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Introducere si obiective

Bolile cardiovasculare reprezintd principala cauzi de mortalitate in tarile dezvoltate, inclusiv
in Romania (60%). Ateroscleroza este 0 boala complexa, multifactoriala §i multigenica
caracterizatd prin ingrosarea si rigidizarea peretilor arteriali - determindnd ingustarea progresiva
a lumenului vascular. Acesta reprezinti un factor determinant al bolilor coronariene si
cerebrovasculare. Ateroscleroza afecteaza primar: a) artercle elastice (aorta, carotida, iliaca); b)
arterele musculare medii §i mari (coronare, cerebrale, poplitee). Cei mai intdlniti factori de risc ai
aterosclerozei sunt neinfluentabili: varsta avansatd, sexul, predispozitia geneticd si influentabili:
dislipidemii, cresterea LDL (lipoproteine de densitate scazutd), reducerea HDL (lipoproteine de
densitate crescutd), fumatul, hipertensiunea arteriald, diabetul zaharat, obezitatea, sedentarismul,
factori psihosociali (Libby, 2002). Desi toatd suprafata vaselor de sange este expusa la factorii de

risc, leziunile aterosclerotice apar cu precadere in anumite zone particulare ale arborelui

vascular: peretele iterior al bifurcatilor vasculare, curburile arteriale si valvele aortice

(Simionescu et al, 1986).

Terapia primard a aterosclerozei include medicamente care scad biosinteza endogend a
colesterolului, de exemplu inhibitori ai 3-hidroxi-3metilglutaril-Coenzima A reductaza (statine).
Insd aproximativ  50% dmntre pacienti dezvoltdi lezuni aterosclerotice 1 absenta
hipercolesterolemiei. Folosirea statinelor previne complicatile bolilor coronariene acute prin
stabilizarea placii aterosclerotic, nu prin reducerea dimensiunilor acesteia (Aikawa si Libby,
2004). Pana in prezent abordarile terapeutice sunt limitate la factori de risc, tintind cu predilectie
hipercolesterolemia i hipertensiunea, insa eficacitatea maximd a acestor strategii n studiile
clinice a fost de 30-40% (Soto et al, 2012). Prin urmare existd o nevoie de a proiecta terapii

specifice care sa vizeze mecanismele patologice de formare si dezvoltare a ateroamelor.



In procesul formarii plicilor aterosclerotice un rol important il au macrofagele (Mac).
Acestea sunt derivate din monocite si sunt celule versatile care isi modifica fenotipul ca raspuns
la factorii existenti in micromedwul placi. Mac provin din maduva osoasd hematogend si trec prin
diferite  stadii, de la celula stem pluripotentd-monoblast-promonocit-monocit  circulant.
Disfunctia endoteliului cauzatd de particulele de LDL transcitate si acumulate in subendoteliu
determind expresia crescuta de MCP-1 ceea ce va conduce la diapedeza monocitelor prin
jonctunile celulelor endoteliale. Acestea se vor diferentia in Mac activate, vor acumula lipide si
se vor transforma i celule spumoase. Raspunsul inflamator crescut va fi mentinut prin secretia
de molecule pro-inflamatorii si prin producerea de specii reactive de oxigen (SRO). De
asemenea, Mac apoptotice sunt responsabile de formarea centrului necrotic si de progresia boli.
Datorita rolului important pe care macrofagele 1 au i diferitele etape de formare a placi
aterosclerotice acestea reprezintd tinte atractive pentru dezvoltarea de terapii

Studile recente mndicd rolul determmant al mecanismelor epigenetice i modularea
fenotipului Mac in ateroscleroza. Enzimele histon acetil transferaze (HAT) catalizeaza acetilarea
resturilor de lizind din regiunea amino-terminaki a histonelor nucleozomale. Tn urma acestui
proces are loc decondensarea cromatinei, care faciliteaza accesul factorilor de transcriere la
elementele lor de consens din secventa ADN si implicit activarea expresiei genice. Acetilarea
histonelor este asociatd cu hipertrofia miocitelor, apoptozi, stres oxidativ, remodelare cardiaca,
aritmie, insuficientd cardiaca, hipertensiune si inflamatic (referinta).

