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Lista abrevieri prezente in rezumat

ADN- acid dezoxiribonucleic

ADN(ds- acid dezoxiribonucleic dublu spiralat
AgHBs- antigen s al virusului Hepatitei B
ALT- alanin-aminotransferaza

AST- aspartat-aminotransferaza

ARN (sau RNA)- acid ribonucleic

AUC- aria de sub curba ROC

CHC- carcinom hepatocelular

FAMD- factorul de analiza a datelor mixte
FIB-4- fibrosis-4 index

FOXO- forkhead box transcription factors
GGT-gamma glutamil-transferaza

HBx- proteina X a virusului Hepatitei B
IL- interleukind

MAPK- protein kinaza mitogen activata
OMS- Organizatia Mondiala a Sanatatii
PT-timp protrombina

PTEN- omologul fosfatazei si tensinei
RT-PCR- Real Time-PCR

TGF- Tumour Growth Factor

TP53- proteina tumorald 53

VHB-Virusul Hepatitei B

VHC- Virusul Hepatitei C

WNT- familia sitului de integrare MMTYV fara aripi
[- beta



Problema fundamentala

VHB are origini indepartate in timp, fapt dovedit de Suh et al. prin analize provenite
din urme de acid nuclei preistoric, de la strimosii pasarilor moderne [1]. In ciuda existentei
mijloacelor preventive, OMS atrage atentia asupra lipsei politicilor eficiente de eliminare a
virusului din circulatie, fiind necesare Tmbunatatiri ale mijloacelor de comunicare,
diagnosticare i tratament [2].

Pe de alta parte, in ciuda imbunatatirii sistemelor medicale, diagnosticarea VHB poate
cunoaste unele limitdri Tn anumite situatii cum ar fi infectia ,,oculta” [3]. Unele tari au,
conform OMS o problemd in a gestiona si trata infectia cronicd, din pricina costurilor,
precum si a lipsei mijloacelor terapeutice si de diagnostic eficiente [2]. Purtatorii inactivi ar
trebui, conform recomandarilor cercetatorilor, sa fie evaluati constant in vederea constatarii
aparitiel unor eventuale reactivari virale sau complicatii [4]. Aceste cheltuieli ale
monitorizdrilor repetate nu pot fi, conform OMS, sustinute de toate programele
guvernamentale. De asemenea, se considera ca o prioritate este tratamentul curativ [2]. Dupa
unii autori, o altd problema a monitorizarii este legata de evaluarea evolutiei fibrozei prin
biopsie hepatica, fiindca este o tehnicd invaziva, cu posibilitatea de a avea complicatii
importante [5]. Pentru a evita nepldceri in strategia de diagnosticare a stadiilor fibrozei,
cercetatorii au optat pentru investigarea testelor non-invazive, insa nu s-a ajuns la o metoda
ideala [6].

Pe alt plan, detectarea microRNA-urilor au cunoscut o dezvoltare intrucat este de
interes participarea lor in caile replicative [7] si patogenice [8] ale VHB. Mai mult, aceste
molecule ar putea fi biomarkeri versatili, cu rol diagnostic [9] sau prognostic [10] in mai
multe faze ale bolii virale [9, 10]. Terapii moderne ar putea fi, conform unora, concepute cu
ajutorul microRNA [11]. Pe de alta parte, nu au fost elucidate mecanismele participatorii
patogene ale moleculelor non-codante in tabloul infectiei cronice VHB si a complicatiilor
sale. Exista divergente intre cercetatori, unii fiind de parere ca expresia microRNA-urilor
scade intr-o patologie [12], iar altii gasind o stimulare a moleculelor non-codante in aceeasi
afectiune [13]. Problema aceasta, de lipsd de uniformizare a protocoalelor folosite in detectie
apare din disensiuni legate de normalizarea corectd in experimentele structurate pe expresia
microRNA. Unii autori subliniaza importanta mijloacelor de control intern din asemenea
cercetdri, fiindcd fara o referintd optima rezultatul expresiei devine nesigur [14]. Pentru

ameliorarea normalizatorilor, sunt folosite tehnici de evaluare a stabilitatii, asa cum au fost



descrise de unele lucrari [15]. De asemenea, folosirea unor tehnologii superioare de RT-PCR
imbunatateste rezultatele analizarii microRNA [16].

In ciuda impedimentelor, studiile legate de moleculele non-codante au inflorit in ceea
ce priveste patologia VHB. Unii cercetatori se bazeaza pe rolul predictiv al miR-122 in
evaluarea raspunsului la tratamentul antiviral la pacienti cu multiple infectii virale
concomitente [17]. Altii aduc in discutie legaturile dintre acest microRNA si viremie [18].
Pe de altd parte, important in replicarea virala din infectia VHB pare sa fie si miR-146a, prin
proteinele reglatorii asupra carora intervine [19]. Interesanta este si interventia microRNA-
urilor in procesele de oncogeneza din evolutia infectiei, prin interactiuni cu HBx si TGF-f
[20]. Totodata, unii autori au speranta gasirii unor terapii curative in infectiile cronice virale,
bazate pe tintirea unor molecule cu ajutorul microRNA-urilor [21].
gdsirea interactiunilor dintre moleculele noncodante si VHB ar putea aduce o eficientizare a
evaluarii si tratamentului bolnavilor.

In cazul Romaniei, infectiile VHB persistd in randul oamenilor, existand inca un
procent de nediagnosticati [22] si o vaccinare de 85% a copiilor [23]. Pana la data redactarii
prezentei teze nu au fost realizate studii de amploare pe pacienti romani pentru intelegerea
implicarii microRNA 1n mecanismele bolii si pentru studierea potentialului lor diagnostic
sau prognostic.

Lucrarea de fata are complexitate, cu o tematicd situatd la punctul de intdlnire dintre
discipline biomoleculare, imunologie si virusologie, in cercetarea microRNA-urilor ca
elemente de diagnostic si prognostic in infectia cronicd VHB. Noutatea tezei este
fundamentatd si pe o metodologie elaborata, claditd pe aprofundari teoretice si primele
cercetdri clinice, avand subiecti romani, legate de miR-122, miR-146a si replicarea VHB.
Astfel, s-au concretizat modele de depistare bazate pe microRNA, ale viremiilor mari si ale
valorilor crescute ale ALT. Mai mult, s-au realizat studii in premiera cu tematica asocierilor
dintre fibrozd, tratament antiviral si microRNA la subiecti romani infectati cronic VHB,
lansandu-se noi perspective de prognostic bazate pe miR-122 si miR-146a. Abordarea
moderna si practicd a lucrdrii s-a reflectat si la final, unde autoarea a ilustrat prima ampla
analiza bioinformatica focusata pe mecanisme moleculare dintre miR-122 si miR-146a, cu
impact asupra depistdrii unor cai de semnalizare din activitatea imunologica.

