MEMORIU STIINTIFIC PENTRU SUSTINEREA DOCTORATULUI

Titlul tezei: ROLUL NON-CODING RNA IN DIAGNOSTICUL TULBURARII
DEPRESIVE MAJORE

Doctorand: Catalin Flavius Prodan-Barbulescu

Coordonator stiintific: Prof. Univ. Dr. Edward-Paul Seclaman

Universitatea de Medicind si Farmacie “Victor Babes” din Timisoara

I. INTRODUCERE

Tulburarea depresivd majora (TDM) este o problemda de sandtate globala,
caracterizatd printr-o simptomatologie variabila, cu impact functional semnificativ.
Tendinta actuald in medicin este orientatd spre medicina moleculara personalizata, care
identifica particularitatile fiecarui individ afectat de o anumita patologie si directioneaza
eforturile colective cétre crearea de noi compusi pentru neutralizarea Sau corectarea
tulburarilor existente.

Din punct de vedere clinic, TDM este o tulburare psihiatrica care necesita cel putin
cinci simptome pe parcursul unei perioade de doud saptdmani, dintre care cel putin unul
este: dispozitia depresiva, pierderea pldcerii sau a interesului. Aceste simptome trebuie sa
provoace suferintd semnificativa din punct de vedere clinic sau sa afecteze functionarea
sociala, profesionala sau alte domenii importante de functionare si nu trebuie sa poata fi
atribuite altor afectiuni medicale consumului de medicamente sau abuzul de anumite
substante toxice. DSM 5-TR precizeaza, de asemenea, ca trebuie excluse criteriile pentru
un episod de manie sau hipomanie in vederea excluderii unei tulburari bipolare.

miRNA-urile, acizi ribonucleici mici, non-codanti, monocatenari, sunt utilizati in
prezent ca biomarkeri pentru diferite patologii organice si non-organice. Acesti biomarkeri
sunt deosebit de relevanti In TDM datoritd variatiilor lor plasmatice care survin la pacientii
depresivi. De exemplu, este bine cunoscuta variatia lui hsa-miR-132 si hsa-miR-124, la
pacientii TDM fiind asociate cu fenomenele de neuroinflamatie si plasticitate sinaptica.
Aceste entitdti reprezintd o finta datoritd stabilitatii lor, detectarii simple, accesibile si
necostisitoare, si expresiei specifice patologiei.

Exceptand sfera diagnosticului, miRNA-urile sunt deosebit de atractive in cercetare



si din prisma posiblitatii aplicarii unor terapii tintite anti-miRNA.

Il.  OBIECTIVELE CERCETARII

In cadrul acestui studiu am avut ca obiective: identificarea si evaluarea unor
mMiRNA-uri, ca biomarkeri plasmatici in randul pacientilor depresivi. Argumentele care
stau la baza acestor obiective sunt: identificarea unor biomarkeri utili in diagnosticul
paraclinic al depresiei, utilizarea acestor biomarkeri in vederea urmaririi post-terapeutice
a pacientiilor depresivi, ajustarea tratamentului in functie de variatiile plasmatice ale
acestora.

1. MOTIVATIA ALEGERII TEMEI

Tulburarea depresivd majorda (TDM) este una dintre cele mai frecvente si
invalidante afectiuni psihiatrice la nivel global, avind un impact profund asupra
functionarii sociale si profesionale a individului. Diagnosticarea sa se bazeaza in prezent
exclusiv pe criterii clinice, ceea ce poate conduce la subdiagnosticare sau diagnostic
intarziat. In acest context, devine imperativa identificarea unor biomarkeri moleculari
obiectivi care sa sustina diagnosticul precoce si personalizat. mMiRNA-urile (miRNA) si
ARN-urile necodante (ncRNA) reprezintd candidati ideali, datoritd expresiei specifice,
stabilitatii biologice si potentialului lor de a reflecta modificarile neurobiologice subtile
caracteristice TDM. Aceasta cercetare isi propune sa aduca o contributie semnificativa in

directia dezvoltarii unui model molecular de diagnostic pentru TDM.

IV. EVOLUTIA CERCETARII

Cercetarea a debutat in anul 2022 cu elaborarea protocolului de studiu si aprobarea
acestuia de catre Comisia de Etica a UMF ,,Victor Babes” Timisoara. Ulterior, au fost
selectati pacientii si grupul de control conform criteriilor DSM, fiind efectuate prelevarile
de probe biologice si izolarea ARN. Analiza expresiei miRNA a fost realizata in laborator
prin tehnici de qPCR, iar interpretarea a fost completatd cu metode bioinformatice
moderne. Activitatea stiintifici a fost derulatd etapizat si sustinutd prin comunicari si

publicatii internationale.



