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Ateroscleroza este o afectiune cauzatd de o serie de factori extrinseci, care se
manifesta prin dezvoltarea localizatd a leziunilor aterosclerotice in subendoteliul arterial [1,
2]. Numarul mare al factorilor de risc implicati in aparitia aterosclerozei imprima acestei
afectiuni complexitate si imposibilitate de regresie incd din stadiile timpurii ale bolii.
Dislipidemia, ca important factor de risc, este asociatd cu o serie de initiatori cheie ai
aterosclerozei precum: inflamatia, hiperglicemia si hipertensiunea [3, 4]. Persistenta acestor
factori in zonele arteriale pro-aterogene determind aparitia si progresia unei cascade de
evenimente ce afecteazd initial celulele prezente la acest nivel. Aceastd etapd este urmatd de
infiltrarea accentuatd a celulelor imune, migrarea si proliferarea celulelor musculare netede,
cu expansiunea ateromului si in final ruperea placii aterosclerotice, cauza principald a
mortalitatii asociate bolilor cardiovasculare (CVD) [5, 6].

Valorile scazute ale concentratiei de colesterol din lipoproteinele de densitate inalta
(HDL-C) in plasma umana ofera la ora actuala informatii predictive despre instalarea CVD [7-
9]. Foarte mult timp s-a crezut cd, o crestere a nivelurilor de HDL-C ar putea proteja impotriva
dezvoltarii aterosclerozei datorita abilitatii acestor lipoproteine de a media transportul invers de
colesterol (reverse cholesterol transport, RCT) de la tesuturile periferice catre ficat [10]. Aceasta
idee a fost infirmata de-a lungul timpului de studii realizate pe pacienti cu CVD, carora li s-au
administrat medicamente dezvoltate sa creasca nivelurile de HDL-C in circulatie, dintre acestea
puténd fi amintite niacina si inhibitorii proteinei de transfer a esterilor de colesterol (cholesteryl
ester transfer protein, CETP). Aceste interventii terapeutice s-au dovedit a fi eficiente Tn
cresterea concentratiilor de HDL-C, insa nu si in reducerea incidentei evenimentelor CVD [11-
13]. Acest neajuns a condus la studiul functionalitatii particulelor de HDL in vederea elucidarii
proprietatilor lor de a proteja impotriva dezvoltarii aterosclerozei [14, 15]. Dintre aceste
proprietati mai importante sunt: capacitatea de a asigura indepartarea exceselor de colesterol
prin RCT [14], abilitatea de a impiedica oxidarea lipoproteinelor de densitate joasa (low density
lipoproteins, LDL) [16] si capabilitatea de a oferi protectie anti-inflamatoare [17]. S-a observat
ca exercitarea acestor functii este asigurata de prezenta la suprafata particulelor de HDL a unor
proteine cu rol anti-oxidant, paraoxonaza 1 (PONL1) [16], anti-inflamator, apolipoproteinaAl
(apoAl) [18], anti-apoptotic, sfingozin-1 fosfatul [19], etc.

Conceptul de HDL disfunctional a fost introdus, pentru prima data, in urma cu
aproximativ 20 de ani, cand un grup de cercetatori a raportat identificarea particulelor de HDL
pro-inflamatorii rezultate ca raspuns la procesele de faza acutd [20]. Studii de proteomica,
realizate relativ recent, au evidentiat existenta a peste 80 de proteine in structura HDL sau

asociate cu aceste particule lipoproteice [21-23].



Am amintit anterior ca HDL 1indeplinesc o serie de functii anti-aterogene ca rezultat al
continutului lor in proteine, precum: PON1, apoAl si sfingozin-1 fosfat; insa o crestere a
proteinelor pro-oxidante si pro-inflamatorii associate, precum: mieloperoxidaza (MPO),
fosfolipaza A2 si amiloidul seric A1, conduce la scaderea functionalitatii acestor particule [24].

Prin urmare, imbunatatirea cantitatii si calitatii acestor molecule asociate HDL ar putea
reprezenta o noud abordare terapeutica, in scopul de a dezvolta noi modalitati prin care sa se
reduca incidenta deceselor cauzate de CVD si de ce nu, imbunatdtirea calitatii vietii acestor
pacienti. Heterogenitatea compozitionald si structurald a particulelor de HDL reprezintd un
impediment in avansarea studiilor cu privire la proprietatile anti-aterosclerotice manifestate de
aceste lipoproteine. Caracterizarea particulelor de HDL este o etapa decisiva si de viitor pentru
elucidarea mecanismelor implicate in imbundtatirea functionalitatii acestor —structuri
moleculare complexe.

Hiperlipidemia reprezinta principalul factor de risc in initierea si progresia
aterosclerozei [4]. In conditii fiziologice, ficatul, ca principalul organ de sintezi a
lipoproteinelor de densitate foarte joasa (very low density lipoproteins, VLDL) si HDL, este
implicat in reglarea la nivel genic si proteic a tuturor moleculelor ce participa la metabolismul
lipoproteinelor. Astfel, in conditii de hiperlipidemie, ficatul este direct raspunzator de
tulburarile metabolismului lipidic asociate cu procesele aterosclerotice [25]. Un alt organ
implicat in reglarea metabolismului lipidic este intestinul, despre care se stie ca participa atat
la sinteza chilomicronilor [26] si HDL [27], precum si la efluxul trans-intestinal al
colesterolului (trans-intestinal cholesterol efflux, TICE), prin intermediul céruia se asigura
eliminarea acestui sterol din organism, astfel scazand incidenta bolilor CVD [28].