Cercetarea aduce si noi perspective de studiu, legate de asocierea microRNA-urilor cu
markeri biologici pentru stabilirea prognosticului, sau cu terapii viitoare axate pe asocieri

dintre molecule non-codante si elemente imune.



I. Partea Generala

1. Virusul Hepatitei B- o noua abordare

Conform ultimelor rapoarte internationale publicate, decesele cauzate de VHB
planeazi inci in tabloul evolutiei bolii in lume [2]. In Roménia au fost inregistrati oficial
aproape un milion de infectati VHB [24].

VHB, apartindnd Hepadnaviridae, are un genom caracteristic, cu un ADNds incomplet
circular [25]. Asupra procesului sau replicativ actioneaza numerosi factori printre care si
glicozilarea proteinelor de invelis [26-27].

Infectia cronicdi VHB trece prin mai multe etape de progresie, iar dintre fazele
problematice se poate mentiona ,infectia ocultd”, intrucét starneste dificultdti in depistare
[28]. Imunodeprimatii aflati intr-o astfel de etapa pot avea reactivari virale, deci trebuie
atentie Tn monitorizare [29]. O evaluare dificila apare si la bolnavii a céror patologie nu
progreseaza conform ghidurilor, in opinia unor autori [30].

Molecular, atentia cercetdtorilor este axatd pe epuizarea limfocitara, reflectatd asupra
mai multor categorii celulare [31-32]. Fenomenul a fost studiat recent, de unii autori, pentru
abordarea unor noi metode in definirea prognosticului CHC [33].

Pe de alta parte, oamenii de stiintd sustin ca citokinele sunt molecule principale in
comunicarea dintre celulele implicate in infectia VHB [34]. Conform datelor recente,
anumite proteine virale influenteaza productia de citokine, de pilda IL-6 si IL-10 [35]. Cerce-
tatori precum Gu et al. subliniaza legaturi intre secretia de interleukine si ciclul replicativ
VHB [36]. Altii promoveaza folosirea citokinelor in stabilirea prognosticului [37].

Din punct de vedere al mijloacelor utilizate in diagnosticul infectiei VHB, in literatura
sunt mentionate progrese prin descoperirea unor tehnici de cuantificare a AgHBs [38], a unor
tehnici superioare de RT-PCR [39], precum si a testelor de detectie ale ARN-ului viral [40].
Pe de alta parte, combinatii Intre valoarea Incdrcaturii virale si prezenta unor proteine
specifice VHB sunt incercate de unii cercetdtori pentru dezvoltarea unor paneluri de
prognostic [41]. OMS sustine folosirea unor teste rapide pentru diagnostic si prognostic, din
motive economice [2].

Date din literatura accentueaza limitarile observate ale tratamentului antiviral actual,
cercetatorii optand pentru sustinerea gasirii unei terapii curative [42]. Candidati cu acest scop
sunt, conform unora, terapii moderne bazate, de pilda, pe microRNA-uri [43] sau terapii

imunologice [44].



2. MicroRNA-o0 noua abordare legata de Virusul Hepatitei B

MicroRNA-urile sunt reprezentate de molecule care nu codifica proteine in mod direct,
rolul lor centrindu-se pe influentarea ARN-ului mesager [45]. Unii cercetdtori considera ca
microRNA-urile pot strabate organismul prin exozomi secretati de diverse celule [46].

Rolurile acestor molecule non-codante sunt multiple. MiR-511-5p a fost, de pilda,
studiat de Fei et al. in procese de promovare a metastazarii CHC [47]. MiR-195a-5p este
implicat, conform unora, in procese lezionale, prin generarea de semnale de autofagie [48].
Unii cercetdtori s-au concentrat pe studiul fibrogenezei din ciroza, mai ales pe interactiunea
miR-541 si TGF-f [49]. Anumite molecule non-codante prezintd si un potential terapeutic,
aici fiind vorba, conform unora, de efectul miR-143-3p asupra regenerarii hepatice [50] sau
de actiuni antitumorale a miR-223-3p [51]. Totodata, studiile au demonstrat cd VHB prezinta
microRNA-uri proprii, unul din acestea, VHB-miR-3, actionand asupra activitatii sistemului
imunitar al gazdei [52].

Legat de patologia asociata infectiei cronice VHB, se poate sublinia faptul cd
cercetarile centrate pe microRNA-uri sunt intr-o continud dezvoltare. O abordare moderna a
acestei teme a investigat potentialul miR-143 si miR-145 in elaborarea unei testdri non-
invazive pentru CHC [53]. Pe de alta parte, miR-30e a fost asociat cu HBx in procesele de
generare a fibrozei, conform unor studii [54]. Anumite microRNA-uri, cum ar fi miR-17-92,
sunt, asa cum este demonstrat n cercetari, conectate cu replicarea VHB [55]. Pe de alta parte,
unii autori ilustreaza o implicare microRNA-urilor in procese de formare a CHC, prin
interactiunea cu citokine precum TGF- [56].

Elementele amintite mai sus reprezintd anumite repere teoretice demonstrate de oa-
menii de stiintd in periplul printre conexiunile create microRNA-uri si VHB. La momentul
elaborarii acestei lucrari de doctorat existau pareri multiple cu privire la conceptul abordarii
moleculelor non-codante pentru intelegerea patogeniei infectiei cronice VHB, insa nu se
puteau defini exact caile moleculare de actiune. Datoritd unui volum mare de informatii obti-
nut de-a lungul anilor, cercetatorii au creat softuri de analizd bioinformaticd menite sa
proceseze datele pentru generarea unor harti de interactiune moleculara 1n infectia VHB.
Unul dintre acestea, actualizat continuu si recent, a semnalat prezenta unor legaturi intre

miR-122, miR-146a, precum si alte microRNA-uri, 1n infectia cronica [57-58]



I1. Contributia personala

3. Ipoteza si obiectivele

Tema principald a lucrdrii a fost legatd de investigarea potentialului diagnostic si
prognostic al miR-122 si miR-146a 1n infectia cronica VHB. Efortul stiintific s-a concentrat
pe indeplinirea obiectivelor generale focusate pe asocierile dintre microRNA si viremie, apoi
dintre moleculele non-codante si ALT; gasirea unor elemente predictive bazate pe expresia
microRNA 1n fibroza si tratament; cautarea mecanismelor generatoare a relatiilor dintre
microRNA-urile de interes, printr-o analiza bioinformatica de amploare.

