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VARIABILITY OF GENE EXPRESSION ASSOCIATED WITH CARDIOVASCULAR DISEASES

Summary. The aim of the research was to evaluate the variability of expression level of 18 genes in healthy (children
and adults) and with cardiovascular diseases (ischemic cardiopathy with/without atrial fibrillation, cardiomyopathy and
congenital aortic stenosis) human subjects using the quantitative PCR technique. Based on the performed molecular
study, a high level of gene expression was observed in the group of the subjects with disease and a significantly lower
variation in the group of healthy subjects, which indicates that under normal conditions the expression of these genes
is manifested within the limits of the reaction norm and the genetic potential enrolled in hereditary structures and
highlights the cellular homeostasis of the body in relatively small variation ranges. These results are in line with literature
data that supports patient detection and diagnosis programs based on gene expression profile.

Keywords: variability, gene expression, health and disease states.

Rezumat. Scopul cercetarii a fost evaluarea variabilitatii nivelului de expresie a 18 gene la subiecti umani (copii si
adulti) sandtosi si cu afectiuni cardiovasculare (cardiopatie ischemica cu/ si fara fibrilatie atriald, cardiomiopatii si stenoza
aortica congenitald), utilizand tehnica PCR cantitativ. In baza studiului molecular efectuat s-a constatat o variabilitate
inaltd a nivelului de expresie la lotul de subiecti bolnavi si o variatie semnificativ scazuta in cadrul lotului de subiecti
sanatosi, ceea ce denota ca in conditii normale expresia acestor gene se manifesta in limitele normei de reactie si a
potentialului genetic inscris in structuri ereditare si pune in evidenta homeostazia celulara a organismului in intervale
de variatie relativ mici. Aceste rezultate sunt in concordanta cu datele din literatura care vin in sprijinul programelor de

detectare si diagnosticare a pacientilor pe baza profilului de expresie a genelor.
Cuvinte-cheie: variabilitate, expresia genelor, stare de sanatate, stare de boala.

INTRODUCERE

Variabilitatea pattern-ului de expresie a genelor
umane constituie subiectul numeroaselor cercetéri care
au drept scop identificarea diferentelor dintre tipurile
de celule si de tesuturi, procesele fiziologice si boli etc.

Transcriptia, ca proces de baza prin care informatia
codificatd in genom este convertitd in caractere morfo-
logice si fiziologice [31], relevd o expresie diferentiata
a genelor atat la nivel intra- [19, 21, 24, 35], cat si in-
ter- populational [21, 32, 35] si reflecta variatia fiziolo-
gica si cea intrinseca interindividuala [39].

Se presupune ca 85-95% dintre variatiile geneti-
ce umane se datoreazd diferentelor intre indivizii unei
populatii, iar 5-15% pot fi atribuite celor constatate in-
tre populatii [32, 35], date confirmate de variabilitatea
transcriptomului placentar (33,2%, 58,9% si 7,8%) in
cadrul indivizilor, in rdndul indivizilor si intre grupu-
rile umane analizate (americani-africani, - europeni,
din Asia de Sud si din Asia de Est) [17], de variabili-
tatea (4,3 — 362 de ori) expresiei genelor la clonele de
pin [27] etc.

Pe de altd parte, studiul expresiei a cinci gene in ce-
lulele limfoblastoide umane releva ci cel mai mic nivel
de variabilitate se manifestd la gemenii monozigoti, o
variabilitate intermediard - la fratii din aceeasi familie
si cea mai mare variabilitate - la indivizii neinruditi
[10].

Experimentele in vitro la subiectii umani sdnatosi
au constatat modificarea activitatii de transcriptie a
genelor exprimate periodic in ciclul celular [38], in
diverse cai de semnalizare [13] si in raspunsul celulelor
la diferiti stimuli [5], inclusiv la stresul oxidativ - intre
3-500 de ori in conditii normale si de la 851a 1500 de ori
in conditii de stres [22].

Prin studii in vivo s-a demonstrat ci profilurile de
expresie a genelor ajutd la conturarea proceselor bio-
logice complexe asociate cu starea de sanatate si boala.
Astfel, utilizand analiza modelelor de expresie a gene-
lor au fost definite unele subtipuri tumorale [1, 14], au
fost identificati markeri moleculari [37] si au fost in-
vestigate noi terapii [9]. Mai mult ca atat, pe un esan-
tion de 45 de subiecti cu varsta de 36,5+14,8 ani, s-a
relevat cd variatia pattern-ului de expresie la subiectii
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sanatosi este impresionant mai mica comparativ cu va-
riatia la subiectii cu cancer sau infectii bacteriene [39].