V. MATERIAL SI METODA

Studiul de fata a inclus 10 pacienti cu tulburare depresivd majora (MDD) si 8
subiecti sanatosi din grupul de control. Participantii au fost pacienti ai Clinicii ,,Eduard
Pamfil” din Timisoara, din cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta ,,Pius Brinzeu”
din Timisoara. Participantii au indeplinit criteriile de diagnostic pentru un episod depresiv
major, enumerate in Manualul de Diagnostic si Statistica al Tulburdrilor Mentale, anula a
cincea (DSM-V).

Probele de sange au fost colectate folosind EDTA, iar plasma a fost separata prin
centrifugare si stocata la -80 °C pana la utilizarea ulterioara. ARN-ul total care contine
mIiRNA a fost extras folosind kitul miRNeasy Serum / Plasma, inclusiv C. elegans miR-
39 mimic spike in si UniSp2, 4 si 5 ca un control intern pentru normalizare, in
conformitate cu recomandarile producatorului.

Expresia miRNA matur a fost determinata utilizand qPCR 1in timp real, folosind un
sistem ABI 7900HT si utilizdnd un panou de miRNA de profil miRNA miRCURY LNA
miRNA. Datele gPCR au fost analizate prin utilizarea QIAGEN GeneGlobe Data Analysis
Center.

Analiza statistica a fost efectuata prin analizarea valorilor medii ale probelor si
determinand semnificatia rezultatelor. Valorile au fost calculate pe baza unui test t-
pereche pentru semnificatie statistici. Fold change (2-*AT) este expresia normalizati a
unui miRNA (2- 22€T) in test, Tn timp ce valorile p au fost calculate pe baza unui test
Student pentru valorile A replicate la 2-3 CT pentru fiecare gena in grupurile de control

s tratament.

VI. REZULTATE

Tn materie de rezultate, panelul este format din aproximativ 30 de biomarkeri
obtinuti din studiul a doud grupuri de populatie pe grupuri TDM, aliniati cu literatura de
specialitate prin doud articole originale publicate in reviste internationale. Dintre acesti
biomarkeri, este esential sa fie citati cei care au exprimat cele mai semnificative variatii
plasmatice la pacientii depresivi, inclusiv hsa-miR-874-3p, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-
93-3p, hsa-miR-93-3p, hsa-let-7d-5p, hsa-mir-532-3p, hsa-mir-532-5p, hsa-mir-339-



5p si hsa-mir-18b-5p.

In primul studiu, am obtinut un set de miRNA-uri, reprezentat in principal de hsa-
miR 874-3p, hsa-let-7d-5p si hsa-miR-93-3p, care prezinta o crestere semnificativa a
nivelelor plasmatice la pacientii cu TDM 1in cadrul grupului de studiu. Aceste constatari
evidentiaza potentialul hsa-miR-874-3p, hsa-let-7d-5p si hsa-miR-93-3p ca biomarkeri
plasmatici veritabili pentru TDM, sugerand rolul lor pivot in fiziopatologia acestei
tulburari.

Rezultatele studiului subliniazd necesitatea standardizarii protocoalelor pentru
Tncorporarea acestor miRNA-uri in practica clinica, relevand utilitatea potentiald a acestora
atat in diagnosticarea, cat si in urmadrirea terapeutica a pacientilor cu TDM. O astfel de
standardizare ar putea deschide calea pentru abordari mai precise si personalizate in ceea
ce priveste gestionarea TDM, mbunatatind, in cele din urma, rezultatele pacientilor.

Tn cel de-al doilea studiu, am decelat multiple variatii semnificative ale profilurilor
de expresie miRNA in randul pacientilor TDM. In mod specific, am identificat 15 miRNA-
uri cu variatii notabile, dintre care mai multe au prezentat modificari substantiale ale FR
si niveluri plasmatice crescute la pacientii cu TDM. Aceste constatdri evidentiaza
potentialul acestor miRNA-uri ca biomarkeri de diagnostic promitatori pentru TDM.

Cele mai reprezentative miRNA-uri din studiul efectuat sunt: hsa-miR-532-5p,
hsa-miR 532-3p si hsa-miR-339-5p, fiind enumerate in ordinea lor descrescatoare.
Caracterul Tnalt variabil al acestor miRNA-uri m-a condus spre ideea de a crea un

clasament al acestora, care sa releve importanta lor functionala.

VII. DISCUTII

Tn urma unei revizuiri a literaturii de specialitate, am identificat mai multe corelatii
semnificative cu studiul nostru. De exemplu, hsa-miR-93-3p, un miRNA care a aritat
variatii semnificative in studiul nostru, a fost investigat si in studiul condus de Homorogan

et al. ca biomarker al TDM.

hsa-miR-93-3p este codificat de o gena situatda pe cromozomul 7q221. Se co-
transcrie cu gena gazdei minichromosome maintenance complex component 7 (MCM7) si
este exprimata in nucleu. Acesta apartine clusterului pro-oncogen miRNA-106b-25 si este

un paralog al clusterului miRNA-17-92.