In consecintd, preocuparile noastre actuale sunt indreptate catre descifrarea
mecanismelor moleculare responsabile de scaderea potentialului anti-aterogen al HDL si
dezvoltarea unor noi abordari terapeutice, care sa tinteascd organele (ficat, intestin) implicate
in sinteza proteinelor componente ale HDL, apoAl si PONI, a proteinelor functionale n
metabolismul si transportul colesterolului (transportorii ABC) si a factorilor de transcriere,
care moduleaza sinteza acestor molecule.

Dat fiind impactul aterosclerozei asupra calitatii si duratei de viatd pe Intreg globul,
lucrarea de fatd se axeazd pe identificarea de noi biomarkeri asociati HDL implicati in
progresia si evolutia bolilor cardiovasculare, precum si pe identificarea de noi cai metabolice
implicate in modularea potentialului anti-aterogen al HDL, prin care se poate incetini si, de ce

nu, reduce formarea si progresia placii aterosclerotice.



In prima parte a lucrarii de doctorat sunt descrise succint aspectele teoretice legate de
metabolismul HDL, evolutia procesului aterosclerotic, stresul reticulului endoplasmic si rolul
anti-aterogen al HDL. Ce-a de-a doua parte a lucrarii, care include contributiile originale ale
prezentei teze de doctorat, este Tmpartita in doua studii majore.

Primul studiu este intitulat “Identificarea de noi biomarkeri predictivi ai evolutiei
bolii la pacientii cu afectiuni coronariene” si urmareste doud obiective generale:

(i) Evaluarea markerilor de stres oxidativ si inflamator din sdngele pacientilor cu
sindrom coronarian acut comparativ cu cei cu angind stabild,

(ii) Identificarea HDL disfunctional la pacientii cu boala coronariand; evaluarea
potentialului anti-inflamator al subfractiilor de HDL exercitat asupra celulelor
endoteliale umane.

Cel de-al doilea studiu se refera la “Elucidarea mecanismelor moleculare de
reversie a steatozei hepatice si aterosclerozei in hamsterul hiperlipidemic” si este
structurat in doua parti:

(A) Evidentierea mecanismelor moleculare implicate in modularea potentialului anti-
aterogen al HDL, care are ca obiectiv general: Evidentierea mecanismelor moleculare de
actiune a dietei grase in ficatul si intestinul subtire al hamsterilor hiperlipidemici.

(B) Evaluarea efectului terapeutic al extractului de ghimbir si al reversiei dietei
hiperlipidemice asupra steatozei hepatice, care urmareste doua obiective generale:

(i) Evaluarea mecanismelor moleculare de actiune a extractului de ghimbir asupra
ficatului steatotic al hamsterilor hiperlipidemici;

(ii) Evidentierea efectului benefic al reversiei dietei hiperlipidemice asupra steatozei
hepatice si excretiei de colesterol prin intestinul subtire; identificarea mecanismelor
moleculare implicate.

Pentru a indeplini obiectivele propuse in prezenta lucrare am folosit o serie de tehnici
de biochimie, biologie moleculara si culturi de celule, care au fost descrise amanuntit in
sectiunea ,,Protocoale experimentale si metode de analizd” caracteristicd fiecarui capitol.
Pentru o mai buna reproductibilitate a rezultatelor obtinute, am optimizat protocolul de dozare
a activitatii enzimatice a PON1 in ser prin modificarea tamponului de lucru, a concentratiilor
componentelor, precum si a pH-ului acestuia. Am pus la punct metoda cea mai eficienta de
determinare a activitatii enzimatice a PON1 si MPO pentru probe de tesut prin omogenizarea
acestora in tampon RIPA (Radioimmunoprecipitation assay buffer) si am realizat teste de
stabilitate a enzimei PON1 atat in ser, precum si in subfractiile de HDL, la 4 °C, minus 80 °C

si la trei cicluri de congelare-decongelare.



De asemenea, am optimizat metoda de cuantificare a proteinelor PON1 si MPO in
plasma si omogenate de tesut prin tehnica ELISA, in ceea ce priveste dilutiile probelor si

procesarea pieselor de tesut.

Primul studiu al capitolului de contributii originale trateaza aspecte legate de
identificarea unor noi biomarkeri predictivi ai evolutiei bolii la pacientii cu afectiuni coronariene
(coronary artery disease, CAD). Tn cadrul acestui studiu ne-am propus, pe de o parte, evaluarea
unor markeri de stres oxidativ si inflamator din sangele pacientilor CAD, care ar putea
discrimina Tntre pacientii cu sindrom coronarian acut comparativ cu cei cu angina stabila si pe de
altd parte, identificarea HDL disfunctional la acesti pacienti si evaluarea potentialului anti-
inflamator al subfractiilor de HDL exercitat asupra celulelor endoteliale umane in cultura (linia
EAhy926) activate de TNFa.