Scopul acestei teze de doctorat 1 constituie identificarea de noi mecanisme moleculare de
naturd epigeneticd n macrofage, i vederea dezvoltdiri unor noi aborddri terapeutice anti-

mflamatorii §i anti-oxidante in ateroscleroza.

Ipoteza care a determinat acest studiu o reprezintd faptul ca dezechilibrul mecanismelor
epigenetice implicate i acetilarea histonelor determind alterarea exprimdrii unor gene cu rol
important i modularea finctiei macrofagelor pro-inflamatorii (tip M1) si respectiv anti-

inflamatorii (tip M2) in ateroscleroza.

In prima parte a tezei vor fi discutate aspecte actuale referitoare la procesul inflamator
asociat aterosclerozei, implicarea inflamatiei si a Mac in toate stadile de dezvoltare a
ateroamelor si a mecanismelor epigenetice, in mod special in ceea ce priveste acetilarea si

dezacetilarea, mecanisme ce intervin i procesul de formare a placilor aterosclerotice.



Partea originald a tezei se refera la : (1) Analiza impactului conditilor aterogene asupra
sistemului  acetilari/dezacetilarii histonelor: HAT si HDAC; (2) Investigarea implicari HAT si
HDAC i instalarea stresului oxidativ si inflamator la nivelul macrofagelor polarizate
aterosclerozi; (3) Determinarea potentialului unor compusi farmacologici directionati catre

HAT/HDAC in scopul de a reduce formarea placilor aterosclerotice la soarecii ApoE -/-.

Numeroase studii arata ca in afara de factorii genetici, mecanismele epigenetice care
traduc efectele interactilor gene-(micro)mediu contribuic la ateroscleroza prin reglarea
exprimdrii unor gene foarte importante asociate cu inflamatia, sinteza de matrice extracelulara,
proliferarea celulelor si diferentiere (Khyzha et al, 2017; Zhang et al, 2018). Stresul oxidativ este
un reglator important al numeroaselor procese patologice care duc la formarea placilor de
aterom. Cu toate acestea, implicarea mecanismelor epigenetice n medierea supraexprimirii de
SRO si stres oxidativ in aterosclerozi nu este incd definiti (Kietzmann et al, 2017). In acest
studiu ne-am concentrat atenia asupra mecanismelor dependente de HAT implicate
modularea exprimdrii Nox5, un membru al familiei Nox identificat si caracterizat in Mon si Mac
umane care contribuie la supraexprimarea SRO si a stresului oxidativ in aterosclerozi (Manea et

al, 2015).

Studii recente indicd rolul SRO produse de Nox5 in etiologia bolilor cardiovasculare
(BCV), sd mecanismele precise care guverneazid inducerea Nox5 nu sunt pe deplin cunoscute
(Jha et al, 2017). De aceea, intelegerea cailor moleculare ale reglarii genei Nox5 reprezintd un
pas necesar pentru dezvoltarea de terapii avansate anti-stres oxidativ care sd reduca semnificativ
evenimentele cardiovasculare asociate cu destabilizarea placii aterosclerotice vulnerabile (ex.
accident cerebral vascular, infarct miocardic, moarte subitd). Astfel, a fost emisa ipoteza ca
nivelul crescut al Nox5 poate fi mediat pargial de modificarile topologiei cromatinei. Pentru a
aborda aceastd problemd a fost realizat un design experimental folosind probe umane non- si
aterosclerotice obfinute ca materiale reziduale de la pacienfi care au suferit operati de

endarterectomie §i Mac umane i cultura.
Rezultatele originale obtinute in aceasta tezd demonstreaza ca:

1. Nivelele proteice corespunzitoare p300, HATI1, H3K27ac si Nox5 sunt induse in
arterele carotide aterosclerotice umane si sunt abundente i zona capului fibros si a miezului

lipidic aterosclerotic care exprima markerii pan-Mac.



2. Stimularea Mac umane cu LPS induce modificari epigenetice observate prin cresterea

nivelului HATI si a acetilarii histonelor (H3K27ac, H3K9ac).

