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INTRODUCERE

MicroARN-ul (miARN) face parte din clasa ARN-ului non-codant, fiind
compus dintr-un fragment scurt (intre 21-25 de nucleotide), monocatenar.
Moleculele de miARN joaca un rol important in reglarea expresiei genice la
nivel post-transcriptional atat la plante cat si la animale prin recunoasterea
unor secvente specifice din regiunile 3'UTR de care se leaga prin
complementaritate. n acest mod si tindnd cont c& un singur tip de microARN
poate influenta expresia a sute/mii de gene simultan, microARN sunt implicati
in controlul unor procese celulare importante, cum ar fi: diferentierea,
proliferarea, apoptoza, migrarea celulara, etc

Atat microARNului din regnul vegetal céat si cel din regnul animal
indeplinesc acelasi rol in reglarea expresiei genice de la nivel post-
transcriptional. Totusi, exista unele discrepante intre cele doua la nivel de
sinteza, stabilitate si mecanism de actiune. Pe departe cele mai semnificative
diferente sunt cele legate de stabilitate si a modului de legare la secventele-
tinta. Metilarea miARN vegetal efectuata de HEN1 la capatul 3’, ii confera in
primul rand o protectie suplimentara impotriva exonucleazelor, iar in al doilea
rand faciliteazé recunosterea microARNului de catre AGO1 din complexul
RISC. MicroARN animal se leaga prin complementaritate partiala de tinta,
rezultdnd o inhibare a translatiei ARNm, in schimb, in regnul vegetal se
observa cel mai adesea o legare prin complementaritate totald, care va duce la
degradarea ARNm.

Oamenii au utilizat plantele in scop terapeutic inca din timpurile vechi,
in Antichitate si in Evul Mediu din ele se obtineau majoritatea remediilor pentru
tratarea bolilor. Niciodata insd mecanismul de actiune privind efectul lor curativ
asupra diverselor patologii nu a fost pe deplin elucidat.

In 2012 insé&, a aparut un articol care sustinea existenta unui transfer
de microARN vegetal in organismul animal/ uman Tn urma ingestiei, chiar mai
mult decét atat, acesti microARN exogeni pot supravietui in corpul gazdei,

avand un rol in reglarea expresiei genice a acesteia. S-a formulat urmatoarea



concluzie : microARNul vegetal poate indeplini acelasi functii ca si cel al celulei
gazda, in alte cuvinte, poate modula procesele celulare specifice.

Pornind de la aceasta premisa, studiul de fata si-a propus investigarea
transferului de material vegetal din plantele medicinale administrate pe cale
orala la organismul consumator. In acest sens, am caracterizat noi specii de
microARN din galbenele (Calendula officinalis) si am realizat experimental n
model de investigare al transferului de microARN vegetal la organismul animal

(soarece de laborator).

OBIECTIVELE GENERALE ALE STUDIULUI

1. Evaluarea transferului de microARN vegetal la animale de experienta
(soareci)

2. ldentificarea de novo a speciilor de microARN in plantele medicinale
(Calendula flos)

3. Stadiul actual al cunoasterii in ceea ce priveste transferul de microARN din

plante in organismul animal

STUDIUL |

DETECTIA SI ANALIZA TRANSFERULUI miR166a DIN PLANTE iN
ORGANELE ANIMALELOR DE EXPERIENTA (SOARECI) iN URMA
INGESTIEI

INTRODUCERE

Acest studiu investigheaza ipoteza transferului de microARN vegetal in
organismul animalelor de experientd (soareci). Pentru aceasta, soarecii
masculi adulti au fost hraniti prin gavaj cu miR166a, unul dintre cei mai
abundenti microARN din regnul vegetal, fie purificat din semintele de in (planta
cu rol medicinal), fie sintetic sub forma de LNA (Locked nucleic acid), care

datorita structurii specifice sunt rezistenti nucleazelor.