In studiu au fost inrolati 93 de pacienti CAD (36 de femei si 57 de barbati) impartiti in
doua grupuri: (i) grupul de pacienti cu angina stabila (AS, n = 40) si (ii) grupul de pacienti cu
sindrom coronarian acut (SCA, n = 53). In studiu au fost inclusi si 28 de subiecti clinic
sanatosi, care au format grupul control (N) (16 femei si 12 barbati). Toti pacientii CAD au
fost inrolati, dupa inregistrarea consimtamantului informat, de catre Departamentul de
Cardiologie al Spitalului Universitar de Urgenta Elias, Bucuresti. Probele de sénge provenite
de la subiectii N au fost furnizate de catre Centrul de Transfuzie a Sangelui din Bucuresti.

Rezultatele raportate in literatura au evidentiat identificarea unui numar mare de markeri
moleculari plasmatici de stres oxidativ si inflamator pentru predictia evenimentelor
cardiovasculare. Dintre aceste molecule se pot aminti PONL1 [8, 29], MPO, LDL oxidat (LDLox),
proteina C reactivd (CRP), proteina chemotractantd monocitara 1 (MCP-1), etc [30]. Tn ciuda
dezvoltarii unui numar mare de medicamente destinate tratamentului CAD, un procent mare al
pacientilor care sufera de aceastd boala decedeaza, astfel fiind necesara gasirea de noi biomarkeri
predictivi pentru vulnerabilitatea CAD.

Pentru a indeplini scopul primului obiectiv al acestui studiu, ne-am propus analiza
moleculelor implicate in promovarea stresului oxidativ si inflamator precum enzimele PONI1,
MPO si proteinele MCP-1, VCAM-1 si CRP in plasma pacientilor SCA comparativ cu AS, Tn
vederea identificarii de noi biomarkeri predictivi care sa discrimineze intre pacientii CAD
vulnerabili si cei cu AS si de a dezvolta noi tinte moleculare in vederea terapiei indreptate
catre ncetinirea sau chiar regresia placii aterosclerotice.

Rezultatele obtinute au evidentiat cd pacientii cu SCA prezinta cele mai mici valori

serice ale concentratiei si activitatii enzimatice a PONI1, insa cele mai ridicate valori ale



nivelurilor de MPO, TBARS, 4-HNE si LDLox comparativ cu grupul AS. De asemenea, am
aratat ca valorile cele mai ridicate ale sSVCAM-1, MCP-1 si CRP au fost inregistrate in plasma
pacientilor SCA comparativ cu AS. Prin urmare, am observat ca nivelurile crescute de MPO,
LDLox, TBARS, 4-HNE si nivelurile scazute ale concentratiei si activitatii enzimatice a
PONI1 se coreleaza cu stresul inflamator crescut in plasma pacientilor SCA fata de AS si pot
discrimina ntre aceste grupuri de pacienti CAD.

Mai departe, ne-am propus identificarea unor modificari care apar in compozitia
subfractiilor de HDL (proteine, activitati ale unor enzime si statusul oxidativ) si estimarea
gradului in care aceste modificari pot discrimina intre pacientii SCA si AS. Pentru a valida
datele cu privire la alterarea compozitiei HDL, am evaluat potentialul anti-inflamator al
subfractiilor de HDL asupra celulelor endoteliale umane din linia EAhy926 activate cu TNFa.

Este cunoscut faptul ca particulele de HDL sunt complexe macromoleculare alcatuite
din lipide si proteine, sunt sintetizate de catre ficat si intestinul subtire, fiind implicate n
transportul lipidelor (colesterol liber si esterificat, fosfolipide si trigliceride) si
apolipoproteinelor (apoAl, apoAll, apoCIll, apoE) in circulatia sistemicd [31-33]. Tn plasma
umana, particulele de HDL sunt reprezentate de doua subfractii majore: HDL> si HDL3, care
prezinta dimensiuni, densitdti si compozitii diferite [33]. Particulele de HDL poseda
proprietati ateroprotective datoritd capacitatii lor de a indeparta colesterolul aflat in exces in
tesuturile periferice, precum tesutul adipos, tesutul muscular si in conditii patologice
subendoteliul arterial. Colesterolul este transportat de HDL la ficat prin asa numita cale de
transport invers de colesterol (RCT) [34]. Recent a fost propusad o noua ipoteza, cu privire la
beneficiile HDL, bazata pe functionalitatea acestor particule, despre care se crede ca este mult
mai relevantad pentru a descrie statusul pacientilor CAD comparativ cu nivelurile de HDL-C
[35, 36]. Functionalitatea HDL a fost pusa in evidenta in urma realizarii unor teste prin care s-
a urmadrit potentialul acestor particule de a proteja LDL impotriva oxidarii sau de a indeparta
colesterolul in exces din macrofagele incarcate cu lipide [37]. Prin urmare, este acceptat faptul
ca functionalitatea HDL este strans asociata compozitiei si calitdtii moleculelor din alcatuirea
acestor lipoproteine.

Rezultatele originale ale acestui obiectiv au evidentiat ca subfractiile de HDL: si
HDL3 izolate de la pacientii SCA sunt mai putin functionale decat cele provenite de la
pacientii AS, iar aceastd diferentd poate fi explicatd prin aparitia nivelurilor crescute ale
proteinelor apoClll, MPO, ceruloplasmind (CP) si apoAl modificatd oxidativ si diminuarea

concentratiei proteice si activitatii enzimatice a PON1 la nivelul acestor particule.



