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Ateroscleroza este o boald inflamatorie cronica care afecteaza arterele elastice (aorta,
carotida, iliaca) si musculare (coronare, renale). Inca de la inceputul secolului trecut, Nikolai
Anitschkow a dezvaluit rolul colesterolului si al lipoproteinelor plasmatice in dezvoltarea
aterosclerozei, iar dupd ce a fost posibild generarea soarecilor transgenici, a fost evidentiat si
rolul apolipoproteinelor in aterogeneza.

Apolipoproteina E este o glicoproteind de 35 kDa, sintetizata in special de catre ficat,
dar si de alte tesuturi si celule, inclusiv macrofage. ApoE reprezintd un component major sau
minor al lipoproteinelor si are o contributie esentiald in metabolismul acestora. Deficienta
apoE, atat in cazul modelelor animale cat si in cazul pacientilor cu hiperlipoproteinemie de
tip I1I este asociatd cu aparitia prematurd a aterosclerozei. Expresia apoE scazuta sau absenta
la nivelul macrofagelor, conduce la aparitia procesului aterogen, iar soarecii transgenici care
exprima apoE doar in macrofage nu dezvolta ateroscleroza, chiar si atunci cand nivelele
apoE plasmatice sunt scizute si animalele sunt hipercolesterolemice. In contrast, soarecii
transgenici cu nivele apoE plasmatice normale, dar care nu exprima apoE in macrofage sunt
predispusi la ateroscleroza. Rolul ateroprotector al apoE se datoreaza in special faptului ca
participd la indepdrtarea lipoproteinelor plasmatice aterogene (actionand ca ligand pentru
mai multi membri ai familiei de receptori LDL) si a excesului de colesterol din celule
(facilitand transportul invers al colesterolului citre ficat). In plus, apoE prezinta multe alte
efecte benefice: este antioxidant, inhibd agregarea plachetelor, stimuleazd producerea
oxidului nitric, inhiba activarea celulelor T, etc. Intrucit prin modularea expresiei apoE se
pot obtine efecte benefice majore in metabolismul lipoproteinelor, apoE este considerata o
tinta terapeutica importantd pentru prevenirea si tratamentul aterosclerozei.

Apolipoproteina CII este o altd proteina plasmatica asociata in special particulelor de
chilomicroni si VLDL. ApoClII reprezintd principalul activator al lipoprotein lipazei, enzima
care hidrolizeaza trigliceridele din chilomicroni si LDL, furnizand celulelor acizi grasi liberi.
Principalele situsuri de sinteza ale apoCII sunt reprezentate de catre ficat si intestin, Tnsa
apoClI poate fi sintetizatd si de macrofagele infiltrate In placa ateroscleroticd. Pacientii cu
deficienta pentru apoCII sunt incapabili sa indepérteze din plasma lipoproteinele bogate in
trigliceride i prin urmare dezvolta hiperlipidemie de tip [, caracterizatd prin
hipertrigliceridemie, xantoame si risc crescut pentru pancreatitd si ateroscleroza. Studiile
realizate folosind soareci transgenici au demonstrat cd nu numai deficienta apoClII ci si
supraexpresia apoClII induce hipertrigliceridemie severa. Astfel, apoCII 1n concentratie mare
inhiba activitatea lipoprotein lipazei, maturarea particulelor HDL, transportul invers de

colesterol precum si indepartarea lipoproteinelor prin intermediul receptorilor apoE. Prin



urmare, mentinerea unui nivel optim al expresiei apoCII este esentiald pentru metabolismul
normal al lipoproteinelor.

Lucrarea de fatd a avut ca scop descifrarea mecanismelor de reglare a expresiei
genice a apoE si apoCII (apolipoproteine cu rol esential in metabolismul lipoproteinelor si
implicit in ateroscleroza) in tipuri celulare cu rol cheie in procesul aterosclerotic.