MATERIALE $I METODE

- Extactia ARN total din semintele germinate de in folosind kitul mirVana RNA

Isolation Kit

- Studiul experimental pe animale (soareci): animalele folosite au fost soareci

albi, masculi, de rasa mixta, mentinuti in conditii corespunzatoare pe parcursul

intregului experiment: ritm circadian lumina/intuneric 12/12 ore, temperatura si

umiditate adecvate, hrana (Institutul Cantacuzino, Bucuresti) si apa ad libitum.
Animalele de experienta au fost grupate in 3 loturi, a cate 3 soareci/lot,

dupa cum urmeaza:

Lotul I: lotul de control, caruia i-a fost administrat prin gavaj 12 ul de
scrambled LNA dizolvati in apa purificata, volumul total a lichidului ingerat fiind
100 pl

Lot II: a fost administrat prin gavaj, intr-un volum total de 100 pl, 14 ul de
ARN total extras din semintele de in si dizolvat in apa purificata

Lot Ill: administrare prin gavaj, in acelasi volum total de 100 de pl, 10 pl de
microARN sintetic vegetal, LNA-miR166a, dizolvat in apa.

- Extractia ARNului total vegetal din ficatul de soarec folosind mirVana RNA
Isolation kit

- Analiza expresiei microARNului vegetal miR166a din ficat prin tehnica RT-
gPCR: reactiile s-au efectuat in triplicat, iar rezultatele RT-PCR au fost

calculate prin metoda AACT, folosind U6 pentru normalizare.

REZULTATE

Pentru a testa eficacitatea transferului in organismul animalelor de
experienta in urma gavajului, am administrat atdt ARN vegetal, céat si
microARN sintetic sub forma de LNA, LNA-miR166a. Acizii nucleici blocati
(Locked Nucleic Acids) sunt cunoscuti pentru rezistenta lor la actiunea de
hidrolizé a nucleazelor datorita puntii oxi-metilenice intre atomii de carbon din

pozitiile 2’ si 4°.



Pentru a verifica ipoteza transferului de material genetic vegetal la
animal/om in urma ingestiei, s-a recoltat ficatul soarecilor la 12 ore dupa gavaj
si s-a izolat ARN total din tesut. S-a analizat apoi expresia relativa a lus-
miR166a existent in ficat folosind tehnica tagman RT-gPCR.

Semnificatia in ceea ce priveste nivelul expresiei relative a miR166a
vegetal din ficatul de soarec in urma gavajului s-a calculat cu T test (p-
valoare). Prin compararea loturilor studiului experimental se observa o
diferenta statistica semnificativa intre lotul Il, in care animalele de experienta
au primit ARN vegetal si celelalte doud loturi, in schimb nicio diferenta
semnificativa intre lotul control si cel in care animalele au primit miARN sintetic
sub forma de LNA- miR166a.

DISCUTII

in lucrarea de fatd, am decis sa ne axdm pe microARNul vegetal liber
(neincapsulat in exozomi) miR166a, unul dintre cei mai conservati si abundenti
acizi nucleici de mici dimensiuni din plante. Pentru aceasta, am ales sa lucram
cu semintele de in, in primul réand datorita continutului bogat in miR166a, iar in
al doilea rand pentru ca face parte din categoria plantelor medicinale.

Ne-am pus intrebarea daca intr-adevar microARNul vegetal este destul
de stabil ca odata ingerat, sa supravietuiasca procesului de digestie si sa intre
in circulatia sanguind. Pentru a fi siguri ca intreaga cantitate de ARN a ajuns in
organismul animalelor de experienta, administrarea probelor s-a facut prin
gavaj.

La doisprezece ore dupa administrarea unei singure doze de ARN total
din in (Lot Il), in ficatul soarecilor expresia miR166a a fost semnificativ
crescuta fatd de control (p=0.015). Pentru a vedea gradul de stabilitate si de
rezistentd impotriva enzimelor digestive a microARN vegetal din alimentatie, |-
am comparat cu analogul sau sintetic, LNA-miR166a. In mod interesant,
acesta din urma s-a gasit intr-adevar intr-o cantitate mai mare in ficat decéat in

lotul control, insa diferenta a fost nesemnificativa din punct de vedere statistic



(p=0.282). Putem presupune fie ca microARNul sintetic este mai putin absorbit
la nivel intestinal comparativ cu cel vegetal, fie microARN din alimentatie este
mai bine protejat.

Cea mai semnificativa diferentd a expresiei relative a miR166a din
punct de vedere statistic a fost in schimb intre loturile proba (Il si Ill) cu un p<
0.001, desi din punct de vedere cantitativ, diferenta de miR166a detectat in
ficat nu a fost mare.