Mai mult, disfunctionalitatea particulelor de HDL provenite de la pacientii SCA
comparativ cu AS poate fi datorata scaderii potentialului anti-inflamator al acestor lipoproteine,
explicata prin cresterea expresiei proteice a VCAM-1, sVCAM-1 mediata de ADAM17, MCP-1
si CRP 1n celulele endoteliale activate cu TNFa, respectiv in mediul lor de cultura.

Prin urmare, am observat cd panelul de markeri evaluati (nivelurile crescute de
apoClIIl, MPO, apoAl oxidata, CP, si nivelurile scazute ale proteinei PON1) se coreleaza cu
potentialul anti-inflamator redus al subfractiilor de HDL izolate de la pacientii SCA si AS si
poate discrimina intre aceste grupuri de pacienti CAD.

Aceste date originale cuprinse in primul studiu al prezentei teze de doctorat s-au
concretizat in articolul cu titlul: Dysfunctional high-density lipoproteins have distinct
composition, diminished anti-inflammatory potential and discriminate acute coronary
syndrome from stable coronary artery disease patients, autori: Carnutia, M.G., Stancu,
C.S., Toma, L., Sanda, G.M., Niculescu, L.S., Deleanu, M., Popescu, A.C., Popescu, M.R.,
Vlad, A., Dimulescu, D.R., Simionescu, M., Sima, A.V., publicat in revista Sci Rep 2017
4;7(1):7295. doi: 10.1038/s41598-017-07821-5. Factor de impact in 2016/2017: 4,259, Q1.
Articol premiat in 2017 de catre UEFISCDI.

Cel de-al doilea studiu al capitolului de contributii originale are ca scop elucidarea
mecanismelor moleculare de reversie a steatozei hepatice si aterosclerozei in hamsterul
hiperlipidemic. Acest studiu si-a propus, pe de o parte, evidentierea mecanismelor moleculare
de actiune a dietei grase, prin care se induce aparitia apoAl modificatd prin oxidare si
scaderea expresiei proteice si a activitatii enzimatice a PON1 in ficatul si intestinul subtire al
hamsterilor hiperlipidemici/hiperlipidemici-hiperglicemici si, pe de alta parte, dezvoltarea
unor strategii terapeutice, care vizeaza steatoza hepaticd si indirect stoparea proceselor
aterosclerotice.

Studiul urmareste trei obiective generale, dintre care primul obiectiv este axat pe
evidentierea mecanismelor moleculare de actiune a dietei grase in ficatul si intestinul subtire
al hamsterilor hiperlipidemici/hiperlipidemici-hiperglicemici.

Astfel, studiul in vivo a inclus trei grupuri de hamsteri sirieni aurii (Mesocricetus
auratus): (i) grupul de hamsteri control (N, n = 12) care a primit hrana normala (ad libitum);
(if) grupul de hamsteri hiperlipidemici (HL, n = 24) care a fost hranit cu dieta bogata in
grasimi (hrand normald suplimentata cu 3% colesterol si 15% unt) timp de 16 saptamani si
(iii) grupul de hamsteri hiperlipidemici-hiperglicemici (HLHG, n=12), derivat din hamsterii

HL dupa cele 16 saptamani de dieta grasa.



Prin urmare, la finalul celor 16 saptamani de dieta grasa, in grupul de hamsteri HL au rdamas
numai 12 animale, restul de 12 dezvoltand spontan hiperglicemie si conducand la al treilea
grup experimental (HLHG).

Au fost raportate o serie de date contradictorii cu privire la implicarea axei intestin-
ficat in aparitia aterosclerozei. Aceasta contradictie se datoreaza utilizarii diferitelor modele
animale (soareci si sobolani), diete si protocoale experimentale [38]. Studiile raportate de
laboratorul nostru precum si de alte grupuri au evidentiat ca un model animal adecvat pentru
cercetarea in domeniul aterosclerozei este hamsterul auriu sirian deoarece metabolismul sau
lipidic este asemandtor cu cel al omului, spre deosebire de modelul soarecelui si al
sobolanului [39, 40].

La sinteza particulelor de HDL participa predominant ficatul, insd intr-o masura mai
mica si intestinul subtire [41]. Pentru ca aceste lipoproteine sa isi poata indeplini functiile de
baza este necesar ca nivelurile si calitatea componentelor, precum apoAl si enzima anti-
oxidanta PONI, sa fie functionale [42]. Modificarile oxidative care apar in structura primara a
moleculelor de apoAl fac ca particulele de HDL sa devina disfunctionale, prin urmare apoAl
modificata prin oxidare este consideratd marker al disfunctionalitatii HDL [43, 44]. De
asemenea, scaderea activitdtii enzimatice a PON1 a fost observatd in singele pacientilor
CAD, atat de grupul nostru cat si de alti cercetatori si a fost asociata cu prezenta HDL
disfunctional [45, 46].

