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INTRODUCERE S$1I OBIECTIVE

Ateroscleroza este una dintre principalele cauze de mortalitate in tarile dezvoltate. Datele
din literatura sustin ca ateroscleroza este o boala multifactoriala in care inflamatia si dislipidemia
se intersecteaza si cd indiferent de initiator, ambele participa din stadiile incipiente pand la soarta
finala a placii ateromatoase. Unul dintre factorii de risc majori in ateroscleroza este modificarea
homeostaziei plasmatice, cum ar fi hipercolesterolemia. Aceasta afecteaza initial celulele
endoteliale, pe care le activeaza si ca urmare, acestea incep sa exprime noi molecule de adeziune
si factori chemotactici ce conduc la initierea unui proces inflamator. Inflamatia implica recrutarea
de celule imune circulante care agraveaza si accelereaza dezvoltarea ateromului [1]. Raspunsul
inflamator initial poate fi considerat ca un mecanism de aparare, dar amplificarea sa ulterioard
accelereaza ateroscleroza [2, 3]. De asemenea, componentele lipoproteinelor plasmatice, diverse
structuri microbiene sau proteinele de soc termic induc un proces inflamator care, de la sine, poate
genera formarea placii aterosclerotice. Aproximativ jumatate dintre pacienti dezvolta ateroscleroza

in absenta hipercolesterolemiei sistemice [4].



Desi intregul sistem vascular este expus factorilor de risc, ateroscleroza se dezvolta
preferential in anumite zone precum punctele de ramificatie, peretele exterior al bifurcatiilor,
peretele interior al curburilor sau valvele cardiace, zone caracterizate prin variatii ale stresului de
curgere sau tulburdri ale fluxului [5, 6]. Dezvoltarea ateromului este un proces continuu.
Implicarea progresiva a celulelor rezidente si nerezidente vasculare si a produselor lor de secretie
defineste o secventa de etape consecutive care duc de la formarea de striuri lipidice, la placa fibro-
lipidica si in cele din urma, la ruptura placii si aterotromboza [2].

Lipoproteinele sunt structuri alcdtuite in principal din lipide si proteine. Ele indeplinesc
functia de transport a colesterolului, trigliceridelor si fosfolipidelor in plasma. Lipoproteinele
prezinta doud componente: un invelis extern hidrofil care contine apolipoproteine, fosfolipide si
colesterol neesterificat si nucleul central hidrofob, alcatuit din colesterol esterificat si trigliceride.
Apolipoproteinele asigura solubilitatea lipoproteinelor, dar sunt si cofactori enzimatici sau liganzi
pentru receptori celulari specifici. Se cunosc patru clase majore de apolipoproteine: A, B, C si E.
Apolipoproteina E (apoE) este o componentda a lipoproteinelor plasmatice, care participa la
indepartarea lipoproteinelor aterogene din circulatie. Studiile in vitro si in vivo au aratat ca mutatii
ale apoE sunt asociate cu nivel crescut de colesterol si ateroscleroza prematura, atat in animale
experimentale, cat si la oameni [7]. Nivelul fiziologic de apoE in plasma este asociat cu scaderea
riscului bolilor cardiovasculare, prin reducerea nivelului de lipoproteine aterogene circulante, prin
efluxul de colesterol, dar si prin inhibarea expresiei moleculelor de adeziune la suprafata
endoteliala [8].

Progresele recente in terapiile cardiovasculare au dus la dezvoltarea de noi agenti care
vizeaza apolipoproteine specifice pentru a reduce riscul de ateroscleroza [9, 10].

Stiinta nanoparticulelor schimba rapid perspectiva diferitelor domenii stiintifice si
defineste noi platforme tehnologice. Acest lucru este si mai evident in domeniul nanomedicinei in
care au fost utilizate nanoparticulele ca instrument pentru tratamentul si diagnosticul multor boli
[11]. Cu toate acestea, in ciuda imensului beneficiu conferit, existd si restrictionari ale acestei
tehnologii care vizeaza efectele pe termen scurt si lung asupra organismului uman.

Scopul acestei teze de doctorat a fost determinarea unor mecanisme de reglare genica ce
duc la diminuarea expresiei unor apolipoproteine si producerea de nanoparticule pe baza de
fulerenol cuplate cu apoE (Full-apoE) care mimeaza particulele de lipoprotein, care ar putea fi

utilizate pentru a compensa expresia scazuta a apoE.



