miR-ului matur si posibilele efecte asociate perturbarii
contextului genomic local (MIR210HG). Teza demonstreaza ca locusul miR-210 functioneaza
in interactiune cu elementele genetice adiacente si subliniaza importanta ludrii in considerare a
localizarii genomice si a caracteristicilor structurale ale fiecarui locus de ARN necodant in

experimentele de pierdere a functiei realizate prin tehnologii de editare genomica.

1n plus, evaluarea acestor efecte in celule primare relevante fiziologic (fibroblaste, macrofage,
HEK), consolideaza relevanta biologica a observatiilor si oferd un cadru interpretativ robust
pentru modificarile transcriptomice identificate. Prin integrarea modelelor murine transgenice,
a celulelor primare si a liniilor celulare modificate genetic, teza propune o perspectiva unitara

asupra rolului miR-210 la interfata dintre hipoxie si inflamatie.

I11. Structura tezei

Teza de doctorat este structurata in doud parti majore:

Partea | — Stadiul actual al cunoasterii cuprinde o analiza a literaturii de specialitate privind
rolul hipoxiei in reglarea raspunsului celular, interactiunea functionald dintre hipoxie si
inflamatie, precum si mecanismele de reglare post-transcriptionala mediate de ARN-uri

necodante, cu accent pe microARN-uri si, in mod particular, pe miR-210. Aceasta parte este



structurata in trei capitole principale, care ofera cadrul teoretic necesar pentru dezvoltarea
directiilor experimentale ale tezei. In capitolul 1, sunt prezentate mecanismele moleculare prin
care hipoxia moduleaza raspunsul inflamator, cu accent pe rolul factorilor inductibili de hipoxie
si pe interactiunea acestora cu cdile de semnalizare inflamatorii. Sunt analizate mai multe tipuri
celulare implicate in inflamatie, inclusiv macrofagele, fibroblastele si celulele stromale
mezenchimale, precum si modul 1n care acestea raspund la stresul hipoxic (Davidson si colab.,
2021; Bernardo si Fibbe, 2013). Capitolul evidentiaza faptul ca hipoxia si inflamatia reprezinta
procese biologice interdependente, care se influenteaza reciproc prin mecanisme moleculare si
celulare comune. Capitolul 2, prezintd mecanismele generale de reglare post-transcriptionala
mediate de ARNnc, cu accent pe clasificarea acestora si pe rolul microARN-urilor in controlul
expresiei genice. Sunt descrise procesele de biogeneza ale microARN-urilor (Bartel, 2004),
mecanismele de actiune si impactul acestora asupra retelelor transcriptomice, subliniindu-se
rolul lor in reglarea find a proceselor biologice, inclusiv in contexte de stres celular precum
hipoxia si inflamatia. Capitolul 3, este dedicat analizei miR-210, considerat un reglator central
al raspunsului la hipoxie. Sunt prezentate mecanismele de reglare a expresiei miR-210 de catre
HIF, organizarea genomica a locusului MIR210HG si functiile acestuia in controlul proceselor
celulare, inclusiv metabolismul mitocondrial, angiogeneza, stabilitate genomica si reglarea
raspunsului imun. Capitolul evidentiazd rolul miR-210 ca element integrator al semnalizarii
hipoxice si inflamatorii. Prin integrarea acestor capitole, este conturat un cadru conceptual in
care miR-210 este pozitionat la interfata dintre hipoxie si inflamatie, constituind un potential

reglator cheie al adaptarii celulare la stres.