Data fiind importanta enzimei PONI1 in functionalitatea HDL, este necesara
cunoasterea mecanismului prin care este reglatd expresia sa genica si proteica la nivelul
ficatului si intestinului subtire. Datele din literaturd cu privire la sinteza si secretia proteinel
PONI1 de catre intestinul subtire sunt contradictorii, fiind la ora actuald subiect de dezbatere
[47, 48]. Prin studii realizate pe celulele tumorale hepatice umane, s-a evidentiat faptul ca
promotorul genei PONL1 este supra-reglat de factorul de transcriere LXR, care este activat prin
intermediul oxisterolilor [49]. De asemenea, studiile realizate pe hepatocite umane din linia
HuUH7 au condus la observatia prin care este acceptatd implicarea factorului de transcriere
PPARY in reglarea pozitiva a PON1, la nivel genic [50]. Mai mult, impactul negativ pe care 1l
exercitd hiperlipidemia si hiperglicemia asupra capacitatii factorilor de transcriere LXR si
PPAR de a regla expresia PON1 1in ficat si intestinul subtire nu este pe deplin elucidat, astfel
necesitand o atentie deosebita.

Reticulul endoplasmic (RE) este organitul celular central implicat Tn sinteza proteinelor

si lipidelor. Acumularea proteinelor Impachetate incorect in lumenul RE ca raspuns la diferiti



stimuli precum hiperlipidemia, hiperglicemia, stresul oxidativ si ischemia induce aparitia
stresului RE [51].

Contributiile originale ale acestui prim obiectiv au evidentiat ca: (i) sinteza proteinei
PONI este realizatd si de intestinul subtire, iar expresia sa genicd este comparabild cu cea
intalnita in ficatul hamsterilor; (ii) hiperlipidemia alaturi de hiperglicemie este asociata cu
reducerea expresiei genice si proteice a moleculelor PON1 si apoAl in intestinul subtire al
hamsterilor (HLHG > HL), (iii) prezenta hiperlipidemiei/hiperglicemiei reduce dramatic
expresia genica si nivelurile proteinei PON1 1n ficatul hamsterilor hraniti cu dieta bogatd in
grasimi, dar nu si pe cele ale apoAl (HLHG > HL) si (iv) hiperlipidemia asociatd
hiperglicemiei amplifica stresul oxidativ si al RE in intestinul subtire si ficatul hamsterilor
hraniti cu dietd bogata in grasimi, ceea ce conduce la diminuarea sintezei proteinelor LXR si
PPARYy, astfel reducand exprimarea la nivel proteic a PON1.

Rezultatele acestui obiectiv s-au concretizat in articolul cu titlul: Hyperlipidemia-
induced hepatic and small intestine ER stress and decreased paraoxonase 1 expression
and activity is associated with HDL dysfunction in Syrian hamsters, autori: Stancu, C.S.,
Carnutia, M.G., Sanda, G.M., Toma, L., Deleanu, M., Niculescu, L.S., Sasson, S.,
Simionescu, M., Sima, A.V., publicat in revista Mol. Nutr. Food Res. 2015, 59, 2293-2302
DOI 10.1002/mnfr.201500422 .Factor de impact in 2016/2017: 4,323, Q1. Articol premiat in
2016 de catre UEFISCDI.

Cel de-al doilea obiectiv al studiului realizat pe modelul hamsterului sirian auriu si-a
propus evidentierea efectului benefic al extractului de ghimbir asupra steatozei hepatice
induse de dieta bogatd in grisimi si evaluarea mecanismelor moleculare care stau la baza
acestui efect.

Tn acest studiu am folosit trei grupuri de hamsteri: (i) un grup de hamsteri control (N, n =
7) care a primit hrand normala (ad libitum); (ii) un grup de hamsteri hiperlipidemici (HL, n = 7)
care a primit hrana bogata 1n grasimi (hrana normald suplimentata cu 3% colesterol si 15% unt)
pentru 21 de saptamani si (iii) un grup de hamsteri HL, tratat cu extract de ghimbir concomitent
cu dieta grasa, in ultimele 5 saptamani ale perioadei experimentale (HL-GIN, n = 7).

Este cunoscut faptul ca ficatul este organul principal implicat in realizarea unui numar
mare de procese metabolice, precum lipogeneza, sinteza proteinelor si homeostazia
colesterolului si glucozei [52]. Astfel, acumularea excesiva a lipidelor in ficat determina
initial aparitia afectiunii denumita boala ficatului gras non-alcoolic (non-alcoholic fatty liver

disease, NAFLD), care cuprinde o serie de alte afectiuni, precum steatoza hepaticd si



steatohepatita non-alcoolica, care netratate pot genera in final ciroza hepatica si carcinomul
hepatocelular [53]. Factorii determinanti in patogeneza NAFLD sunt formarea speciilor
reactive de oxigen (ROS) si generarea stresului RE ca raspuns la acumularea de acizi grasi si
colesterol in ficat [54, 55]. Homeostazia colesterolului este mentinuta in ficat prin balanta
dintre preluare, sinteza si excretie. Este cunoscut faptul ca transportorul ABCG5/G8 joacd un
rol esential in promovarea excretiei hepatobiliare a sterolilor neutri, astfel regland
metabolismul lipidic [56]. De asemenea, enzima colesterol 7-hidroxilaza (CYP7Al)
controleaza efluxul sterolilor prin conversia moleculelor de colesterol Tn acizi biliari [56].