Obiectivele specifice au avut drept motive centrale elaborarea de modele diagnostice
bazate pe expresia miR-122 la cei cu viremii mari si valori ridicate ale ALT, aprecierea
potentialului prognostic al aceluiasi microRNA, precum si depistarea relationdrilor Intre
moleculele non-codante urmarite si limfocite in infectia cronica VHB.

Intrebarile principale in jurul cirora s-a derulat cercetarea au fost:

1. Se pot gasi corelatii Intre viremie, miR-122, respectiv miR-146a la pacientii romani
cu infectie cronica VHB?

2. Poate exista o asociere intre ALT, miR-122, respectiv miR-146a la pacientii romani
cu infectie cronicd VHB?

3. Tratamentul ar putea influenta expresia unor variabile serologice in stransa legatura
cu microRNA?

4. MicroRNA-urile aduc schimbari 1n valorile serice ale unor biomarkeri clasici?

5. Fibroza poate fi diagnosticata printr-un test non-invaziv bazat pe microRNA?

6. Existd legaturi moleculare intre citokine, miR-122 si miR-146a in infectia cronica
VHB la roméani?

Pentru a raspunde, s-au emis o serie de ipoteze secundare de lucru prin care s-a
presupus ca ar fi adevaratd existenta unei legaturi intre miR-122, miR-146 si viremie sau
ALT, concretizata, posibil, prin interactiuni bazate pe modificari ale unor proteine. De
asemenea, s-a considerat cd tratamentul, respectiv fibroza ar influenta caracteristicile
serologice ale pacientilor VHB pozitiv, implicit si expresia moleculelor non-codante. Mai
mult, s-a trasat ipoteza unui potential predictiv al microRNA-urilor, Tn ceea ce priveste

evolutia parametrilor biochimici si hematologici din ser.



4. Metodologia de cercetare

4.1. Stabilirea studiilor derulate in cadrul lucririi de doctorat

Derularea studiilor pentru efectuarea tezei s-a realizat etapizat, apoi descoperirile s-au
reunit in tabloul complex al prezentei lucrari. Un element care da greutate cercetarii a fost
volumul mare de informatii cuprinse, obtinut prin meta-analize publicate si review-uri
sistematice. Astfel, una din publicatii, fundamentatd pe controlul riguros a peste 58000 de
articole, a gasit o relationare intre IL-8, IL-9, IL-10 si viremie in infectia cronica VHB [59].
Lucrarea a stat la baza concluziilor analizei bioinformatice.

Pe de alta parte, viremia a fost corelatd de variatii ale expresiel microRNA-urilor Intr-
o altd meta-analiza, rezultatul final fiind centrat pe valorile miR-122 [60]. De aici a pornit
ideea capitolelor legate de ciclul replicativ viral si acest microRNA. Mai mult, autoarea a
conceput primul studiu pilot, in vivo, din Romania, legat de conexiuni microRNA-viremie
[61], continuat printr-o cercetare de validare in cadrul tezei. Un alt articol a ilustrat legaturi
post-terapie Intre miR-122 si limfocite [62], fiind continuat, in lucrarea de doctorat, cu un
studiu prognostic bazat pe acelasi microRNA si loturi de pacienti tratati si netratati.
Cunostintele legate de relationdrile fibroza- teste biochimice s-au imbunatétit prin al treilea
articol in care a fost realizatd o meta-analiza bazata pe variatiile GGT si ALT, dar si un studiu
pilot al unui nou test non-invaziv de identificare a fibrozei importante [63]. Rezultatele de
aici au dus la elaborarea unei cercetari de verificare a descoperirilor studiului pilot pe un lot

mai mare, dar si la dezvoltarea unor concepte prognostice.

4.2. Detalii legate de subiectii inclusi in cercetare

103 pacienti infectati cronic VHB, precum si 21 de indivizi sanatosi au fost inclusi in
cercetare, cu respectarea Consimtdmantului Informat, dar si al avizului Consiliului de Etica
al Institutului Clinic Fundeni, Bucuresti (decizia de aprobare 46274 din 6.07.2021). Toti
subiectii nu trebuiau sd aiba infectii (altele decat cea datda de VHB). Toti participantii

trebuiau sa fie majori. Nu au fost incluse gravide sau persoane care alaptau.

4.3. Recoltarea produselor biologice si procesarea lor
S-au folosit probe de sange venos, procesate si stocate separat (la -80°C). Testele
biochimice si hematologice au fost realizate pe analizoare Versacell V2- Dimension RXL si

SYSMEX-XN-1000-5. ADVIA CENTAUR XPT a determinat antigene virale si anticorpi



anti VHB, iar BOSPHORE HBV QUANTIFICATION KIT a stabilit nivelurile incarcaturii
virale. Producdtorii aparaturii au fost Siemens Healthineers, Erlangen, Germania, respectiv

Anatolia geneworks, Istanbul, Turcia (pentru viremii). In tabelul IV.1 au fost prezentate

principiile de lucru ale aparaturii folosite.

Tabel IV.1. Principalele tipuri de analize de laborator efectuate

Tipul analizei

Aparatura utilizata

Principiul de detectie

Transaminaze VersaCell V2-Dimension | Metoda spectrofotometrica
RXL [64-65]
GGT VersaCell V2-Dimension | Metoda spectrofotometrica

RXL

[66]

Bilirubina totala

VersaCell V2-Dimension
RXL

Metoda spectrofotometrica

[67]

Parametri hematologici

Sysmex-XN-1000-01

Flow-citometrie cu

fluorescenta [68]

PT

Sysmex-CS-2500

Metoda coagulometrica,

cromogena [69]

Detectie antigene si Advia Centaur XPT Metoda chemiluminescenta,
anticorpi virali de tip sandwich [70-73]
Cuantificare viremie BOSPHORE HBV TagMan multiplex RT-PCR

QUANTIFICATION KIT [74]

* GGT-gamma-glutamil-transferaza, PT-timp protrombind, RT-PCR- real-time PCR.