Partea a Il-a — Contributii originale este dedicatd studiilor experimentale realizate pentru
investigarea rolului miR-210 si al locusului sdu genomic in reglarea raspunsului celular la
hipoxie si inflamatie, utilizand modele murine transgenice si multiple tipuri celulare relevante
fiziologic. Capitolul 1 este dedicat caracterizarii modelelor murine transgenice utilizate in
studii. Soarecii au fost obtinuti de la colaboratorii nostri, modelul miR-210 OE de la Prof. Dr.
Fabio Martelli (Policlinico San Donato, Italia), iar modelul miR-210 KO de la Prof. Dr. Mircea
Ivan (Indiana University, SUA). Sunt prezentate strategiile de generare a modelelor animale
(deletia constitutiva, respectiv supraexpresia inductibild a miR-210) si metodele caracterizare si

validarea moleculara a celor doua linii. Acest capitol stabileste cadrul experimental necesar



pentru investigarea consecintelor pierderii sau supraexpresiei miR-210 in vivo si ex vivo.
Capitolul 2 analizeaza rolul miR-210 in fibroblaste, cu accent pe modificarile transcriptomice
si functionale asociate deletiei acestuia. Sunt investigate raspunsurile celulare in conditii de
normoxie si hipoxie, evidentiindu-se impactul asupra proceselor de proliferare si adaptare
metabolica. Capitolul 3 analizeaza comportamentul celulelor stromale mezenchimale in
conditii de inflamatie si hipoxie, cu accent pe supravietuire, proliferare si activarea programelor
imunomodulatoare. Sunt evaluate efectele stimulilor proinflamatori asupra viabilitatii celulare,
expresiei genelor implicate in functia imunomodulatoare si productiei de oxid nitric. De
asemenea, este investigat impactul asocierii dintre inflamatie si hipoxie asupra supravietuirii
MSC, evidentiindu-se faptul ca acest microambient afecteaza negativ homeostazia si functia
acestor celule. Capitolul 4 investigheaza rolul miR-210 Tn macrofage, cu accent pe polarizarea
acestora si pe reglarea raspunsului inflamator. Sunt analizate macrofagele miR-210 KO,
evidentiindu-se alterarea polarizarii anti-inflamatorii si favorizarea unui fenotip pro-inflamator
in absenta miR-210. Capitolul 5 este dedicat studiului rolului locusului genomic miR-210 in
linii celulare umane (HEK293T) modificate prin editare genomica. Sunt analizate consecintele
deletiei asupra expresiei genice si asupra proceselor celulare, inclusiv proliferare, organizarea
fusului mitotic si stabilitatea genomica. Rezultatele sugereaza ca efectele observate nu sunt
limitate la absenta miR-210 matur, ci reflectd si perturbarea contextului genomic al locusului

MIR210HG.

Astfel, structura acestei parti reflectd o abordare progresiva, de la validarea modelelor
experimentale pand la analiza functionald si transcriptomica in diferite tipuri celulare. Integrarea
rezultatelor obtinute evidentiaza faptul cd miR-210 actioneaza ca un reglator al adaptarii
celulare la hipoxie si al raspunsului inflamator, iar efectele deletiei sale nu pot fi atribuite
exclusiv pierderii miR-ului matur, ci includ si consecinte asociate perturbdrii contextului

genomic al locusului MIR210HG.



V. Principalele rezultate

Capitolul 1. Caracterizarea modelelor murine transgenice pentru studiul miR-210

Un prim rezultat important al tezei a fost reprezentat de validarea si caracterizarea celor doua
modele murine transgenice utilizate pentru studiul functiei miR-210: modelul cu deletie
constitutivd a miR-210 (miR-210 KO) si modelul cu supraexpresie inductibila a miR-210 (miR-
210 OE). Tn cazul modelului miR-210 KO, genotiparea a permis diferentierea clara a animalelor
WT, heterozigote si homozigote, pe baza produsilor de PCR obtinuti; iar absenta expresiei miR-
210 a fost confirmata prin RT-qPCR atat in ventriculul stang, cat si in macrofagele derivate din

maduva osoasa.