Sinteza proteinelor ABCG5/G8 si CYP7ALI este mediatd de factorul de transcriere
LXR [57]. Un alt factor de transcriere care regleaza sinteza unui numar considerabil de
proteine implicate in metabolismul lipidic este factorul nuclear PPAR. Un numar mare de
studii au aratat cd activarea PPARa amelioreaza rezistenta la insulind si steatoza hepatica in
soarecii hraniti cu dieta bogata in fructoza [58].

Rizomii de ghimbir (Zingiber officinale) sunt utilizati in tratamentul diferitelor
afectiuni, precum si ca supliment in bauturi si produse alimentare [59]. Au fost identificati
mai mult de 400 de compusi diferiti in extractul de ghimbir, cel mai abundent fiind 6-
gingerolul [60]. Date recente au demonstrat ca ghimbirul poate actiona ca modulator imun,
prezinta proprietati anti-tumorigene, anti-inflamatorii, anti-apoptotice, anti-oxidante si anti-
coagulante [61-63].

Datele prezentate In acest studiu au evidentiat faptul ca administrarea simultand a
extractului de ghimbir cu dieta bogata in grasimi conduce la: (i) ameliorarea stresului oxidativ
prin cresterea nivelurilor si activitdtii enzimatice a PONI si scdderea concentratiei proteice si
activitatii enzimatice a MPO in ficatul hamsterilor HL, (ii) imbunatatirea functiei hepatice prin
intensificarea sintezei proteinelor ABCG5/GS8 si CYP7ALI, care la randul lor determina scaderea
nivelurilor de colesterol acumulat, si (iii) restabilirea functiei RE in ficatul hamsterilor HL-GIN
prin scaderea expresiei proteice a serin/treonin-protein kinazei/endonucleazei (IREla),
factorului de activare a transcrierii 6 (ATF6a) si receptorilor KDEL (KDELR), ceea ce conduce
la cresterea sintezei proteice a factorilor de transcriere LXRo/p si PPARy, mecanism ce st la
baza intensificarii sintezei ABCG5/G8, CYP7AL si PONI.

Luate impreund, aceste rezultate ar putea contribui la dezvoltarea de noi strategii
destinate diminudrii acumularii de lipide si scaderii stresului oxidativ In ficatul steatotic, cu
scopul de a-i imbunatatii functiile specifice si de a reduce indirect progresia bolii

aterosclerotice.



Rezultatele obtinute in cadrul acestui obiectiv s-au concretizat in articolul cu titlul:
Zingiber officinale extract administration diminishes steroyl-CoA desaturase gene
expression and activity in hyperlipidemic hamster liver by reducing the oxidative and
endoplasmic reticulum stress., autori: Carnutia, M.G., Deleanu, M., Barbalata, T., Toma,
L., Raileanu, M., Sima, A.V., Stancu, C.S., publicat Tn revista Phytomedicine. 2018, doi
https://doi.org/10.1016/j.phymed.2018.04.059. Factor de impact in 2016/2017: 3,526, Q1.

Ultimul studiu realizat pe modelul hamsterului sirian auriu a avut ca obiectiv
evidentierea efectului benefic al reversiei dietei hiperlipidemice asupra steatozei hepatice si
excretiei de colesterol prin intestinul subtire si identificarea mecanismelor moleculare implicate.

Prezentul studiu a inclus un numar de 30 de hamsteri sirieni aurii distribuiti in trei
grupuri de lucru: (i) grupul de hamsteri control care a primit hrana standard (N, n = 10), (ii)
grupul de hamsteri care a primit hrana standard suplimentata cu 3% colesterol si 15% unt, timp
de 21 de saptamani (grupul hiperlipidemic, HL, n = 10) si (iii) grupul de hamsteri care a primit
hrana standard suplimentatd cu 3% colesterol si 15% unt, timp de 15 saptamani. In ultimele 6
saptamani (din totalul de 21 de sdptamani) animalele din acest grup au primit hrana standard in
locul dietei hiperlipidemice (grupul de reversie a dietei hiperlipidemice, HL-RD, n = 10).

Am amintit anterior despre rolul esential al ficatului in lipogeneza si sinteza
proteinelor [52]. Mentionam cd acumularea excesiva a lipidelor in ficat determina aparitia
bolii ficatului gras non-alcoolic, NAFLD [53], insa hotaratoare pentru patogeneza NAFLD
sunt prezenta ROS si amplificarea stresului RE ca rezultat al acumularii de lipide (in special
colesterol si acizi grasi) in ficat [54, 55].

Implicarea transportorului ABCG5/G8 1in excretia colesterolului la nivelul
canaliculilor biliari are o importanta deosebitd pentru diminuarea incarcarii lipidice a
ficatului, reglarea metabolismului lipidic si in consecintd reducerea stresului oxidativ si al RE
[56]. HDL exercitd un rol anti-aterogen considerabil prin numeroasele functii pe care le
poseda (potential anti-oxidant, anti-inflamator, de transport invers de colesterol, etc) si
contribuie la reglarea metabolismului lipidic. Prin urmare, supra-exprimarea proteinelor
componente ale HDL (de exemplu apoAl, PON1), precum si a celor implicate in modularea
incarcarii lipidice a acestor particule (de exemplu ABCAL1), reprezintd abordari promitatoare
n vederea Tncetinirii si/sau reversiei bolii aterosclerotice.