S-a stabilit, de asemenea, un nivel de variabilitate
al continutului de transcripti mai mic in celulele stem
embrionare comparativ cu cele expresate in celulele
nediferentiate [2], precum si pattern-uri specifice, aso-
ciate cu sexul, diferentele fiind atribuite cromozomilor
sexuali [39].

Rolul primordial in variabilitatea expresiei genelor
revine factorilor genetici (variatiilor numarului de copii
ADN [18] si locilor caracterelor cantitative [18], po-
limorfismelor uninucleotidice [18, 35] etc.), modifica-
rilor epigenetice [15, 33] si evenimentelor stocastice [4].

Unii dintre factorii mentionati cauzeaza consecinte
invizibile in expresia fenotipicd [25], altii, in functie
de tipul si localizarea mutatiilor in structura genei,
determina o expresie inadecvatd in timp (expresie he-
terocronicd) si loc (expresie ectopicd) [25, 26, 30] care
poate provoca modificari in structura proteinei, afecta
caile metabolice si induce anumite procese patologice
[6, 16, 20].

Investigatiile privind nivelurile medii si variabili-
tatea expresiei genelor [16, 18], asociate cu starea de
boala si utilitatea lor in programele de detectare si di-
agnosticare, depinde de cunoasterea si intelegerea va-
riatiei normale la/ si intre indivizi, in functie de vérsta,
sex, tesut, ciclu celular etc. [16].

in temeiul celor mentionate, scopul acestei cerce-
tari a fost evaluarea variabilitatii expresiei a 18 gene la
subiecti umani sandtosi si cu afectiuni cardiovasculare
(cardiopatie ischemica cu/ si fara fibrilatie atriald, car-
diomiopatii primare si stenoza aortica congenitala).

MATERIAL SI METODE

In studiu au fost incluse 69 de persoane, dintre
care 35 de pacienti cu varsta cuprinsa intre 0-18 ani si
34 de pacienti cu véarsta mai mare de 40 de ani. Lotul
de referinta a fost reprezentat de 14 subiecti sanatosi,
fara afectiuni cardiovasculare, iar lotul de studiu - de
55 de pacienti cu boli cardiovasculare (BCV).

Expresia genelor a fost estimata prin PCR canti-
tativ in timp real (DNA technology, Rusia), folosind
primeri specifici. Cuantificarea relativa a fost calculata
folosind metoda ACT [23], iar rezultatele au fost ex-
primate in unitdti conventionale [29].

Variabilitatea expresiei genelor a fost determinata
prin coeficientul de variatie (CV) definit prin raportul
dintre abaterea medie pétraticd si media aritmetica a
valorilor de expresie a genelor [8]. Intervalul de vari-
atie a expresiei genelor in cadrul lotului cercetat a fost
calculat prin raportarea valorii maxime la valoarea mi-
nima a expresiei genei [11, 36]. Amplitudinea absoluta
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a variatiei (A ) a fost calculatd pentru a defini campul
maxim de imprastiere a valorilor de expresie a genelor.

Analiza statisticd a datelor a fost efectuatd cu aju-
torul programelor de calculator Excel (versiunea 2013)
si InfoStat (versiunea 2016, InfoStat Group, University
Cérdoba, Argentina).

REZULTATE SI DISCUTII

Natura, amploarea si sursa de variatie a expre-
siei genelor in tesutul sanatos este esentiald pentru
recunoasterea si interpretarea modificdrilor acestor
gene asociate cu diferite maladii, intrucat expresia
genelor reprezintd un indicator al starii fiziologice a
celulei si un caracter cantitativ, cu inalta ereditabilitate
[12].

Evaluarea variabilitatii expresiei genelor la
subiectii sdndtosi, prin estimarea intervalului de
variatie, a pus in evidentd limite relativ mici atéat la
adulti, cét si la copii.