In paralel, modelul miR-210 OE a permis inducerea controlati a expresiei miR-210 prin
sistemul Tet-On, cu integrarea transgenei in locusul ROSA26. Administrarea de doxiciclina a
determinat cresterea semnificativd a expresiei miR-210 in inima si muschi scheletic, intr-o
maniera dependentd de doza, confirmand functionalitatea modelului in vivo. Totusi, studiile
efectuate pe celule izolate de la aceste animale au evidentiat caracterul tranzitoriu al
supraexpresiei si imposibilitatea reactivarii eficiente a sistemului Tet-On in cultura, sugerand
existenta unor constrangeri specifice mediului in vivo. Tn ansamblu, acest capitol a furnizat
modelele experimentale si metodologia necesare pentru evaluarea rolului miR-210 in diferite

tipuri celulare si contexte biologice.
Capitolul 2. Modificiri transcriptomice si functionale in fibroblaste cu deletie de miR-210

In acest capitol a fost studiat impactul deletiei miR-210 asupra metabolismului si functiei
fibroblastelor, utilizand fibroblaste dermice murine izolate de la soarecii transgenici. Validarea
deletiei a demonstrat absenta completd a expresiei miR-210 n fibroblastele KO, atat in
normoxie, cat si in hipoxie, in timp ce fibroblastele WT au prezentat inductie pronuntatd a miR-
210 in conditii hipoxice. Analiza transcriptomicd comparativa a fibroblastelelor miR-210 KO a
evidentiat modificari semnificative in cdile biologice asociate fosforilarii oxidative, glicolizei,
metabolismului acizilor grasi, semnalizarii mTORCI] si raspunsului la hipoxie, sustindnd rolul

miR-210 in integrarea adaptarii metabolice la stresul hipoxic.



Un rezultat notabil a fost identificarea unor modificari de expresie la nivelul genelor situate n
proximitatea genomica a locusului miR-210, inclusiv Rassf7, Rnhl, Taldol si Cd151, ceea ce
sugereazd ca deletia acestui locus poate afecta nu doar functia microARN-ului matur, ci si
reglarea transcriptionald locald in cadrul domeniului genomic care il contine. Din punct de
vedere functional, fibroblastele miR-210 KO au prezentat o reducere semnificativa a capacitatii
respiratorii maxime si a rezervei respiratorii mitocondriale (Figura 1a), precum si o crestere a
ROS mitocondriale in hipoxie. In plus, analiza ciclului celular a evidentiat o redistribuire a
celulelor intre fazele ciclului celular, caracterizatd prin acumularea in faza S si reducerea
proportiei de celule aflate in faza G0/G1, sugerand o dereglare a tranzitiei G1/S si o perturbare
a progresiei ciclului celular, asociatd cu o diminuare a ratei de proliferare celulara (Figura 1b).
Aceste date demonstreaza ca miR-210 contribuie la mentinerea homeostaziei mitocondriale, a

echilibrului redox si a progresiei corecte a ciclului celular in fibroblaste, in special in conditii

de stres hipoxic.
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Figura 1. Profilul OCR in fibroblastele WT si miR-210 KO si analiza ciclului celular in
fibroblaste WT si miR-210 KO in normoxie (21% O:) si hipoxie (1% O.). (a) Reprezentarea
temporala a dinamicii OCR masurata prin testul Seahorse Mito Stress in conditii bazale §i dupa
adaugarea inhibitorilor. (b) Reprezentarea cantitativa a procentului celulelor aflate in fazele
G0/G1, S si G2/M. Datele sunt exprimate ca medie + SD. Analiza statistica: two-way ANOVA;
**p < 0.01. (Figura adaptata dupa Preda si colab., 2025)



Capitolul 3. Comportamentul celulelor stromale mezenchimale in inflamatie si hipoxie

Acest capitol a urmarit modul in care microambientul inflamator si hipoxic influenteaza
fenotipul si supravietuirea celulelor stromale mezenchimale (MSC), avand in vedere rolul lor
central in reglarea inflamatiei si regenerarea tisulard. Rezultatele au ardtat ca stimularea
inflamatorie activeaza programele imunomodulatoare ale MSC, evidentiate prin cresterea
expresiei genelor IDO1, NOS2 si COX2. In acelasi timp, TNF-a a inhibat proliferarea intr-0
maniera dependenta de doza, iar asocierea TNF-a si IFN-y a amplificat acest efect, inducand

modificari morfologice compatibile cu stresul celular si moartea celulara.