La nivel intracelular au loc un numar mare de procese ce intervin in reglarea
homeostaziei colesterolului si acizilor grasi. La aceste procese participa o serie de molecule

precum: proteina de legare la acizii grasi (FABP-4), care faciliteaza transportul acizilor grasi
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la diferite compartimente intracelulare [64] si hidroxiacil-CoA dehidrogenaza/3-ketoacil-CoA
tiolaza/enoil-CoA hidrataza (HADHA), cunoscutid si ca subunitatea alfa a complexului
multienzimatic trifunctional prezent in mitocondrie, care este implicata in f—oxidarea acizilor
grasi cu catena lunga [65].

Reglarea la nivel genic este esentiald pentru a modula sinteza proteinelor responsabile de
functionalitatea HDL si excretia excesului de colesterol, precum: apoAl, PON1, ABCA1l, ABCG5
si ABCGS. Factorii de transcriere LXR si PPAR sunt cunoscuti a fi implicati in reglarea
transcrierii genelor care codifica proteinele implicate in metabolismul lipidic [58, 66].
Importante in reglarea metabolismului lipidic sunt si moleculele care moduleaza proteinele
implicate in transcrierea genica. Dintre acesti modulatori pot fi amintiti: deaceatilaza sirtuin-1
dependentd de NAD (Sirtuin 1, SIRTI), implicatd in reglarea metabolismului lipidic prin
modularea pozitiva a factorilor de transcriere precum LXR, PPARy, SREBP-1c [67, 68] si
proteina 39B cu domenii repetitive tetratricopeptidice (tetratricopeptide repeat protein 39B,
TTC39B), despre care se considera ca este implicatd in metabolismul lipidic prin legarea la
proteine reglatoare ale HDL pe care le directioneaza astfel catre proteosom pentru degradare,
insd mecanismele implicate in acest proces nu sunt pe deplin elucidate [69]. Pe langa ficat,
intestinul subtire participd activ la biosinteza HDL, iar acest aspect il face un candidat
excelent in vederea reglarii metabolismului lipidic [48].

Scopul ultimului obiectiv a constat in investigarea efectului reversiei dietei HL asupra
steatozei hepatice, evaluarea cantitdtiilor de lipide acumulate in ficatul hamsterilor HL, n
paralel cu masurarea expresiei genice si proteice a transportorilor ABCGS, ABCGS si
ABCAL, in ficat si intestinul subtire. De asemenea, am urmarit efectul reversiei dietei HL
asupra factorilor de transcriere LXR si PPAR, a modulatorilor proteici SIRT1 si TTC39B si
asupra stresului oxidativ si al RE 1n ficat si intestinul subtire.

Datele raportate Tn acest studiu au evidentiat faptul ca reversia dietei HL a indus: (i)
diminuarea stresului oxidativ prin cresterea nivelurilor si activitatii enzimatice a PON1 si
scaderea concentratiei si activitatii enzimatice a MPO in ficat si intestinul subtire al
hamsterilor, (ii) imbunatatirea statusului oxidativ prin diminuarea nivelurilor proteinei FABP-
4 si intensificarea sintezei hepatice a HADHA, (iii) reversia bolii steatotice prin stimularea
sintezei proteice a ABCG5/GS8, apoAl si scaderea expresiei proteice a apoE in ficat si
intestinul subtire, care la randul lor determind diminuarea nivelurilor de colesterol si (iv)
imbunatatirea functiei RE in ficatul si intestinul subtire al hamsterilor HL-RD, ceea ce

conduce la cresterea expresiei genice si proteice a factorilor LXRa si PPARy ca rezultat al



cresterii expresiei genice si nivelurilor proteinelor SIRT1 i TTC39B, mecanism care sta la
baza intensificarii sintezei ABCGS5/GS8, apoAl si PONI.

Prin urmare, putem aprecia ca reversia dietei HL, chiar si pe o perioada scurta de timp
(6 saptamani), a condus la stimularea la nivel genic si proteic a transportorului ABCG5/GS, a
proteinei majoritare apoAl si a enzimei anti-oxidante PON1 prin cresterea moderata a
nivelurilor factorilor de transcrire LXR si PPAR si a modulatorilor lor SIRT1 si TTC39B,
contribuind Tn acest fel la diminuarea excesului de colesterol acumulat in ficat si la
imbunatatirea functiei hepatice cu posibilitatea reducerii incidentei de aparitie a CAD.

Datele prezentate mai sus reprezinta obiectivul unui articol in pregatire.

Rezultatele obtinute in cele doua studii principale, primul realizat in vivo pe pacienti
Cu boald coronariand si in vitro pe celule endoteliale umane in cultura si cel de-al doilea
realizat in vivo utilizdnd modelul hamsterului hiperlipidemic, au condus la o serie de

concluzii generale care sunt enuntate mai jos.

Biomarkeri predictivi ai evolutiei bolii la pacientii cu angina stabila (AS) si sindrom

coronarian acut (SCA)

+ Sangele pacientilor SCA prezintd un status pro-oxidant crescut comparativ cu pacientii AS
ca urmare a scaderii expresiei proteice si activitdtii enzimatice a PON1 si cresterii

nivelurilor de MPO, TBARS, 4-HNE si LDLox.

* Sangele pacientilor SCA prezintd subfractii de HDL> si HDLs disfunctionale (mult mai
accentuat la HDL3) comparativ cu AS, iar aceasta disfunctionalitate poate fi explicata prin

aparitia nivelurilor crescute ale proteinelor apoClll, MPO, CP si apoAl modificata oxidativ.