La lotul de subiecti adulti sinatosi cantitatea
medie de transcripti ai genelor a variat in limitele
0,003£0,001 (HASI) si 2,656£0,250 (ITGBI) unitati
conventionale. Valoarea minimd a expresiei a mani-
festat gena HASI (0,001 un.c.), iar valoarea maxima
a fost inregistratd de catre TIMPI (2,953 un.c.). S-a
constatat cd intervalul de variatie a expresiei genelor
este cuprins intre 1,086 ori (SCD) si 4,000 ori (HASI),
insa de precizat ca 17 gene din cele 18 analizate se in-
cadreaza in diapazonul 1-2 (tabelul 1).

Analiza rezultatelor obtinute a aritat ci la lotul
de copii sdndtosi, media continutului de transcripti
a variat intre 0,001 un.c. (HAS1, NPPB, CYP4BI) si
1,621 un.c. (ITGBI). Gena HASI s-a caracterizat prin
cea mai mica valoare a expresiei intre subiecti (0,0004
un.c.), la fel ca si in cazul adultilor sdndtosi, in timp
ce gena TIMPI a inregistrat valoarea maximd (1,890
un.c.), ceea ce a pus in evidentd un interval de variatie
a expresiei genelor cuprins intre 1,000 ori (NPPB) si
3,500 ori (ITGBLI, tabelul 1).

Studiul variabilitatii expresiei genelor la bolnavi,
spre deosebire de subiectii sanatosi, a pus in evidenta
limite largi de variatie atat la adulti, cat si la copii.

Estimarea expresiei relative a genelor de interes
la lotul de adulti bolnavi a permis evidentierea genei
ITGBI (2,249+0,659 un.c.) si TIMPI (1,974+0,645
un.c.), care au atestat cel mai mare continut de tran-
scripti, iar genele HASI, ITGBLI, TNFRSFIIB,
KRT19, CYP4BI (0,001 un.c.) s-au caracterizat prin
cel mai scazut nivel transcriptional. Valoarea mini-
ma a expresiei a manifestat gena TNFRSF11B (0,0002
un.c.), iar valoarea maxima a fost inregistratd de catre
gena ITGBI (3,773 un.c.).



GENETICA

Tabelul 1
Variabilitatea expresiei genelor la subiectii sanatosi
ADULTI COPII
G . . o A . - A
ene Expresia relativa Xmax / x Expresia relativa Xmax / X
(2A-ACt), un. c. Xmin (Xmax - (2A-ACt), un. c. Xmin (Xmax -
’ Xmin) i Xmin)
ABCA1 (0,472) 0,521+0,049 (0,598) | 1,267 | 0,126 (0,154) 0,245+0,071 (0,332) 2,156 | 0,178
CYP2C8 (0,008) 0,013+0,003 (0,017) | 2,125 0,009 (0,004) 0,004+0,001 (0,005) 1,250 0,001
CYP4Bl1 (0,005) 0,007+0,001 (0,009) | 1,800 0,004 (0,001) 0,001+0,001 (0,002) 2,000 0,001
ELAVLI1 (0,289) 0,353+0,057 (0,438) | 1,516 0,149 (0,158) 0,199+0,033 (0,241) 1,525 0,083
HAS1 (0,001) 0,003+0,001 (0,004) | 4,000 0,003 (0,0004) 0,001+0,000 (0,001) 2,500 0,001
IL8 (0,362) 0,46+0,0710 (0,526) | 1,453 0,164 (1,073) 1,405+0,308 (1,831) 1,706 0,758
INHBA (0,012) 0,015+0,002 (0,018) | 1,500 0,006 (0,003) 0,003+0,001 (0,004) 1,333 0,001
ITGB1 (2,213) 2,656+0,250 (2,905) | 1,313 0,692 (1,097) 1,621+0,264 (1,875) 1,709 0,778
ITGBL1 (0,035) 0,041+0,005 (0,048) | 1,371 0,013 (0,002) 0,004+0,002 (0,007) 3,500 0,005
JAK2 (0,199) 0,225+0,028 (0,275) | 1,382 0,076 (0,102) 0,136%0,029 (0,178) 1,745 0,076
KRT19 (0,020) 0,024+0,004 (0,030) | 1,500 | 0,010 (0,002) 0,002:0,000 (0,003) 1,500 | 0,001
NPPB (0,005) 0,005+0,001 (0,006) | 1,200 0,001 (0,001) 0,001+0,000 (0,001) 1,000 0,000
RGS1 (0,201) 0,285+0,047 (0,335) | 1,667 0,134 (0,046) 0,074+0,018 (0,093) 2,022 0,047
SCD (0,058) 0,061+0,002 (0,063) | 1,086 0,005 (0,016) 0,025+0,007 (0,033) 2,063 0,017
SSPN (0,128) 0,136+0,009 (0,151) | 1,180 0,023 (0,046) 0,057+0,010 (0,072) 1,565 0,026
THBSI (0,537) 0,766+0,117 (0,872) | 1,624 0,335 (0,205) 0,258+0,036 (0,291) 1,420 0,086
TIMP1 (2,068) 2,547+0,375 (2,953) | 1,428 0,885 (1,138) 1,583+0,299 (1,890) 1,661 0,752
TNFRSF11B| (0,022) 0,026+0,002 (0,029) | 1,318 0,007 (0,003) 0,003+0,001 (0,004) 1,333 0,001
Nota: valorile sunt prezentate sub forma ¥ + S (mediatdeviatia standard a esantionului); 2A-ACt - valoarea expresiei
relative, in unitati conventionale; in paranteze este indicata valoarea minimd (Xmin) si maximd (Xmax) a expresiei
relative a genei in cadrul esantionului; A - amplitudinea absoluta a variafiei.