Detectia microRNA au fost bazata pe kit-uri Thermo Fisher, pornindu-se de la extractia

ARN-ului total din 100puL de ser, urmat de o serie de pasi finalizati cu legarea ARN-ului
total de bile magnetice. Ciclurile de revers-transcriere si cuantificarea miRNA a presupus
utilizarea unui aparat Applied Biosystems 7300 (Thermo Fisher Scientific, San Francisco,
California, Statele Unite ale Americii), cu RT-PCR. MiR-21 a fost controlul intern utilizat,
selectia fiind bazati pe stabilitatea sa cea mai mare, conform RefFinder [75]. Metoda 2"24¢T
a fost aleasda pentru calcularea expresiei microRNA functie de amplificarea controlului
intern. Alegerea microRNA-urilor de interes s-a facut in baza datelor din literaturd (cum ar

fi [17-19]). Site-ul producdtorului a furnizat mare parte din informatiile necesare pentru

alegerea controlului intern [76].
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4.4. Aparatul statistic folosit

Toate demersurile stiintifice s-au derulat dupa estimarea numarului necesar de pacienti
cu softul Open Epi [77]. Apoi programul de calcul statistic a fost reprezentat de soft-ul R
4.2.2 [78]. Dupa asigurarea normalitatii datelor, s-au facut corelatii Pearson, comparatii
Mann-Whitney si Kruskal-Wallis. Caracteristicile pacientilor au fost evaluate 1n detaliu prin
FAMD, iar legaturile dintre variabile au fost observate prin pachetele mediation si
JSmediation. Metoda Youden a fost baza calculelor valorilor prag. Testele diagnostice au
necesitat curbe ROC. Lucrarea a inclus si tehnici de statisticd avansata de tipul analizelor de
regresie si a modelelor de subdistributie ale riscului derivate din analiza Cox [79]. Stabilirea

semnificatiei testelor statistice a presupus un p< 0,05.
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5. Obiectiv 1. Asocieri intre microRNA si viremie

5.1. Introducere

Scopul capitolului a fost validarea studiilor preliminare legate de asocierea microRNA-
replicare VHB la pacienti romani cu infectie cronicad (s-a descoperit o noud formuld de
diagnostic a viremiilor mari). S-a luat in considerare realizarea unei analize de mediere
pentru explorarea potentialelor legaturi miR-122- viremie, fiind prima de acest tip realizata

1n Romania.

S.2.Materiale si metoda
Aceasta parte a studiului doctoral a respectat metodologia generald descrisa anterior,
fiind inclusi 57 de subiecti infectati cronic VHB, alesi in ordinea internarii, in perioada 2021-

2023 si 11 persoane sdnatoase.

5.3.Rezultate

Valoarea viremiei a fost reperul de clasificare al pacientilor in doua categorii (subiecti
cu Incarcatura virala peste 2000 UI/mL si indivizi sub aceastd valoare). Nivelul viremiei a
fost ghidat de repere din literatura [80]. 57 de indivizi au fost comparati cu 11 subiecti
sandtosi, obtinandu-se o expresie stimulatd a ambelor microRNA-uri. Ambele sexe au avut
reprezentare. Dintre microRNA-uri, numai miR-122 a variat semnificativ intre grupurile cu
viremie diferita (p= 0,002).

Modelul diagnostic identificat in studiul pilot preliminar (a se vedea capitolul 4 al
rezumatului si cel al tezei de doctorat pentru detalii) s-a dovedit a fi legat statistic de o
valoare mare a viremiei. AUC al acestui test a fost 0,778, plasandu-1 in categoria testelor
utilizabile pentru depistarea Incarcaturii virale. MiR-122 s-a corelat semnificativ cu viremia,
iar in urma analizei de mediere s-a observat o legatura intre molecula non-codantd, varsta si

valoarea ADN-VHB.

5.4. Discutii

Principalul scop, legat de cautarea legdturilor dintre microRNA-uri si viremie a fost
indeplinit prin miR-122, care, desi a mai fost asociat cu incdrcatura virald [81], relatia sa cu
nivelul ADN-VHB nu a mai fost investigat la pacienti romani cu infectie cronicd VHB.

Fenomenul de mediere intre miR-122 si varstd a fost explicat prin legatura dintre pre-
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zenta moleculd non-codantd si imbatranire [82]. Conexiunea dintre miR-122-varsta-
incarcatura virald a fost descoperitd, pentru prima data, in acest studiu.

Principala limitare a cercetarii a fost legata de lipsa impdrtirii participantilor pe
grupuri, n functie de faza infectiei VHB, din pricina unui numar mai mic de subiecti. Totusi,
complexitatea calculelor statistice efectuate, precum si rigoarea mai multor tipuri de regresii
folosite au dus la rezultate valoroase, unice pana acum, cu potential de a propulsa noi metode
monitorizare rapide, la patul bolnavului. Astfel, asocierile gasite ar putea deschide drumul
unor noi studii viitoare legate de interactiunea factorilor de risc ai pacientilor infectati cronic

VHB.
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6. Obiectiv 2. Asocieri dintre miR-122 si ALT

6.1. Introducere

Prezentul capitol a cercetat legaturile dintre miR-122, miR-146a si ALT, fiind prima
lucrare destinata acestui scop din Romania. Noutatea se bazeaza pe faptul ca a fost gasita o
formuld test, cu acuratete mare, pentru depistarea valorilor ALT mari. Cercetarea este
importantad pentru intelegerea evolutiei catre complicatiile aparute in urma injuriei hepatice
si pentru demararea unor noi studii legate de aspectele moleculare implicate in evolutia

variatiilor transaminazelor.

6.2. Materiale si metoda

68 de pacienti au fost Tmpartiti in douad categorii, dupa valoarea ALT-ului, fiind realiza-
te, apoi, comparatii dintre acestia si 11 subiecti sanatosi. Alegerea nivelului prag al transami-
nazei a fost realizatd conform ghidurilor 1n vigoare [80]. Restul metodologiei, precum si

calculul statistic, au fost realizate conform descrierii de la capitolul 2 al rezumatului.

6.3. Rezultate

S-a constatat ca nivelul expresiei miR-122 a fost mai ridicat in cazul subiectilor cu
transaminaze mari, comparativ cu ceilalti (p= 0,0004).