Ipoteza noastra afirma ca nanoparticulele pe baza de fulerenol, avand legate pe suprafata
molecule de apoE (Full-apoE), imita lipoproteinele bogate in apoE, oferind beneficii anti-

aterosclerotice semnificative, fara efecte secundare.

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Tn prima parte a tezei sunt prezentate datele din literatura care vizeaza functiile specializate
ale lipoproteinelor si apolipoproteinelor asociate, Impreund cu rolurile acestora in circulatia
lipidelor in plasma si in dezvoltarea aterosclerozei (Capitolul 1), precum si exemple de noi terapii
promitatoare care vizeazad apolipoproteine specifice si care ar putea reduce in cele din urma riscul
de ateroscleroza.

Tn Capitolul 2 sunt sintetizate nanotehnologiile personalizate pentru tintirea celulelor
implicate in dezvoltarea placilor aterosclerotice si principalele clase de nanoparticule utilizate in
diagnosticul sau tratamentul aterosclerozei. De asemenea, au fost evidentiate metodele de sinteza,
stabilitatea si principalele caracteristici antioxidante ale moleculei de fulerenol.

Tn partea a doua a tezei sunt prezentate rezultatele originale obtinute asupra reglarii genice
a unor apolipoproteine importante in procesul de aterogeneza si sinteza unor nanoparticule cu
potential anti-aterosclerotic. Tn capitolul 3 sunt prezentate rezultatele obtinute in vivo si in vitro
asupra reglarii unor apolipoproteine implicate In dezvoltarea placilor aterosclerotice de catre unele
polihidrocarburi aromatice prezente in mediu: Bisfenol A (BPA) si Benzo(a)piren (BaP). Atat
BPA cat si BaP activeaza factori de transcriere care se leaga la situsurile specifice de la nivelul
promotorilor apolipoproteinelor apoA-I si/sau apoC-I si contribuie la dezvoltarea leziunilor
aterosclerotice, prin mecanisme care implicd activarea NF-kB sau AHR.

Metodele folosite si prezentate in capitolul 4 au avut ca scop obtinerea prin biotehnologie
a proteinei apoE-g3 marcata si secretatd de celule mamaliene, pentru a construi nanosisteme cu
izoforma apoE-<3.

Tn capitol 5 sunt prezentate metodele pentru obtinerea de nanoparticule pe baza de
fulerenol, complexate cu apoE si testarea efectului anti-aterosclerotic in vivo pe linia de soareci
apoE deficienti. Nanoparticulele obtinute pe baza de fulerenol si apoE combina proprietatile anti-
hiperlipidemice si anti-oxidative ale fulerenolului cu proprietdtile anti-aterosclerotice si anti-

inflamatorii ale apoE si pot reprezenta o strategie promitatoare pentru combaterea aterosclerozei.



CONCLUZII GENERALE

Desi rezultatele clinice in bolile coronariene s-au imbunatatit considerabil in ultimele
cateva decenii, incidenta infarctului miocardic si a accidentului vascular cerebral continud sa
ramand ridicatd. Nanotehnologia oferda o abordare unicd prin dezvoltarea nanoparticulelor
multifunctionale, specifice celulei. Aceasta va conduce spre noi frontiere in diagnosticare si terapie
prin tintirea moleculelor implicate in procesele care conduc la ateroscleroza, pastrand astfel
potentialul de Tmbunatétire continuad a rezultatelor cardiovasculare.

In aceasta lucrare, am analizat reglarea a unor apolipoproteine importante in procesul de
aterogeneza de catre substantele prezente in mediu: bisfenol A (BPA) si benzo[a]piren (BaP).
Pornind de la ipoteza ca efectele pro-aterogenice ale BPA sunt mediate, cel putin partial, de
reglarea negativa a genei APOA-I, conducand astfel la o cantitate scazutd de HDL anti-
aterosclerotic, am investigat daca BPA moduleaza expresia genei APOA-I si mecanismele
moleculare implicate in aceasta reglare. Rezultatele obtinute pe soarecii LDLR ™ tratati cu BPA au
aritat ci (i) BPA a crescut aria leziunilor aterosclerotice in aortele soarecilor LDLR™; (ii) a scizut
nivelurile HDL si apoA-I si a crescut concentratiile plasmatice de colesterol si trigliceride; (iii)
mecanismul acestui proces implicd activarea cdilor NF-kB si in consecinta, reducerea expresiei
apoA-I in ficat. Datele noastre au demonstrat ca promotorul APOA-I contine situsuri functionale
de legare a NF-kB care sunt responsabile pentru reglarea expresiei genice APOA-I indusa de BPA.