Un rezultat important a fost demonstrarea faptului ca activarea inflamatorie a MSC este Tnsotita
de o crestere semnificativa a productiei de oxid nitric, iar inhibarea NOS2 a ameliorat partial
viabilitatea celulari, sugerand implicarea excesului de NO in citotoxicitatea observati. in
conditii de hipoxie moderatd, MSC si-au mentinut initial viabilitatea, Insd asocierea hipoxiei cu
stimulii inflamatori a determinat o reducere accentuata a supravietuirii celulare. In ansamblu,
datele obtinute aratd cd interactiunea dintre inflamatie si hipoxie compromite functia si
viabilitatea MSC, prin activarea excesiva a cailor dependente de NOS2 si prin perturbarea
homeostaziei redox. Aceste rezultate subliniaza importanta optimizarii conditiilor de
preconditionare si culturd pentru utilizarea terapeuticd a MSC in contexte inflamatorii si

hipoxice.
Capitolul 4. Rolul miR-210 in modularea functiei macrofagelor in inflamatie

Tn acest capitol a fost analizat rolul miR-210 in reglarea functiei macrofagelor derivate din
maduva osoasd, cu accent pe polarizarea functionala, profilul metabolic si raspunsul inflamator.
Monocitele izolate din maduva osoasd au fost diferentiate in macrofage MO si polarizate ulterior
catre fenotipul M2. Analizele efectuate au aratat cd macrofagele provenite de la soarecii miR-
210 KO prezinta un profil inflamator accentuat In starea bazala si o tranzitie deficitard catre
fenotipul M2. Analiza transcriptomica a indicat modificari semnificative ale expresiei genice
atat in macrofagele MO, cat si in cele M2, iar analizele bioinformatice au evidentiat activarea
cailor implicate in rdspunsul la stres oxidativ, hipoxie si inflamatie, concomitent cu reducerea
expresiei genelor asociate raspunsului dependent de interferon si semnalizarii IL-6/STAT3

(Figura 2 a,b).
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a. Enrichr: up- vs down-DEGs (M0_KOvsWT) b. Enrichr: up- vs down-DEGs (M2_KOvsWT)
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Figura 2. Efectele deletiei miR-210 in macrofagele MO si M2. Reprezentari dot-plot obtinute
cu platforma Enrichr, care evidentiaza caile biologice semnificativ imbogadtite in randul
genelor diferential exprimate (DEG) intre macrofagele provenite de la soarecii miR-210 KO si
cele WT: (a) in macrofagele de tip M0 si (b) in macrofagele de tip M2 (adaptat dupa Neculachi
si colab., 2025).

Aceste rezultate au fost confirmate functional prin cresterea secretiei de IL-6, TNF-a si IL-1f
in macrofagele MO miR-210 KO si prin acumularea precursorului pro-1L-1f, indicand o activare
inflamatorie intrinseci in absenta acestui microARN. In conditii de polarizare M2, macrofagele
KO au prezentat o reprogramare incompletd, cu reducerea markerilor M2, activarea cailor
proapoptotice si susceptibilitate crescutd la apoptoza dupa stimularea cu TNF-a. De asemenea,
a fost evidentiata cresterea nivelurilor proteinelor p53, TGF-p si MMP-9, sugerand activarea
unor programe asociate stresului celular si remodeldrii tisulare. Analiza metabolica a aratat ca
macrofagele MO KO au o activitate glicoliticd bazala redusa, iar testele functionale au
demonstrat o activitate fagocitara si eferocitard crescutd (Figura 3 a,b). In ansamblu, rezultatele
demonstreaza ca miR-210 actioneaza ca un regulator integrator al metabolismului si inflamatiei
in macrofage, contribuind la mentinerea echilibrului dintre activarea inflamatorie, supravietuire

si polarizarea alternativa.
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Figura 3. Caracterizarea functionala a macrofagelor miR-210 KO. (a) Capacitatea fagocitara
a macrofagelor M0 si M2 (citometrie in flux), cuantificata ca FITC-MFI (n = 6/conditie). (b)
Capacitatea de eferocitoza a macrofagelor WT si miR-210 KO, cuantificata ca procent de celule
CD11b*CMTPX* in conditiile M0 si M2 (n=3/conditie). Datele sunt exprimate ca medie = SEM.
Analiza statistica: two-way ANOVA, **p < 0,01, ***p < 0,001 (adaptat dupa Neculachi si
colab., 2025).