In urma unor teste de regresie uni si multivariata, s-a observat ca variabilele sex, AST,
GGT, PT si valoarea expresiei miR-122 pot fi potentiali candidati pentru teste de diagnostic
in vederea identificarii viremiilor mari. S-au conturat, astfel, patru modele de diagnostic
dintre care cel bazat pe asocierea dintre miR-122, AST si GGT a avut profilul cel mai bun,

cu o sensibilitate de 100% si o specificitate de 82,2%.

6.4. Discutii

Existenta asocierilor dintre microRNA-uri si transaminaze au mai fost mentionate in
literatura [83]. Urmarirea valorilor ALT este importantd, in special pentru incadrarea intr-un
anumit stadiu al bolii [80] sau pentru prognosticul pacientilor [84]. Testul model descoperit,
bazat pe expresia miR-122, este util in depistarea valorilor ALT mari, fiind primul astfel
conceput in Romania. Principala limitare a studiului s-a datorat lipsei de evaluari a
subiectilor pe categorii evolutive ale infectiei cronice VHB, din pricina numarului mic de

participanti. Totusi, folosirea riguroasa a aparatului statistic nalt dezvoltat a furnizat
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indeplinirea obiectivului propus, printr-un test diagnostic valabil, cu o acuratete mare. Ar fi
posibild utilizarea lui pentru elaborarea unor analize point-of-care viitoare, centrate pe

mecanisme moleculare, eficiente Tn monitorizare.
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7. Obiectiv 3. Implicatiile miRNA in prognostic

7.1. Introducere

Acest capitol a avut ca obiectiv evaluarea efectelor predictive ale microRNA-urilor de
interes (ca o continuare a studiului pilot legat de impactul terapiei antivirale- a se vedea
detalii 1n capitolul 4). Mai mult, s-au urmarit capacitatile prognostice ale miR-122 si miR-
146a in raport cu scaderea ALT-ului si a viremiei. Este primul studiu de acest fel din
Romania, care reuseste sa identifice legaturi Intre variatia in timp a expresiei miR-146a si
numadrul de limfocite in vivo. De asemenea, este prima cercetare in care se demonstreaza
potentialul predictiv al modelelor de diagnostic ilustrate in capitolele precedente.

Implicatiile descoperirii sunt importante in studii viitoare, menite sd identifice noi
teste prognostice bazate pe modelele identificate in cadrul acestei teze. Mai mult, sunt
schitate asocieri cu procese imunologice, acestea putand fi baza unor descoperiri ulterioare

axate pe miR-146a, la pacientii romani infectati cronic VHB.

7.2. Materiale si metoda

Metodologia studiului a urmarit tiparul descris in cadrul capitolului 4. Trebuie
accentuat 1nsa ca au fost folosite analize statistice avansate, de tipul FAMD, a regresiilor
liniare, precum si a modelelor de subdistributie derivate din metoda Cox (acestea din urma
fiind importante in predictie [79]). Semnificatia statistica a fost aleasad pentru p cu valori sub

0,05.

7.3. Rezultate

Au fost inclusi 41 de indivizi VHB pozitivi, cu infectie cronica, o parte tratati si o
parte netratati cu agenti antivirali (derivati de interferon sau analogi nucleozidici/nucleo-
tidici). Graficele FAMD au aratat ca principalele elemente care ar putea prezice formarea
grupurilor de subiecti, dupa caracteristici comune, au fost modelele de diagnostic identificate
anterior (in capitolele 5 si 6), expresia miR-122 si variatia in timp a ALT-ului. Totodata,
pentru construirea unor modele predictive In vederea aprecierii caracteristicilor pacientilor
tratati ar fi fost nevoie de variatiile numarului de limfocite si leucocite si valorile expresiilor
microRNA-urilor (miR-122 si miR-146), asociate sexului si varstei.

Proiectiile temporale construite pe de-o parte, pe baza modelelor de diagnostic gésite

in capitolele anterioare, pe de alta, In functie de expresia miR-122, au ilustrat o serie de as-
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pecte nou identificate in randul roméanilor infectati cronic VHB. Astfel, valorile mai mari ale
miR-122, spre deosebire de cele mai mici, au avut o probabilitate mai ridicatad de predictie a
scaderilor nivelului ALT si a incarcaturii virale atat la 6 luni, cat si la un an. Modelul de
diagnostic gasit 1n capitolul 6 (legat de valoarea mare a ALT-ului) a avut o capacitate
predictiva mai bund decat miR-122 singur in stabilirea scaderii viremiei.

Pe un lot mai mic de pacienti VHB pozitivi (9 subiecti) s-a gasit o corelatie
semnificativa statistic, negativa, intre variatia miR-146a 1n timp si nivelul bazal al

limfocitelor indivizilor (r=-0,7).

7.4. Discutii

Ghidurile internationale subliniazd necesitatea monitorizarii ALT in timp 1n cazul
pacientilor VHB pozitivi [80]. Studiul prezentat confirma impactul variatiilor temporale ale
nivelului ALT 1n caracterizarea parametrilor celor infectati cronic. Noutatea lucrarii apare
din faptul ca miR-122 si modelele de diagnostic derivate din acesta se evidentiaza in tabloul
potentialilor factori de prognostic ale pacientilor VHB pozitivi.

Important este si impactul variatiilor limfocitelor, alaturi de valorile expresiilor miR-
146a si miR-122, asupra prognosticului pacientilor tratati. Aceste elemente au fost subliniate
in premierd. Unii autori au ilustrat impactul terapiei antivirale asupra variatiilor expresiilor
microRNA-urilor, miR-122 [18] si miR-146 [85], precum si a numarului de limfocite [86].
Dar toate aceste elemente nu au mai fost studiate, dupa cunostinta autoarei, pana acum,
impreund, la pacienti infectati cronic VHB.

Unii cercetatori au schitat in studii pe animale, anumite legaturi imunologice intre lim-
focite si miR-146a [87]. Pentru prima oara la pacienti VHB pozitivi roméani, studiul eviden-
tiaza o corelatie Intre variatia miR-146a si numarul bazal de limfocite. Astfel, este conturata
o noud directie de cercetare, centrata pe explicatia asocierii dintre limfocite si microRNA-
uri in infectia cronicd VHB.