De asemenea, am investigat potentialul modulator al BaP asupra expresiei unor
apolipoproteine cheie Tn metabolismul lipidic: apoA-I, apoC-I si apoE, si am urmarit un posibil
mecanism prin care BaP moduleaza expresia acestor apolipoproteine, prin studii in vitro, n
hepatocite. Rezultatele acestui studiu arata ca BaP induce reglarea apoA-I si apoC-1 in hepatocite
printr-un mecanism dependent de Aryl hidrocarbon receptor (AHR). AHR se leaga la situsurile
active din promotorii apoA-I si apoC-I si conduce la scaderea expresiei apoA-I, respectiv cresterea
expresiei apoC-I, in hepatocite, ceeca ce determind un potential risc pentru dezvoltarea si
mentinerea placilor aterosclerotice. Un posibil mecanism de reglare a acestor apolipoproteine pe
baza rezultatelor obtinute si a ceea ce se cunoaste din literatura ar putea fi atat direct prin AHR,
cat si indirect prin dimerizarea altor factori de transcriere.

Tn finalul lucrarii am abordat strategii nanotehnologice care tintesc regresia placilor

aterosclerotice. Pentru aceasta am aprofundat tehnicile de inginerie genetica pentru obfinerea de



plasmide care sa exprime apoE recombinantd. Cu aceste plasmide, am transfectat stabil celule
mamaliene care au sintetizat si secretat apoE in mediul de cultura, de unde am putut izola proteina
de interes, prin cromatografie de afinitate. Am utilizat aceasta proteina in scopul obtinerii unor
nanoparticule cu potential terapeutic In ateroscleroza.

Nanoparticulele cu apoE, au fost utilizate pentru tratarea soarecilor apoE deficienti si am
observat cateva beneficii anti-aterosclerotice semnificative. Rezultatele obtinute in urma
administrarii nanoparticulelor Full-apoE (NP Full-apoE) derivatizate la soarecii apoE™
aterosclerotici au aratat ca NP Full-apoE: (i) au fost incluse in fractiile HDL si VLDL,; (ii) au fost
distribuite in principal in ficat, dar si in alte tesuturi (cum ar fi creier, plaman si rinichi); (iii) au
determinat o expresie hepatica crescuta a moleculelor importante implicate in metabolismul lipidic
(cum ar fi apoA-l, ABCA1, SR-B1 si sortilina); (iv) au determinat o scadere a nivelului de
colesterol plasmatic si (v) au inhibat evolutia placilor aterosclerotice. Nanoparticulele pe baza de
fulerenol care poartd complexat cu apoE-e3 combina proprietatile anti-hiperlipidemice si anti-
oxidative ale fulerenolului cu proprietatile anti-aterosclerotice si antiinflamatorii ale apoE-€3 si
pot reprezenta o strategie promitatoare pentru ateroscleroza.

Principalele contributii originale ale acestei lucrari sunt:

(1) mecanismul de reglare genica pentru APOA-I ca raspuns la activitatea BPA, prin activarea NF-
kB si identificarea situsurilor responsabile de legare a factorilor de transcriere de pe promotorul
genei APOAL, avand in consecintd scaderea expresiei genice APOA-I.

(1) reglarea genica a APOA-I s1i APOC-I ca raspuns la BaP prin activarea AHR si translocarea in
nucleu, unde se leaga la promotorii acestor gene induciand o scadere a APOA-I si o crestere a
APOC-I, ceea ce indica un mecanism pro-aterosclerotic.

(iii) obtinerea de vectori plasmidiali care sd codifice apoE recombinantd si transfectia stabild a
celulelor endoteliale (bEnd.3) si macrofage (RAW 293.7) care sd exprime proteina apoE
glicozilata in mediul de crestere al celulelor.

(iv) Conceperea si caracterizarea nanoparticulelor pe baza de fulerene cuplate cu apoE si validarea

in vivo a efectelor anti-aterosclerotice ale Full-apoE.
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to the activated endothelium by fusion with VCAM-1 binding peptide.
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