S-a constatat ca intervalul de variatie a expresiei
genelor este cuprins intre 2,329 ori (ITGBI) si 28,000
ori (INHBA), insa majoritatea genelor se incadreazd
intre 2 si 9 (tabelul 2).

Cantitatea medie de transcripti ai genelor de
interes la lotul de copii bolnavi a variat in limitele
0,001+0,001 un.c. (TNFRSF11B) si 1,749+0,512 un.c.
(ITGB1). Valoarea minima a expresiei a inregistrat
gena TNFRSF11B (0,0004 un.c.), iar valoarea maxima
a fost evidentiata de catre gena TIMPI (2,880 un.c.).
Intervalul de variatie a expresiei genelor este cuprins
intre 2,000 ori (HAS1) si 38,000 de ori (CYP4B1), ma-
joritatea genelor fiind incadrate intre 2 si 5 (tabelul 2).
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Un alt indicator de apreciere a gradului de variabi-
litate a nivelului de expresie a genelor este coeficientul
de variatie (CV), care ia valori in intervalul 0-100%.
Utilizarea practica a CV a stabilit ca prag de trecere
de la omogenitate la eterogenitate procentul 30%-35%
[8]. Valorile mari (apropiate de limita superioara) ale
indicatorului indica o serie eterogend (neomogend),
iar un coeficient de variatie mai mic atestd un grad
bun de omogenitate a colectivitatii si respectiv de re-
prezentativitate a valorii medii.

Estimarea coeficientului de variatie a expresi-
ei genelor la subiectii sdndtosi a relevat un nivel inalt
de omogenitate a datelor pentru 17 gene la adulti
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Figura 1. Coeficientul de variatie (CV) si dispersia (s?) nivelului de expresie a genelor la adulti (stdnga)
si copii (dreapta), sanatosi
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Tabelul 2
Variabilitatea expresiei genelor la lotul de subiecti bolnavi
ADULTI COPII
G . - A . . A
ene Expresia relativa Xmax / X Expresia relativa Xmax / x
(2A-ACt), un. c. Xmin (melx i (2A-ACt), un. ¢ Xmin (Xm?x i