3. Inhibarea farmacologica a HAT reduce exprimarea genica si proteicd in Mac stimulate

cu LPS; supraexprimarea p300 sau HAT1 induce activarea transcrierii genei Noxb.

4. Recrutarea proteinelor p300 si HATI este crescutd la nivelul promotorului genei Nox5

m Mac umane tratate cu LPS.

5. HDAC clasa | (HDAC1, HDAC2, HDAC?3), clasa Ila (HDAC4), clasa IIb (HDAC6) si
HDAC IV (HDACI1) sunt crescute in arterele carotide aterosclerotice umane si i aortele

hipercolesterolemice ale soarecilor ApoE-/.

6. Inhibarea farmacologica a HDAC de citre SAHA reduce semnificativ dezvoltarea

aterosclerozei si a markerilor nfiltrarii celulelor imune i aortele soarecilor ApoE-/-.

7. Caile de semnalizare dependente de HDAC mediaza inductia exprimarii Nox1 si Nox4

in aortele soarecilor ApoE-/-.

8. Tratamentul cu SAHA induce scaderea proteinclor NOS2 si MMP9 din aorta,

contribuitori majori ai inflamatiei vasculare si remodelarii n ateroscleroza.

9. Subtipurile HDAC clasa I, Ila, IIb si IV precum si izoformele Noxl, Nox2 si Nox4

sunt semnificativ crescute in Mac de soarece pro-inflamatorii M1 in vitro.

10. Inhibarea farmacologica a HDAC (de catre SAHA) reduce exprimarea nivelelor
Noxl, Nox2, Nox4 si TNFo in Mac de soarece M1 in cultura.

In ansamblu, datele acestei teze de doctorat intiresc convingerea ci p300 are un rol
important in medierea inducerii exprimarii ui Nox5 in Mac, in conditii inflamatorii si furnizeaza
noi date care creeazi o legaturd intre mecanismele modificate epigenetic si supraproductia de
SRO cauzate de Nox5 i ateroscleroza. Tinand cont de faptul ca stresul oxidativ este un factor
mncriminat i ateroscleroza, tntirea farmacologicd a mecanismelor epigenetice ale cailor care

controleazd exprimarea Nox5 poate sa fie o strategie terapeuticd eficientd in tratarea acestei boli

Interesant, rezultatele noastre furnizcazi dovezi ca M contextul inducerii diferitelor

izoforme HDAC, inhibitorul pan-HDAC SAHA prezinta efecte anti-aterosclerotice similare in



soareci, comparabile cu studile precedente care subliniau faptul cd ablatia sistemicd sau
specifici unei singure izoforme HDAC incetineste ateroscleroza. De aceea, existenta
compensatorie sau a unor mecanisme reglatorii redundante i sistemul HDAC, precum si a unei
retele complexe intre subtipurile HDAC si celule/factori de transcriere specifici genelor ramane o
problemd deschisd. In acest context, utilizarea inhibitorilor pan- sau a celor specifici HDAC i
ateroscleroza este inca disputatd si necesitd studii aprofundate. Colectiv, principalele descoperiri
ale acestui studiu indica faptul cd in ateroscleroza mhibarea farmacologicd a cresteri HDAC
reduce exprimarea crescutd a subtipurilor Nox i aortd §i deasemenea si a stresului oxidativ, duce
la scaderea markerilor inflamatori si a formarii lezunilor aterosclerotice i soareci. Deoarece
multiplele  subtipuri HDAC sunt deasemenea crescute in ateroscleroza umana, interventile
farmacologice orientate catre HDAC ar putea fi o noud strategie terapeuticd eficientd in

ateroscleroza.

Colectiv, principalele descoperiri ale acestui studiu indicd faptul cd i ateroscleroza
mhibarea farmacologicd a cresteri HDAC reduce exprimarea crescutd a subtipurilor Nox in aortd
si de asemenea si a stresului oxidativ, duce la scaderea markerilor inflamatori si a formari
leziunilor aterosclerotice i soareci. Deoarece multiplele subtipuri HDAC sunt de asemenea
crescute in ateroscleroza umand, mterventile farmacologice orientate citre HDAC ar putea fi o

noud strategie terapeutica eficientd in ateroscleroza.
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