Modularea expresiei genice a ApoE. In timpul diferentierii monocitelor in
macrofage, expresia genicd a apoE este indusd la nivel transcriptional prin intermediul
interactiei promotorului cu elementele reglatorii distale, interactie facilitatd de legarea
anumitor factorilor transcriptionali. Rezultatele obtinute prin tehnica 3C (captura
conformationala cromosomald) au demonstrat ca promotorul apoE interactioneaza cu
elementele reglatorii distale, ME.1 si ME.2 in monocite diferentiate in macrofage prin
tratament cu PMA. Interactia promotorului cu secventa multienhancerului are loc in
orientarea inversa a celor doua fragmente ADN, sensul interactiei optime fiind confirmat si
prin experimentele de transfectie tranzienta.

Multienhancerul 2 aindus de ~9 ori activitatea promotorului apoE in celuledle RAW
264.7, dar nu si in monocite THP-1 sau alte tipuri celulare testate (celule HepG2 si
HEK?293), confirmand faptul ca acest element reglator distal are o actiune specifica asupra
promotorului apoE Tn macrofage. Fragmentul minim a promotorului apoE care poate fi
activat de catre multienhancerul 2 este reprezentat de regiunea -100/+73. Rezultatele au
ardtat cd intreaga secventd a ME.2 este necesara pentru o interactie optima cu promotorul
apoE, iar pentru modularea activitatii promotorului apoE regiunea 5'-terminald a
multienhancerului este mai importanta decat regiunea 3'-terminala. ME.2 este un enhancer
transcriptional care induce activitatea tututor promotorilor genelor din clusterul apoE/apoCl/
apoCI'/apoCIV/apoClII in macrofage. Studiile efectuate au aratat cd ME.2 creste activitatea
celor patru promotori din cluster in ordinea urmatoare apoE>apoCII>apoCIV>apoCl.

Complexitatea regldrii genice a apoE este rezultatul interactiunii a numerosi factori
de transcriptie cu elementele reglatorii proximale sau distale, in functie de tipul celular in
care are loc biosinteza proteinei. Rolul factorilor de transcriptie PU.1, AP-1, STAT1, C/EBP
si c-Myb 1n modularea expresiei apoE a fost testat prin experimente de transfectie tranzienta
realizate in doua tipuri celulare esentiale: hepatocite (situsul major de sinteza a apoE) si
macrofage (sursa periferica de apoE, foarte importanta deoarece are implicatii in procesul de

aterogeneza).



Datele arata ca factorii de transcriptie PU.1, implicati in diferentierea monocitelor in
macrofage, au rol pozitiv in reglarea apoE mod specific in macrofage, actionand indirect
asupra promotorului apoE prin intermediul multienhancerului 2.

Factorii de transcriptie C/EBPa si C/EBPP au un efect opus in reglarea apoE in
macrofage si hepatocite, Intrucat supraexpresia C/EBP in macrofage a indus scaderea
activitatii promotorului proximal al apoE, iar supraexpresia C/EBP 1in hepatocite a
determinat o crestere semnificativa a activititii promotorului. In mod interesant, C/EBPa a
avut un efect mai pronuntat asupra activitatii promotorului in hepatocite, iar C/EBPp a avut
un efect mai pronuntat in macrofage.

Factorii din complexul AP-1 au efecte opuse asupra expresiei apoE in macrofage si
hepatocite. Supraexpresia factorilor de transcriptie c-Jun, c-Fos, Jun B si Jun D Tn macrofage
RAW 264.7 a determinat o scadere a activitatii promotorului proximal al apoE si a expresiei
genice, In timp ce supraexpresia acestor factori in hepatocite HepG2 a crescut semnificativ
activitatea promotorului si a cantitdfii de mRNA sintetizatd. Rezultatele experimentale au
ardtat cd supraexpresia c-Jun determind scaderea activitatii promotorului apoE chiar si in
prezenta inhibitorului SP, sugerand faptul cd actiunea c-Jun asupra promotorului apoE nu
este dependenta de fosforilarea c-Jun.