Proiectiile predictive au ilustrat potentialul prognostic al formulei de test bazata pe
expresia miR-122, AST si GGT, la pacienti infectati cronic VHB. Acesta este un alt element
de noutate al tezei.

Au fost identificate limitari legate de numarul pacientilor si perioada scurtad de timp in
care s-a realizat monitorizarea. Cu toate acestea, lucrarea are importanta, intrucat, prin
complexitatea modelelor statistice, reuseste sa contureze noi modele predictive bazate pe
expresia miR-122, precum si asocieri dintre numarul de limfocite si expresia microRNA-

urilor.
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8. Obiectiv 4. Asocieri intre microRNA si gradul fibrozei

8.1. Introducere

Acest capitol a avut menirea de a introduce un nou test potential de identificare a
fibrozei la pacienti VHB pozitivi. in plus, s-au cautat, in premiera in Romania, asocieri dintre
testarea gradului fibrozei si expresiile miR-122 si miR-146a.

Algoritmul diagnostic gasit, impreuna cu miR-122 au avut rolul de lansa o noua
perspectiva in monitorizarea prognostica legatd de fibroza. Pot fi elaborate astfel studii

viitoare explicative, care sa aprofundeze, la nivel molecular, descoperirile facute.

8.2. Materiale si metoda

Metodologia s-a bazat pe aspectele ilustrate in cadrul capitolului 4. Evaluarea testului
de diagnosticare al fibrozei importante s-a realizat pe 60 de pacienti VHB pozitiv, cu infectie
cronici, alesi dupa criteriile ilustrate anterior (a se vedea capitolul 4). In plus, a fost utilizat
scorul FIB4, pentru evidentierea gradului fibrozei, ceea ce a necesitat un soft de calcul gratuit
[88]. De asemenea, a fost utilizatd metoda FibroScan, bazatd pe tehnici de elastografie,
pentru determinarea fibrozarii hepatice. Pragul de la care s-a stabilit ca fibroza este
importantd a fost F2.

Pentru a mari complexitatea rezultatelor a fost folositd din nou metoda FAMD, iar
calculul corelatiilor a fost ajustat Holm (semnificatia statistica a fost trasata de o valoare p<

0,05).

8.3. Rezultate

Noul test de depistare al gradului fibrozei, bazat pe o combinatie intre valorile GGT si
ALT a fost semnificativ statistic mai mare la pacientii cu fibroza importantd (stabilita prin
metoda FibroScan), prin comparatie cu ceilalti. De asemenea, a existat o corelatie notabila
intre acest nou model de diagnostic si valorile FIB4 (r= 0,42).

Analizand graficele FAMD s-a constatat ca, in cazul celor 41 de pacienti prezentati in
capitolul 7, noul test diagnostic al fibrozei, Tmpreuna cu miR-122, variatia limfocitelor si

plachetelor, influenteaza caracteristicile de grup ale subiectilor.

8.4. Discutii

Studiul derulat a adus confirmari cu privire la corelarea noului test de identicare al fi-
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brozei cu valorile calculate prin metoda FibroScan si scorul FIB4.

Principala limitare a acestei cercetdri a fost bazatd pe numarul mic al pacientilor cu
fibroza importanta, care nu a permis derularea unor teste suplimentare de evaluare a
acuratetei diagnostice pentru modelul nou descoperit. Cu toate acestea, potentialul testului
de a putea fi utilizat pe viitor existd, intrucat rezultatele obtinute au avut o precizie statistica
superioara, datd de elemente corective matematice, de Tnaltd acuratete, folosite.

Unii autori au inclus miR-122 in scoruri de diagnostic pentru depistarea fibrozei de
grad inalt, la pacienti VHB pozitivi, cu infectie cronica [89]. Noutatea acestei lucrari este
legata de conexiuni intre miR-122 si noul test diagnostic analizat, in stabilirea prognosticului
subiectilor infectati cronic VHB. Prezenta teza stabileste astfel noi directii de cercetare axate
pe mecanismele generatoare de fibrozd in care este implicat miR-122 si variatia unor
parametri biochimici de interes precum ALT si GGT. De asemenea, o noud idee de studiu ar
putea fi concentratd pe combinarea testului diagnostic nou descoperit cu valorile expresiei

miR-122 in descoperirea unor metode point-of-care de depistare a fibrozei.
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9. Obiectiv 5. Analiza bioinformatica

9.1. Introducere

Pentru o analizd complexd a conexiunilor moleculare este nevoie de metode
bioinformatice, fiindca acestea pot conferi o perspectiva multidimensionala unui volum mare
de date, utilizand instrumente de interpretare din domenii precum fizica, matematica sau
biologie [90]. In cazul microRNA-urilor, softurile bioinformatice sunt intr-o continui
imbunatatire, cu performante marite prin algoritmi de triere [91].

Acest capitol a avut ca scop aprofundarea rezultatelor obtinute anterior printr-o
analiza bioinformatica ampla, folosindu-se datele stocate in patru softuri disponibile gratuit.
Noutatea demersului apare din faptul ca este prima astfel de interpretare complexa a
legéturilor dintre miR-122 si miR-146a. De asemenea, sunt generate noi perspective de
interpretare a conexiunilor microRNA din infectia VHB, pentru definirea unor idei viitoare

de studiu.

9.2. Materiale si metoda

Pentru realizarea studiului a fost nevoie de accesarea a patru baze de date miRWalk
[92-93], g: Profiler [94-95], UniProt [96-97] si STRING [98-99]. Etapele cercetarii au
presupus, mai intdi, identificarea genelor tintd ale miR-122 si miR-146a cu ajutorul
miRWalk [92-93], urmatd apoi de analize complexe ale expresiei lor prin algoritmii g:
Profiler [94-95]. Un alt pas a fost reprezentat de identificarea proteinelor codificate de genele
tintd ale microRNA-urilor de interes prin softul UniProt [96-97]. In final s-au realizat grafice
de interconectare complexe ale proteinelor gasite in etapa precedentd, pentru intelegerea
interactiunilor moleculare, cu ajutorul STRING [98-99].