Valoarea neobisnuit de mare a (Ct =32) a miR166a in lotul control
poate sugera o eventuala contaminare. Ipoteza contaminarii cu produse
vegetale dietetice si non-dietetice este sustiuta si de faptul ca nivelul expresiei
de miR166a sintetic din ficat a fost semnificativ mai mica decat cel din in, cand
teoretic structura specifica LNA i confera o sensibilitate mai mare in ceea ce
priveste tehnica RT-qgPCR. Mai mult decéat atat, acest analog sintetic al
microARNului vegetal poate fi detectat in concentratii mici in plasma timp de
cateva saptamani de la administrare.

Ne-am axat apoi asupra dozei de ARN administrate in studiul
experimental. Astfel, pentru ca un individ sa ajunga sa ingere o cantitate de
ARN asemanatoare celei din experiment, ar trebui sa consume 600g de
seminte de in pe zi, doza zilnicd recomandata fiind intre 30-40g. Se poate
ajunge la ipoteza ca transferul de microARN vegetal exogen in organismul

animal in urma ingestiei este un fenomen dozo-dependent.

CONCLUZII

Administrat in doz&a mare, prin gavaj, microARNul vegetal miR166a din
in a putut fi detectat in ficatul animalelor de experienta (soareci), desi rolul pe
care-l indeplineste acesta in celulele gazdei ramane inca un subiect de

dezbatere.



STUDIUL Il

IDENTIFICAREA DE NOVO A TIPURILOR DE MICROARN DIN
CALENDULA OFFICINALIS: UN POSIBIL NOU iNTELES AL
FITOTERAPIEI

INTRODUCERE

Inflorescenta de galbenele (Calendula officinalis) reprezinta partea cu
principii active si este folositd pentru actiunea sa antiinflamatoare,
antibacteriana, antifungica, antioxidanta, cicatrizanta si imunomodulatoare. Cu
toate acestea, niciun miARN nu a fost identificat in aceasta planta medicinala .
Studiul de fata isi propune identificarea microARN din galbenele, folosind o
secventiere de tip NGS (Next-generation sequencing) a ARN-ului total extras

din planta, cuplat cu analiza bioinformatica.

MATERIALE SI METODE

- Extractia ARN total din inflorescenta de galbenele folosind mirVana RNA
Isolation Kit de la Ambion.

- Secventierea de nouad generatie (NGS) ARN de mici dimensiuni din
inflorescenta de géalbenele cu doua platforme diferite: Tehnologia lon Torrent
si Platforma lllumina NextSeq500

- Analiza de date

REZULTATE

Pentru a identifica potentiali microARN din inflorescenta de
galbenele, secventele brute obtinute au fost supuse unor filtrari in urma carora
au fost eliminati adaptorii, nucleotidele necunoscute si secventele ale caror
dimensiuni nu erau adecvate. Secventele ramase au fost analizate din punct
de vedere calitativ cu programul MySequence.

Absenta cunoasterii genomului si transcriptomului galbenelelor,

precum si faptul ca nu exista nicio informatie in ceea ce priveste microARN din



planta studiatda ne-a impus folosirea unui set de referinte format doar din
microARNul matur, conservat din baza de date miRBase. Datele brute obtinute
in urma secventierii si filtrarii au fost apoi aliniate cu setul de referinta. in total 4
microARN cu o ratd de omologie de 100% au fost identificati in inflorescenta
de géalbenele: miR166a, miR166h, miR894 si miR8175.

Pentru a vedea frecventa pe care potentialii microARN identificati
in galbenele o au si in alte plante medicinale, am folosit programul BLASTn,
cu ajutorul caruia am putut compara secventele de interes cu secventele din
miRBase. Rezultatele obtinute au aratat ca doar omologii primilor doi

microARN: miR166a si miR166h au fost identificati si in alte plante medicinale.

DISCUTII

in studiul de fatd ne-am propus idenficarea unor specii de microARN
vegetal pentru care nu existd o cartografie genica, deoarece genomul
galbenelelor nu a fost inca publicat. Solutia intr-o astfel de situatie a fost o
folosirea unei secventieri de tip NGS (Next-generation sequencing) a ARN-ului
total extras din planta, cuplat cu analiza bioinformatica pentru compararea
secventelor de ARN de mici dimensiuni rezultate cu microARNul vegetal
matur, existent deja in bazele de date. Am ales sa lucram cu inflorescenta
plantei, deoarece are un continut ridicat in principille active folosite in
fitoterapie.