Rezultatele experimentale au evidentiat ca atat in macrofage cat si In hepatocite,
supraexpresia factorilor de transcriptie CHOP a indus scaderea semnificativd a activitatii
promotorului proximal al apoE, ceea ce sugereaza ca, in conditii inflamatorii si de stres,
cantitatea de apoE biosintetizata de catre macrofage va fi diminuata.

Datele obtinute aratd ca factorii de transcriptie c-Myb au rol pozitiv in reglarea
expresiei apoE, intrucat supraexpresia c-Myb a indus cresterea semnificativa a activitatii
promotorului proximal al apoE atat in macrofage RAW 264.7 cat si in hepatocite HepG2.
In plus, supraexpresia c-Myb in celule HEK a crescut de ~dous ori expresia genici a apoE.

Inducerea diferentierii monocitelor in macrofage prin tratament cu PMA este insotita
de cresterea expresiei apoE si STATI1. Supraexpresia factorului de transcriptie STATI
induce activarea promotorului apoE prin intermediul interactiei cu ME.2. Proteinele STAT1
se leaga la ME.2 si determina indirect activarea transcriptiei genei apoE, Tn macrofage (dar
nu si In hepatocite). Situsul de legare al factorilor de transcriptie STAT1 la multienhancerul
2 a fost identificat prin multiple cai experimentale: transfectie tranzienta, precipitarea ADN
biotinilat cu streptavidind si imunoprecipitarea cromatinei.

Modularea expresiei genice a ApoCll. Rezultatele prezentate in aceasta teza au

demonstrat ca in macrofage multienhancerul 2 poate interactiona cu promotorul genei



apoClIl, iar aceastd interactie faciliteaza activarea transcriptionala a promotorului apoCl|
prin intermediul factorilor de transcriptie STAT1. Prin experimente de transfectie tranzienta,
precipitarca  ADN biotinilat cu streptavidind §i imunoprecipitarea cromatinei a fost
identificat un nou situs de legare a STATL1 in regiunea -500/-493 a promotorului apoCll,
responsabil de activarea indusa de STATI.

In mod interesant, STATI nu si-a exercitat efectul activator asupra promotorului
apoClI, atunci cand secventa acestuia a continut o mutatie in situsul de legare a RXRa/T3R
B, sugerand ca STATI activeaza promotorul apoCII prin intermediul interactiei cu RXRa.
Folosind tehnicile de precipitare a proteindor recombinante cu GST si  co-
immunoprecipitare a fost evidentiatd pentru prima oara interactia fizicd a factorilor de
transcriptie STAT1 si RXRa. Transactivarea promotorului apoCII de catre STATI este
amplificata de cétre ligandul RXR in macrofage, evidentiind faptul ca STAT1 si RXRa
reprezinta activatori importanti ai expresiei apoCII.

Avand in vedere rolul esential al apoE si apoCII in metabolismul lipoproteinelor,
aceste apolipoproteine reprezinti molecule tintd importante in terapia aterosclerozei. In
ciuda multiplelor efecte benefice ale acestor apolipoproteine, supraexpresia sistemica a apoE
sau apoClI la soarecii transgenici a determinat aparitia hipertrigliceridemiei. Prin urmare, in
scopul prevenirii sau reducerii aterosclerozei este nevoie de elaborarea unor strategii de
crestere a expresiei acestor proteine doar in anumite tipuri celulare cu rol cheie n procesul
aterosclerotic. Rezultatele prezentate in aceasta lucrare demostreaza Specificitatea
interactiilor dintre elementele reglatorii distale si promotorii genelor apoE si apoCII. Prin
legarea anumitor factori transcriptionali la elementele reglatorii distale, expresia genica a
acestor apolipoproteine poate fi reglatd in mod specific in functie de tipul celular.

Rezultatele acestui studiu vor contribui la o mai buna intelegere a mecanismelor de
reglare a expresiei genice a apoE si apoCll, ceea ce ar putea duce la descoperirea unor noi
strategii de tratament sau prevenire a aterosclerozei prin cresterea expresiei
apolipoproteinelor cu efecte benefice sau prin inhibarea activitatii moleculelor care scad

expresia acestor apolipoproteine.