+ Pacientii SCA prezintd subfractii de HDL2 si HDL3 cu efect anti-inflamator diminuat
comparativ cu AS, acest efect fiind evidentiat pe celule endoteliale activate cu TNFa si
exprimat prin cresterea nivelurilor de MCP-1, CRP, VCAM-1 si sVCAM-1, crestere
mediata de proteaza celulara ADAM17

Mecanisme moleculare implicate in modularea potentialului anti-aterogen al HDL pe

hamsterul hiperlipidemic (HL) si hiperlipidemic-hiperglicemic (HLHG)

+ Intestinul subtire al hamsterului sirian auriu are capacitatea de a sintetiza PON1, expresia

sa fiind comparabila cu cea din ficatul acestor animale.



*

*

Conditia de hiperlipidemie-hiperglicemie conduce la alterarea capacitatii de sinteza a HDL de

catre intestinul subtire al hamsterilor HL prin scaderea sintezei PON1 si apoAl (HLHG > HL).

Conditia de hiperlipidemie-hiperglicemie conduce la alterarea potentialului anti-oxidant al
HDL prin diminuarea sintezei proteice a PONL1 in ficatul si intestinul subtire al

hamsterilor hraniti cu dieta bogata in grasimi (HLHG > HL).

Mecanismul propus pentru actiunea dietei grase implica inducerea stresului oxidativ si
al reticulului endoplasmic in ficatul si intestinul subtire al hamsterilor (HLHG > HL), care
conduce la diminuarea nivelurilor factorilor de transcriere LXR si PPARY, ducand astfel la

reducerea expresiei proteice a PONL.

Efectul terapeutic al extractului de ghimbir si al reversiei dietei hiperlipidemice asupra

steatozei hepatice in hamsterul HL

*

Administrarea extractului de ghimbir concomitent cu dieta HL a condus la:

e ameliorarea statusului oxidativ si imbunatatirea functionalitatii reticulului endoplasmic,
ca rezultat al cresterii nivelurilor si activitatii enzimatice a PON1 si al diminuarii
concentratiei si activitatii enzimatice a MPO in ficatul hamsterilor (HL-GIN > HL);

e Imbunatitirea functiei hepatice prin intensificarea sintezei ABCG5/G8 si CYP7AL,

care la raAndul lor determind scaderea nivelurilor de colesterol acumulat Tn ficat.

Mecanismul de actiune al extractului de ghimbir propus implica reducerea stresului
reticulului endoplasmic in ficatul hamsterilor HL, care induce cresterea expresiei proteice

a factorilor LXRa/P si PPARY si stimularea sintezet ABCG5/G8 st CYP7AL.

Reversia dietei HL determina:

e ameliorarea stresului oxidativ prin cresterea nivelurilor si activitatii enzimatice a
PONI si scaderea concentratiei si activitdtii enzimatice a MPO in ficat si intestinul
subtire al hamsterilor HL (HL-RD > HL);

e imbunatatirea functiei de sinteza a reticulului endoplasmic, ca rezultat al diminuarii
stresului oxidativ in ficat, asociat cu scaderea sintezei FABP-4 si cresterea sintezei
HADHA (HL-RD > HL);

e reglarea functiei hepatice prin ameliorarea bolii steatotice, ca rezultat al stimularii

sintezei proteice a transportorului ABCG5/G8, apoAl si blocarea sintezei apoE 1n



ficatul si intestinul subtire al hamsterilor, determin&nd Tn acest fel scaderea nivelurilor

de colesterol (HL-RD > HL).

+ Mecanismul propus, prin care intreruperea dietei HL exercita efecte benefice consta
in reducerea stresului reticulului endoplasmic, care conduce la cresterea expresiei genice
si proteice a factorilor LXRa si PPARY si a modulatorilor proteici SIRT1 si TTC39B n
ficatul si intestinul subtire al hamsterilor si la stimularea sintezei apoAl, PONI1 si
ABCG5/G8.

Luate impreund, aceste rezultate ar putea contribui la identificarea de noi biomarkeri
implicati In progresia si evolutia bolilor cardiovasculare, precum si la stabilirea de noi cai
metabolice implicate in modularea potentialului anti-aterogen al HDL, prin care se poate

incetini si/sau reduce formarea si progresia placii aterosclerotice

Perspective
Boala cardiovasculara reprezinta principala afectiune a cérei progresie este greu de
controlat, chiar si in stadiile incipiente ale dezvoltarii. Numeroasele incercari de incetinire si
regresie a ateromului prin utilizarea diferitelor medicamente (statine, fibrati, niacina) au reusit
partial sa controleze aceastd afectiune, Insd efectele benefice au fost de multe ori depasite de
cele secundare. Din acest motiv, imi propun:
e Continuarea studiului privind descifrarea cailor de semnalizare implicate in modularea
potentialului anti-aterogen al HDL.
e Studierea mecanismelor prin care diferiti agenti (activatori sau represori genici /
proteici) exercitd efecte benefice prin cresterea potentialului anti-aterogen al HDL si
testarea lor ca potentiali compusi cu efect terapeutic, cu scopul de a reduce boala

aterosclerotica.
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