Platformele au fost selectate dupa performante, toate avand imbunatatiri recente ale
bazelor de date [93, 95-96, 99]. Decizia de utilizare a acestor softuri web, cu baze de date
ample, a fost influentata si de faptul ca acestea prezentau resurse experimentale validate [92,
94, 97, 99], pe de-o parte, iar pe de alta, de modelele statistice superioare folosite de
analizoarele automate [92, 95-96, 98]. Astfel, rezultatele furnizate au avut o precizie inalt
controlatd informatic, dublatd de posibilitatea controlarii si mai riguroase prin corectii
statistice de tip Benjamini-Hochberg (p semnificativ sub 0,05) [94, 99]. Nivelul de incredere

asupra graficelor finale de inter-relatie a sporit prin utilizarea tuturor tehnicilor combinate.
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9.3. Rezultate

8634 tinte genice pentru miR-122 si miR-146a au fost gasite prin cdutarea miRWalk
[92-93]. Functionalitatea lor a fost apoi analizatd prin g:Profiler [94-95], prin algoritmi
complecsi de identificare a supra si sub-reprezentarilor. Au rezultat o serie de cai moleculare
in care genele gasite erau participante. Dintre acestea se pot mentiona cele asociate activarii
antigenice, functionalitdtii complexului receptorului T, precum si cele implicate in reglarea

activitatii peptidazelor ( a se vedea Figura 9.1.).
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Figura 9.1. Analiza de Tmbogatire g:Profiler a genelor asociate miR-146a si miR-122.
Rezultate obtinute prin analiza platformei g:Profiler [92-93] (GO- Gene Ontology; MF-
functii moleculare; BP- procese biologice; CC- componente celulare; REAC- prescurtare
de la denumirea bazei de date REACTOME; WP- WikiPathways; TF- TRANSFAC; HPA-
Human Protein Atlas; HP- Human Phenotype Ontology).

Apoi, 367 de proteine cu structurd validata au fost atribuite genelor gasite anterior prin
softul UniProt [96-97]. Acestea au fost introduse in analiza STRING [98-99]. Rezultatele
dovedite experimental, de inaltd incredere statistica, au fost conectate intr-o retea ampla, cu

51 de puncte ( a se vedea Figura 9.2.). S-a remarcat prezenta unor cai de ubiquitinare si de
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translatie si reglare a ARN-ului mesager si ribozomal [100-101].
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Figura 9.2. Analiza STRING a proteinelor asociate cu gene reglate de miR-146a si miR-
122. Rezultate obtinute de pe platforma STRING [98-99].

Dupa imbogatirea rezultatelor cu o serie de informatii culese din baze de date conectate
automat la platforma STRING [100-105], s-a ajuns la o impartire a cailor moleculare in
clustere, cel predominant contindnd cai moleculare de tipul: proliferarea celulelor T din
raspunsul imun, procesarea miRNA [100-101], calea de semnalizare p53, calea de
semnalizare FOXO, carcinogeneza virala, senescentd celulard, microRNA 1n cancer [102-

104], calea de semnalizare MAPK6/MAPKA4, translatia ARN-ului mesager viral, reglarea
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PTEN, semnalizarea independenta WNT, semnalizarea prin NOTCH, cai moleculare

asociate bolilor infectioase [105].

9.4. Discutii

Pentru analizarea rezultatelor obtinute trebuie evidentiate citeva repere teoretice. in
primul rand, in opinia unor autori, ubiquitinarea poate fi o metoda de instalare si mentinere
a infectiei cronice VHB 1n organism, fiind relationata cu replicarea virald [106]. Legat de
aceasta din urma este si TP53, dupa alti oameni de stiinta [107]. Pe de alta parte, dupa studii
publicate, o serie de elemente moleculare gasite prin analiza retelelor proteice sunt implicate
in procese carcinogene, precum PTEN [108], WNT [109] si TP53 [110]. Mai mult,
FOXOI1 [112]. Aceasta din urma este studiata de unii oameni de stiintd in relatie cu productia
de limfocite [112].

Ca atare, coroborand informatiile din studiile preliminare (a se vedea capitolul 4),
precum si din capitolele anterioare si avand in vedere faptul ca toate moleculele mai sus
mentionate sunt implicate in rezultatele obtinute pe platforme bioinformatice, In urma
analizei proteinelor relationate cu miR-122 si miR-146a se pot aduce noi idei in tabloul
interactiunilor din infectia cronica VHB. Astfel, studiul aduce noutate, prin emiterea unei
posibile interactiuni intre procese de ubiquitinare, TP53 si miR-122, respectiv miR-146a in
replicarea VHB. Mai mult, legat de influenta microRNA-urilor asupra ciclului celular,
cercetari anterioare demarate in derularea lucrarii de doctorat (a se vedea capitolul 4)
ilustreaza influenta IL-10 in procese replicative virale. In lumina celor prezentate in cadrul
miR-146a, limfocite si IL-10 n procese imunologice din infectia cronicd VHB, unele chiar
legate de replicarea VHB. Nu 1n ultimul rand, studiul promoveaza noutatea legaturilor dintre
miR-122, miR-146a, PTEN, WNT si TP53 in carcinogeneza asociata VHB. In urma
cercetarilor intreprinse 1n capitolele anterioare, se poate emite ipoteza ca aceste cdi ar putea
fi legate de procese fibrogene sau de cresterea transaminazelor, avand 1n vedere ca exista
pareri care asociaza fibroza de aparitia cancerului [41], precum si de cresterea ALT-ului
[113]. Desi au existat limitari legate de folosirea unor studii in vitro In bazele de date
accesate, fara suport in vivo, complexitatea aparatului statistic a ajutat la depdsirea lor.

Asadar, prezenta cercetare subliniazd, in premiera, posibilitatea unor cai moleculare
prin care ar fi explicate rezultate dovedite anterior. Toate acestea converg catre tendinta

realizarii unor studii viitoare pentru dezvoltarea terapiilor bazate pe microRNA, anti-VHB.

23



10. Concluzii si contributii personale

10.1. Concluzii

1. Lucrarea atinge un obiectiv important legat de validarea unor asocieri intre miR-122 si
viremie, la pacientii cu infectie cronici VHB (a se vedea capitolul 5). Ultimul capitol, al
analizei bioinformatice, Intareste rezultatele obtinute in vivo (a se vedea capitolul 9), astfel
atingandu-se incd un scop al cercetarii. Demonstratiile facute au aplicabilitate practica,
deoarece pot fundamenta dezvoltarea unor teste point-of-care, legate de expresia miR-122.
Beneficiul lor ar fi unul financiar, dar si unul raportat la rapiditatea raspunsului. Exista, de
asemenea, potentialul unor studii viitoare de investigare si a altor microRNA-uri asociate
incarcaturii virale, posibil conectate cu miR-122.