S-a demonstrat cd acest cluster controleaza expresia unui numar de gene tinta legate
de functii fiziologice critice, cum ar fi angiogeneza, apoptoza si diviziunea celulara. In
plus, studiul efectuat de Liu X. si colab. a evidentiat rolul hsa-miR-93-3p alaturi de miR-

101 ca biomarkeri pentru diagnosticarea tulburdrii depresive majore.

Urmatorul miRNA care primeste ,,atentia” acestui studiu este hsa-miR-874-3p,
care este in mod clar supraexprimat in grupul TDM, avand valoare de diagnostic

considerabild in tulburarea depresiva majora.

Conform literaturii stiintifice, se stie ca hsa-miR-874 este localizat pe cromozomul
5931.2, jucand un rol important nu doar in depresie, ci si In bolile maligne (carcinom
hepatocelular, adenocarcinom ductal pancreatic, cancer ovarian epitelial, cancer mamar,
cancer colorectal, cancer gastric) si boli non-maligne (boald cardiaca ischemica, infarct
miocardic acut, nefropatie diabetica si sindrom ovarian polichistic) (78,79). Conform
studiului efectuat de Zhang et al., existd multe gene tintd miRNA-874 si, prin inhibarea
expresiei acestor gene tintd, miR-874 este implicat in proliferarea celulara, apoptoza,

migrare, invazie, ciclu celular si tranzitie epitelial-mezenchimala.

MIRNA let-7 (let-7) este unul dintre primele miRNA identificate si caracterizate
care exercitd multiple roluri biologice, fiind implicat in mai multe procese fiziologice care
includ modularea semnalului, reglarea temporalda, ubicuitarea proteinelor, identitatea
sexuala si proliferarea si diferentierea celulara (75). Revenind la domeniul neurobiologiei
si neuropsihiatriei, mai semnificativ, genele miR ale familiei let-7 sunt exprimate la nivelul
intregului creier si sunt asociate cu o serie de procese neuropsihologice, inclusiv dispozitie
s1 comportamente afective, precum si cu multiple tulburari psihice, cum ar fi anxietatea,

depresia, schizofrenia si dependenta de cocaine.

In studiul efectuat de Maffioleti et al., prezenta hsa-miR-let-7d-5p ca biomarker de
diagnostic in tulburarea depresiva majora este accentuata prin evidentierea supraexprimarii

acestuia 1n plasma pacientilor cu tulburare depresiva majora.

Acest studiu are unele limitari care isi justificd recunoasterea: dimensiunea redusa
a esantionului si lipsa includerii unor subtipuri specifice ale TDM.In primul rand, a fost
efectuat pe un grup relativ mic, format din zece pacienti diagnosticati cu TDM si opt

subiecti sanatosi de control. Tn al doilea rand, acest studiu nu a inclus subtipuri specifice



TDM (de exemplu tulburare depresivd majora cu elemente psihotice sau tulburare
depresiva majora cu elemente melancolice), limitand clasificarea rezultatelor in categorii

largi de tulburari depresive majore.

VIIl. CONCLUZII SI CONTRIBUTII ORIGINALE

In concluzie, depresia este o interactiune complexa de factori biologici, psihologici
si de mediu, fiind asemenea unui ,,balet” de neurotransmitatori perturbatii, predispozitii

genetice si experiente traite.

In mod specific, contributia mea in cadrul acestei teme vaste, complexe si intens
dezbatute consta in identificarea a doua seturi de miRNA-uri, care au exprimat variatii
semnificative statistic, in cadrul lotului TDM comparativ cu lotul martor si care aspira la

rolul de biomarkeri plasmatici pentru pacientii depresivi.

Cele mai relevante miRNA-uri care apartin acestor seturi sunt: hsa-miR 874-3p,
hsa-let-7d-5p, hsa-miR-93-3p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR 532-3p si hsa-miR-339-5p.
Importanta miRNA-urilor enumerate este data de semnificatia statistica pe care am obtinut-
0 n cazul acestor miRNA-uri, mai exact de cele mai reprezentative valori p si FR. Astfel
ca, aceste constatari evidentiaza potentialul lor de biomarkeri plasmatici veritabili pentru

TDM, sugerand rolul lor pivot in fiziopatologia acestei tulburari.

IX. APRECIEREA COORDONATORULUI DE DOCTORAT

Cercetarea doctorald s-a concretizat prin publicarea a 3 lucrari de specialitate in reviste
cu factor de impact cuprins intre 2.8 si 3.9. Subiectul abordat este unul de inalt interes
medical dat fiind faptul ca aproximativ 5% din populatia Romaniei sufera de boala
depresiva majora.

Complexitatea temei abordate, modul de prezentare si contributiile originale ma
determind si apreciez ci teza de doctorat “ROLUL NON-CODING RNA 1IN
DIAGNOSTICUL TULBURARII DEPRESIVE MAJORE“ a doctorandului Citilin

Prodan-Barbulescu, indeplineste toate cerintele pentru a fi sustinuta in sedinta publica.
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