Xmin) Xmin)
ABCA1 (0,161) 0,288+0,105 (0,521) | 3,236 0,360 (0,152) 0,372+0,187 (0,848) 5,579 0,696
CYP2C8 (0,001) 0,004+0,002 (0,009) | 9,000 0,008 (0,003) 0,006+0,002 (0,009) 3,000 0,006
CYP4B1 (0,001) 0,001+0,001 (0,005) | 5,000 0,004 (0,001) 0,014+0,013 (0,038) 38,000 | 0,037
ELAVLI1 (0,101) 0,304+0,121 (0,512) | 5,069 0,411 (0,154) 0,389+0,134 (0,588) 3,818 0,434
HASI1 (0,0003) 0,001+0,000 (0,001) | 3,333 0,001 (0,001) 0,002+0,000 (0,002) 2,000 0,001
1L8 (0,318) 0,803+0,278 (1,245) | 3,915 0,927 (0,321) 1,043+0,476 (1,927) 6,003 1,606
INHBA (0,001) 0,011+0,007 (0,028) | 28,000 | 0,027 (0,002) 0,005+0,002 (0,009) 4,500 0,007
ITGB1 (1,620) 2,499+0,659 (3,773) | 2,329 2,153 (0,953) 1,749+0,512 (2,774) 2,911 1,821
ITGBL1 (0,0004) 0,001+0,000 (0,001) | 2,500 | 0,0006 (0,001) 0,002+0,002 (0,007) 7,000 0,006
JAK2 (0,106) 0,317+0,157 (0,777) | 7,330 0,671 (0,096) 0,178+0,064 (0,295) 3,073 0,199
KRT19 (0,001) 0,001+0,001 (0,004) | 4,000 | 0,003 (0,001) 0,003+0,002 (0,005) 5000 | 0,004
NPPB (0,001) 0,003+0,001 (0,005) | 5,000 0,004 (0,001) 0,002+0,001 (0,005) 5,000 0,004
RGS1 (0,018) 0,046+0,018 (0,084) | 4,667 0,066 (0,027) 0,102+0,054 (0,193) 7,148 0,166
SCD (0,009) 0,031+0,015 (0,066) | 7,333 0,057 (0,022) 0,055+0,024 (0,093) 4,227 0,071
SSPN (0,006) 0,027+0,010 (0,047) | 7,833 0,041 (0,021) 0,059+0,027 (0,095) 4,524 0,074
THBS1 (0,248) 0,421+0,176 (0,864) | 3,484 0,616 (0,112) 0,382+0,237 (0,937) 8,366 0,825
TIMP1 (1,062) 1,974+0,645(2,914) | 2,744 1,852 (0,821) 1,729+0,663 (2,880) 3,508 2,059
TNFRSF11B | (0,0002) 0,001+0,000 (0,001) | 5,000 0,001 (0,0002) 0,001+0,001 (0,007) 35,000 | 0,007

Nota: valorile sunt prezentate sub forma ¥ + S (mediatdeviatia standard a esantionului); 2A-ACt - valoarea expre-
siei relative, in unitati conventionale; in paranteze este indicata valoarea minima (X ) si maxima (X__) a expresiei
relative a genei in cadrul esantionului; A - amplitudinea absolutd a variatiei.

(CV luand valori intre 3,18-25,31%, ABCAI, CYP2CS,
CYP4B1HASI, IL8, INHBA, ITGBI1, ITGBLI1, ELA-
VLI, JAK2, KRT19, NPPB, RGS1, SCD, SSPN, THBSI,
TIMPI1, TNFRSF11B) si 16 gene la copii (CV cu valori
intre 10,14-31,17%, ABCA1, CYP2CS8, ELAVLI, HASI,
IL8, INHBA, ITGB1, JAK2, KRT19, NPPB, RGS1, SCD,
SSPN, THBS1, TIMPI1, TNFRSFI11B). La adulti gena
(HASI), iar la copii CYP4BI si ITGBLI au inregistrat
valori >35%, ceea ce indicd eterogenitatea datelor de
expresie (figura 1).

Evaluarea nivelului de variabilitate, pe baza ex-
presiei genelor exprimatd in unitati conventionale, la
subiectii cu patologie a relevat incadrarea coeficientu-
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lui de variatie la adulti in limitele 26,37% (ITGBI) -
89,07% (CYP4B1), iar la copii intre 20,67% (HASI) si
100,01% (TNFRSF11B). Valorile determinate ale CV
se situeaza peste valoarea de 35% pentru 14 gene la
copii (ABCA1, CYP4B1, IL8, INHBA, ITGBLI, JAK2,
KRT19, NPPB, RGS1, SCD, SSPN, THBS1, TIMP1I,
TNFRSF11B) si 14 gene la adulti (ABCAI, CYP2CS,
CYP4B1, HASI, INHBA, ELAVLI, JAK2, KRTI19,
NPPB, RGS1, SCD, SSPN, THBS1, TNFRSF11B), ceea
ce atesta o variatie inaltd a expresiei in conditii de boa-
14 (figura 2).