Dupa o cautare in bazele de date existente bazata pe omologie au fost
identificati 4 microARN maturi in planta medicinald studiatd. Doi dintre
microARN identificati fac parte din familia miR166, una dintre cele mai
abundente familii din regnul vegetal. Mai mult decéat atat, s-a putut observa
prezenta miR166a si miR166h in diferite plante folosite cu scop medicinal.
miR166a ar avea un rol inhibitor asupra receptorului pentru Interleukina-1
(Interleukin 1 Receptor like protein), in alte cuvinte, are un rol antiinflamator si
imunomodulator, Interesant este faptul ca galbenelele sunt folosite in mare

parte pentru aceleasi beneficii.



CONCLUzZII
S-a identificat pentru prima data patru posibili microARN din
inflorescenta de galbenele, contribuind la imbogatirea bazei de date a speciilor

de microARN vegetali.

STUDIUL 1l

TRANSFERUL DE MICROARN VEGETAL IN ORGANISMUL ANIMAL
— O METANALIZA

Majoritatea studiilor care s-au axat pe transferul materialului genetic
vegetal in urma ingestiei in organismul consumator, au folosit plantele
consumate cel mai frecvent, in multe cazuri fiind vorba despre cereale ca si
orezul, porumbul sau ovazul. Totusi, avem si dovezi despre existenta unui
transfer intre specii al microARNul din plantele cu rol medicinal. Toate aceste
descoperiri au ridicat urmatoarea intrebare: ar putea acest microARN exogen
sa exercite aceleasi functii ca si cel al celulei gazda daca intr-adevar are
capacitatea de a traversa bariera gastro-intestinala?

in studiul de fatd am incercat s& rezumam stadiul actual al cunoasterii
in ceea ce priveste microARNul existent in plantele medicinale, precum si
mecanismele moleculare prin care acest ARN de mici dimensiuni, odata
consumat, poate influenta procesele biologice active din organismul animal.
Pentru a cuprinde totalitatea microARN identificati in plantele medicinale, au
fost consultate bazele de date publice existente. Conform Encicopediei
Plantelor Medicinale (Encyclopedia of Medicinal Plants), 36 de plante al caror
miRnom este cunoscut, sunt folosite in fitoterapie. Din cate cunoastem, acesta
este primul studiu din literatura de specialitate care inglobeaza informatiile cu
privire la microARN existent in plantele medicinale. Totodata, actualul studiu
leaga efectele terapeutice ale plantelor medicinale cu ingestia de microARN

vegetal, demonstrand astfel rolul de modulator genic al microARNului exogen.



CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTII PROPRII

o Studiul de fata este o prima incercare in Romania de a investiga un
nou mecanism de interactiune intre plantele medicinale si organismul animal.
Pana acum efectul plantelor medicinale era explicat prin capacitatea
substantelor active de a traversa bariera gastro-intestinala, fiind apoi eliminate
prin actiunea antixenobiotica a ficatului, in momentul de fatd acest efect este
studiat pe baza intectiunii genom-transcriptom-metabolom intre planta si animal.
Mecanismul prin care materialul genetic al plantei medicinale influenteaza
procesele metabolice si celulare din organisul consumator poate sta la baza
unei noi ramuri a farmacognoziei.

. Administrat in doze mari, microARN vegetal din alimentatie sau din
plantele folosite In scop medicinal poate intr-adevar sa treaca de bariera
gastrointestinala in circulatie si apoi in organe, desi efectul acestuia in celulele
gazdei ramane inca un subiect de dezbatere.

e _.Am realizat pentru prima data identificarea unor specii de microARN
din planta medicinala Calendula officinalis (galbenele). Folosind secventierea de
noua generatie (NGS) am identificat patru microARN din inflorescenta de
galbenele, printre care si miR166a, contribuind la imbogatirea bazei de date a
speciilor de microARN vegetali prin efectuarea unor studii comparative cu alte
specii de plante medicinale.

e S-aefectuat o metanaliza privind stadiul actual al cunoasterii in ceea ce

priveste microARNul existent in plantele medicinale, precum si mecanismele

moleculare prin care acest ARN de mici dimensiuni, odata consumat, poate

influenta procesele biologice active din organismul animal.

e Studiul are aplicatii practice in terapie. Astfel, inverstigarea
mecanismului molecular al actiunii plantelor medicinale in organismul
consumator poate servi la caracterizarea, obtinerea si utilizarea unei noi clase

de compusi bioactivi, netoxici.