Capitolul 5. Impactul deletiei miR-210 asupra transcriptomului in celulele HEK293T

Pentru evaluarea rolului locusului miR-210 intr-un context genomic uman, a fost dezvoltat un
model experimental bazat pe celulele HEK293T, in care au fost generate douad tipuri de clone
knockout: clone cu deletia secventei pre-miR-210 si clone cu deletia extinsd a locusului
MIR210HG. Validarea moleculara a confirmat absenta expresiei miR-210 si a transcriptului
gazda MIR210HG in hipoxie. Analiza transcriptomicd prin RNA-seq a evidentiat modificari
consistente ale expresiei genice in celulele knockout, afectdnd in special cai implicate in
adaptarea la hipoxie, reglarea ciclului celular, semnalizarea mTORCI, raspunsul la stres celular,
activarea NF-«xB si raspunsul la stres proteotoxic. Aceste rezultate aratd ca deletia locusului
miR-210 perturba programele de adaptare celulard la hipoxie si afecteazd mecanismele de

control al proliferarii.
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Un rezultat notabil al acestui capitol a fost demonstrarea existentei unui efect local, de tip cis,
asupra expresiei genelor situate in vecinatatea locusului MIR210HG. Gene localizate intr-un
interval de aproximativ 400-500 kb in jurul locusului au prezentat modificari de expresie, iar
analiza interactiunilor cromatiniene, utilizand date Hi-C publice, a sugerat integrarea regiunii
intr-un domeniu topologic asociat (TAD). Aceste date sustin ipoteza ca deletia locusului miR-
210 poate altera arhitectura locala a cromatinei si interactiunile cis-reglatoare din regiune.
Testele functionale au aratat ca deletia locusului miR-210 reduce capacitatea proliferativa si
afecteaza respiratia mitocondriala, iar analiza ciclului celular a indicat o Intarziere a tranzitiei

G1/S in hipoxie.
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Figura 4. Consecintele functionale ale deletiei locusului miR-210 in celulele HEK293T. (a)
Modificarile OCR in clonele HEK, masurate in conditii bazale si de stres. (b) Teste de
proliferare competitiva intre clonele WT marcate cu GFP si miR210-KO sau MIR210HG-KO
marcate cu dTomato, analizate dupa 3 zile de co-cultura. (c) Analiza distributiei ciclului celular
in celulele HEK cultivate in conditii de normoxie si hipoxie. Analiza statistica a fost realizatd
utilizand testul two-way ANOVA, iar semnificatia statistica este reprezentata astfel: *p < 0.05,
*Ep < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, (Figura adaptata dupa Preda, M.B.,2025).
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In ansamblu, aceste rezultate demonstreaza ci fenotipul asociat deletiei locusului miR-210 nu
poate fi explicat exclusiv prin pierderea miR-210 matur, ci reflectd si perturbarea unei unitati

genomice integrate, care include transcriptul gazda MIR210HG si elemente locale de reglare.