2. Studiul ilustrat in capitolul 5 arata, de asemenea, utilitatea unui model diagnostic al
viremiilor mari, bazat pe miR-122 si varsta, singurul de acest fel, pand acum. Aceasta este o
noutate a cercetdrii, fiind utile pentru dezvoltarea unor viitoare metode de diagnostic si
monitorizare, bazate pe elemente moleculare de tip microRNA.

3. Un alt obiectiv important indeplinit a fost gasirea unui model de depistare al nivelului
mare al ALT-ului, folosind expresia miR-122. Acesta este primul astfel de model, conceput
in urma unor observatii facute pe subiecti roméani. Utilitatea lui se remarca, intrucat un astfel
de test, care s-a dovedit a avea o acuratete mare, ar putea fi un punct de plecare al unor
strategii non-invazive de monitorizare a pacientilor VHB pozitivi, care sa confere un rezultat
mai rapid si mai exact asupra deruldrii unor mecanisme complexe de injurie hepatica.

4. Predictii bazate pe expresia microRNA-urilor au dus la atingerea unui alt obiectiv al
studiului (a se vedea capitolul 7). Acestea au aplicabilitate Tn monitorizarea mai complexa a
proceselor imunopatologice implicate 1n evolutia infectiei cronice VHB.

5. O noutate pentru pacientii romani cu infectie VHB a aparut prin potentialul predictiv al
miR-146a legat de cuantificarea limfocitelor serice (a se vedea capitolul 7). Analiza
bioinformatica de la capitolul 9 intdreste rezultatele. Importanta unor asemenea descoperiri
ar putea fi reflectatd in descoperirea unor terapii antivirale cu punct de plecare imunologic,
ceea ce ar aduce beneficii pe termen lung, prin contributia adusa pentru eradicarea infectiei.
Studii viitoare pot fi derulate pornind de rezultatele din aceasta teza.

6. Pacientii tratati au fost caracterizati de legaturi intre variatia numarului de limfocite in

timp, expresia miR-122 si expresia miR-146a (a se vedea capitolul 7). Aceasta este o noutate
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a lucrarii, cu utilitate in Tmbunatatirea terapiilor antivirale existente, printr-o intelegere
aprofundata a mecanismelor moleculare.

7. Noul test pentru depistarea fibrozei gasit se coreleaza cu expresia miR-122 (a se vedea
capitolul 8). Astfel, se pot dezvolta metode noi de monitorizare a evolutiei bolnavilor, prin
intelegerea mecanismelor moleculare pe care se bazeaza evolutie fibrozei.

8. Sunt trasate asocieri imunologice (a se vedea capitolul 9), prin care sunt explicate rezultate
obtinute anterior. Astfel, teza capdtd profunzime, prin faptul ca analize statistice inalt
dezvoltate pot duce la validarea unor ipoteze trasate la inceput. Se intrevede, asadar,
aplicabilitatea descoperirilor facute.

9. Toate obiectivele lucrarii au fost indeplinite, promovandu-se noi directii de cercetare cu

impact in practica.

10.2. Contributii personale

Intreaga lucrare sti sub semnul noului in cercetarea legata de infectia VHB la roméni.

Modelele de diagnostic concepute, in premierd, (a se vedea capitolul 5, subcapitolul
5.3. si capitolul 6, subcapitolul 6.3.) au fost verificate prin metode statistice dezvoltate si
complicate, ceea ce le ridicd nivelul de incredere.

Conceptul analizei de mediere dintre miR-122, varsta si Incarcatura virald (a se vedea
capitolul 5, subcapitolul 5.3.) este unul inovator, care deschide calea unor noi explicatii ale
mecanismelor implicate in infectia cronica. Astfel, se pot intrezari terapii antivirale noi,
precum si mijloace de monitorizare nuantate in functie de expresia microRNA-urilor.
Intarirea conceptelor trasate in urma rezultatelor obtinute in vivo, prin analiza bioinformatica
atent controlatd statistic (capitolul 9, subcapitolele 9.3., 9.4.) aduce inca un argument asupra
increderii acordata rezultatelor.

Potentialul prognostic al miR-122 si al miR-146a (a se vedea capitolul 7, subcapitolul
7.3.) aduce monitorizarea bolnavilor roméni intr-un alt plan, sugerand o posibila
modernizare a tehnicilor deja existente. Perspectiva microRNA-urilor n evaluare este de
interes, in ideea ca acestea ar putea introduce o noud viziune asupra mecanismelor patogene,
aducand 1n prim-plan posibilitatea controldrii in detaliu a evolutiei lor. Aceasta ar aduce
beneficii in timp, deoarece ar putea determina o dezvoltare a tehnicilor non-invazive si la

madrirea acuratetei lor. Astfel, noutatea asocierii miR-122 cu un nou test de monitorizare a
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fibrozei (capitolul 8, subcapitolul 8.3.) are utilitate in vederea intelegerii aparitiet CHC, pe
de-o parte, dar si Tn demararea unor studii legate de imbunatétirea testelor non-invazive, pe
de cealalta parte.

Legatura dintre microRNA-uri, limfocite, citokine si viremie, este un alt element de
noutate, fiind prima astfel de lucrare care subliniaza un asemenea rezultat prin coroborarea
rezultatelor obtinute anterior cu analiza bioinformatica (capitolul 9, subcapitolul 9.3.). In
prezenta teza s-a realizat prima abordare minutioasa a legdturilor miR-122 si miR-146a prin
o tehnica atent controlata statistic. Astfel, descoperirea facuta capata incredere, putand sta la
baza intelegerii unor elemente imunologice din evolutia bolii. Utilitatea unor asemenea
conexiuni stiintifice ar putea fi concretizata prin elaborarea unor terapii curative, noi, anti-
VHB.

Toate demersurile de inceput efectuate in cadrul lucrarii de doctorat (a se vedea
capitolul 4, subcapitolul 4.1.) au adus si ele contributii noi pe plan stiintific, fiind publicate
in reviste ISI.

Lucrarea per ansamblu, este, in concluzie, un cumul de elemente noi, complexe, care
au aplicabilitate in dezvoltarea strategiilor diagnostice, prognostice si terapeutice din infectia

cronica VHB.
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