Generalizdnd datele obtinute, s-a constatat ca atat
estimarea coeficientului de variatie, a intervalului de
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Figura 2. Coeficientul de variatie (CV) si dispersia (s*) nivelului de expresie a genelor la adulti (dreapta)
si copii (stdnga), bolnavi
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ABCAI
cypcs
CYP4BI
ELAVLI
HASI

s

INHBA
1TGB1
ITGBLI
JAK2
KRTI9
NPPB

RGST

sCD

SSPN
THBSI
TIMPI
TNFRSFIIB

TNFRSFIIB

Figura 3. Pattern-ul individual de expresie a genelor la lotul de copii (stdnga) si adulti (dreapta), bolnavi (a) vs sanatosi (b).
Nota: CMP 01 - CMP 13, SAo 1 - SAo 15, CPI-FiA 01 - CPI-FiA 13, CPI 1 - CPI 14 - subiecti cu patologie; Cc 01 - Cc
07, Cm 08 - Cm 14 - subiecti sanatosi; intensitatea culorii indicé nivelul de expresie.

variatie, cit si A_evidentiazd o variabilitate mai mare a
expresiei genelor in randul bolnavilor fatd de subiectii
sanatosi, copii si adulti.

Intervalul relativ mic al variatiei expresiei gene-
lor la subiectii sdndtosi relevd si un nivel mai inalt de
omogenitate (figura 3), acesta fiind asigurat de variati-
ile fenotipice (ale morfologiei si fiziologiei organismu-
lui, ale comportamentului si personalitétii individu-
lui, ale raspunsului sau la factorii externi) in limitele
normei de reactie, determinate genetic, si reflectd me-
canismele de autoreglare care mentin echilibrul ho-
meostatic al parametrilor celulari.

Limitele largi de variatie si heterogenitatea inalta
(figura 3), constatate la subiectii bolnavi, releva cd mo-
dificérile patologice sunt de fapt expresia fenotipica,
evidentd si extremad a variabilitatii genetice, rezultate
ce vin in concordantd cu datele din literaturd care au
constatat modificarea sporita a continutului de tran-
scripti la pacientii cu infectii bacteriene [39], cancer
[14, 39], leziuni traumatice grave [28] comparativ cu
subiectii sdnatosi.

Cercetarile noastre au aratat o variabilitate mai
mare a nivelului de expresie a genelor la copiii cu pa-
tologii cardiovasculare comparativ cu adultii. In lite-
ratura de specialitate sunt diferite rezultate si opinii
privind variabilitatea expresiei genelor in functie de
varstd. Unele studii au demonstrat ca atat la om [34],
cat si la sobolani [3, 34] expresia genelor devine mai
eterogend cu inaintarea in varstd, insd un alt studiu
a reliefat ca la nivelul creierului 50 % dintre gene au
aratat o variatie a expresiei crescutd la varstnici (61-70
ani), iar alte 50% - la adulti (20-60 ani) [7]. In acest
context, elucidarea variabilitatii expresiei genelor in
functie de varstd necesita mari eforturi experimentale
si analizd, deoarece cunostintele privind variatia ex-
presiei genelor atat la subiectii sdnatosi, cat si bolnavi
sunt de o importantd fundamentald in cercetarea
biomedicala [21, 35], avand ca urmare optimizarea
programelor de detectare si diagnosticare, dezvolta-
rea si eficientizarea unor algoritmi de evaluare a ris-
cului bazat pe factori clinici si expresia genelor.

CONCLUZII

Analiza variabilitatii expresiei relative a factorilor
genetici, in baza estimdrii coeficientului de variatie,
a pus in evidentd omogenitatea continutului de
transcripti ai genelor studiate (CV% adulti 3,18-25,31;
copii 10,14-28,96) la subiectii sdndtosi si heterogeni-
tatea inalta a expresiei genelor la subiectii cu patologii
cardiovasculare (CV% adulti 36,32-89,07; copii 36,12-
100,01).

S-a constatat un interval de variatie relativ mic
(1,086-4,000 ori la adulti; 1,000-3,500 ori la copii) la
subiectii sdnatosi, date care pun in evidentd home-
ostazia celulard si relevd limitele normei de reactie
a organismului si limite largi de variatie a expresiei
genelor in rdndul bolnavilor (2,329-28,000 de ori la
adulti; 2,000-38,000 de ori la copii).
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