V. Concluzii generale

Rezultatele acestei teze arata faptul ca miR-210 functioneaza ca un reglator integrator la
interfata dintre hipoxie si inflamatie. Atat in fibroblaste, cat si in celulele umane HEK293T,
deletia miR-210/ a locusului sau determind o dereglare comuna a adaptarii celulare la hipoxie:
perturbarea programelor metabolice si a functiei mitocondriale (reducerea capacitatii
respiratorii), alterarea progresiei ciclului celular la nivelul tranzitiei G1/S si afectarea
programelor transcriptionale de raspuns la hipoxie. In plus, in ambele modele deletia produce
un efect local, de tip cis: sunt modificate gene invecinate locusului (Rassf7, Rnhl, Taldol,
Cd151), integrate intr-un domeniu topologic asociat (TAD) — ceea ce arata ca locusul miR-
210/MIR210HG se comportd ca o unitate genomica integrata, fenotipul deletiei neputand fi
explicat exclusiv prin pierderea microARN-ului matur. Tn macrofage, miR-210 mentine
echilibrul dintre activarea inflamatorie si polarizarea reparatorie: absenta sa determind un
fenotip proinflamator bazal (IL-6, TNF-a, IL-1B) si o reprogramare M2 incompleta, insotitd
de activarea programelor de stres celular (p53, TGF-B, MMP-9), pozitionaind miR-210 ca
reglator integrator al metabolismului si al rispunsului inflamator. In ansamblu, consecintele
functionale ale pierderii miR-210 reflectd atat absenta miR-ului matur, cat si perturbarea

arhitecturii cromatiniene locale.

V1. Contributiile originale ale tezei

1. Caracterizarea si validarea moleculara a douda modele murine transgenice
complementare pentru studiul functional al miR-210 — deletie constitutivda (KO) si
supraexpresie inductibila Tet-On/ROSA26 (OE), prin genotipare si RT-qPCR in tesuturi si in

celule primare derivate.

2. Demonstrarea inductiei dependente de doza a miR-210 in vivo in modelul OE si a

caracterului tranzitoriu al supraexpresiei in cultura.
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3. Identificarea, in fibroblastele cu deletie de miR-210, a unei semnaturi transcriptomice
de dereglare metabolicd (fosforilare oxidativa, glicoliza, metabolismul acizilor grasi,

semnalizare mTORCT si raspuns la hipoxie).

4, Demonstrarea reducerii capacitatii respiratorii maxime $i a rezervei respiratorii

mitocondriale, Tnsotita de cresterea ROS mitocondriale in hipoxie, in fibroblastele miR-210 KO.

5. Demonstrarea perturbarii ciclului celular in fibroblastele KO (acumulare in faza S,

reducerea fractiei GO/G1 si dereglarea tranzitiei G1/S), cu diminuarea ratei de proliferare.

6. Identificarea unui efect local al deletiei asupra genelor Invecinate locusului miR-210
(Rassf7, Rnhl, Taldol, Cd151), indicand perturbarea reglarii transcriptionale din domeniul

genomic care il contine.

7. Demonstrarea unui fenotip proinflamator bazal accentuat in macrofagele MO miR-210

KO (cresterea secretiei de IL-6, TNF-a si IL-1p si acumularea precursorului pro-1L-1p).

8. Demonstrarea reprogramarii deficitare catre fenotipul M2 a macrofagelor KO

(reducerea markerilor M2, susceptibilitate crescutd la apoptoza dupd TNF-a si cresterea p53,

TGF-B si MMP-9).

9. Demonstrarea unei activitati glicolitice bazale reduse si a unei capacitati fagocitare si
eferocitare crescute la macrofagele miR-210 KO, pozitionand miR-210 ca reglator integrator al

metabolismului si inflamatiei.

10.  Dezvoltarea unui model celular uman (HEK293T) cu deletia fie a secventei pre-miR-

210, fie a intregului locus MIR210HG, prin editare genomica.

11. Demonstrarea, prin RNA-seq, a perturbarii programelor de adaptare la hipoxie, reglare
a ciclului celular, semnalizare mTORC1 si NF-«kB si raspuns la stres proteotoxic in clonele

HEK293T KO.

12. Identificarea unui efect cis asupra expresiei genelor situate la ~400-500 kb de locus si,

prin integrarea datelor Hi-C, plasarea regiunii intr-un domeniu topologic asociat (TAD),
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sustinand conceptul cd locusul miR-210/MIR210HG functioneaza ca o unitate genomica

integrata.
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