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Background

Proteina C reactiva (CRP) este o proteina pentamerica de faza acuta produsa de ficat ca raspuns
la stimuli inflamatori sila cresterea consecutiva a nivelului de IL-6. CRP nativa (nCRP) se disociaza
in cinci monomeri liberi (mCRP) la locul inflamatiei, prin interactiunea cu gruparile fosfocolina
(PC) prezente pe membranele celulare activate. Principalele proprietati bioactive asociate cu
mCRP sunt inducerea recrutarii monocitelor si aderarea lor la endoteliu, activarea fenotipului
macrofagelor inflamatorii (M1) si absorbtia ox-LDL de catre acestea, precum si cresterea MCP-1,
ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1, IL-8. Prin urmare, consecintele activitatii biologice a mCRP sunt
reprezentate in comportamentul sdu de modificare a bolilor, in special in componentele vasculare
ale bolilor cardiovasculare si neurodegenerative. Inhibitorul de disociere a CRP C10M, recent
caracterizat, a prezentat rezultate promitatoare in blocarea efectelor CRP administrat in modelele
de sobolani, prin urmare, este considerat o cale terapeutica de abolire a productiei de mCRP si a
consecintelor nocive ulterioare.

Studiul 1- mCRP a cauzat agregarea monocitelor si polarizarea la M1, intr-o modalitate
dependenta de FAK, care a fost partial inhibata de C10M

Acest studiu a urmarit sa exploreze modularea mCRP dependenta de FAK a atasarii si gruparii
monocitelor, concomitent cu diferentierea in subpopulatii macrofage M1. In plus, a fost investigati
capacitatea inhibitorului mCRP C10M de a opri acest proces si, eventual, de a preveni eliberarea
de citokine pro-inflamatorii indusa de mCRP. Astfel, linia celulara U937 si PBM umane, extrase de
la doi voluntari sanatosi, au fost expuse la mCRP, iar utilizarea unui inhibitor FAK specific si a
C10M au fost puse in aplicare pentru a testa variatiile proceselor mentionate anterior. Principalele
tehnici utilizate au fost microscopia, analiza confocald, analiza FACS, Western blotting si ELISA.

Originalitate:

» mCRP, dar nu nCRP sau LPS, a indus agregarea monocitelor in vitro, intr-un interval de timp
de 3-24 h. Acest lucru a avut loc concomitent cu cresterea expresiei p-FAK si translocarea
perinucleard la nucleard, care a putut fi complet abrogatd de inhibitorul C10M. In plus,
agregarea monocitelor indusa de mCRP a fost asociata cu polarizarea M1 a PBM-urilor umane
si cu cresterea secretiei de citokine proinflamatorii IL-8 si IL-1{. Pre-incubarea cu inhibitorul
FAK I inainte de tratamentul cu mCRP a abolit agregarea monocitelor, indicand un mecanism
dependent de FAK. Aceasta reprezinta prima lucrare care arata o legatura directa intre mCRP,
FAK si agregarea monocitelor si derivarea polarizarii catre fenotipul pro-inflamator. C10M a
redus iNOS, expresia FAK celulara medie, blocand 1n acelasi timp localizarea nuclears, si a
redus partial expresia markerilor asociati cu diferentierea macrofagelor M1.

= Expunerea acuta a PBM primare la mCRP a determinat o reducere a fosforilarii cailor MAP
kinazelor ERK-1 si JNK 1/2. Inhibitorul C10M nu a modulat suplimentar aceste cai de
semnalizare a celulelor.
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=  mCRP a crescut fosforilarea p53. Acest lucru indica potentialul sau rol pro-apoptotic. C10M a
exacerbat expresia fosfo-p-53, ceea ce ar trebui sa fie luat in considerare daca acest inhibitor

de molecula mica ar fi considerat adecvat pentru utilizare terapeutica.

Studiul 2- C10M a inhibat expresia vasculara cerebrala a mCRP dupa injectii
intraperitoneale, intr-un model murin ApoE-/- de dislipidemie

Obiectivul acestui studiu a fost de a investiga capacitatea mCRP injectat intraperitoneal (IP) de a
traversa bariera hemato-encefalica (BBB), localizarea sa in parenchimul cerebral si capacitatea
C10M de a preveni acumularea sa pentru a intelege dinamica distributiei vasculare a mCRP legata
de posibilele consecinte neurodegenerative. Prin urmare, 24 ApoE-/- pe un protocol bogat in
grasimi au fost clasificate in trei grupuri, si anume control, grup care primeste exclusiv mCRP si
grup care primeste mCRP plus C10M. Dupa eutanasie, parenchimul cerebral si microvasculatura
lor au fost investigate pentru depunerea mCRP si expresia CD105, utilizand analiza histologica si
imunohistochimia.

Originalitate:

= Injectii [P multiple de mCRP timp de patru saptamani la soareci tineri ApoE-/- (70pg/Kg, de
douad ori pe saptamand), concomitent cu o dietd bogata in grasimi, au dus la un transfer
semnificativ de mCRP in parenchimul cerebral si la exprimarea sa In microvasele si neuronii
din hipocampus, cortexul cerebral, corpul calos, mezencefalul si metatalamusul. mCRP
transferat la microvasculatura cerebrala prin inducerea sistemica a inflamatiei si cresterea
ulterioard a permeabilititii BBB. In parenchimul cerebral, mCRP depus in microvaselor a dus
la Intreruperea jonctiunilor celulelor endoteliale (EC), la scurgerea In matricea extracelulara
si la absorbtia ulterioara de catre neuronii locali.

* mCRPafostputernic co-localizat cu CD105 in lumen siin EC intimale ale microvasele corticale
in sectiunile seriale ale soarecilor care au fost injectati cu mCRP, dar nu si in grupul de control.
Acest lucru indica activarea angiogenica a vaselor indusa de mCRP, permeabilitatea lor
crescuta si susceptibilitatea la insulte inflamatorii, scurgeri si degenerare.

= Inhibitorul C10M a abrogat complet depunerea mCRP in creier, la soarecii tratati atat cu acest
C10M, cat si cu mCRP si, in consecinta, expresia CD105. Legatura directa a C10M la mCRP a
diminuat capacitatea acestuia de a induce inflamatia sistemica necesara pentru intreruperea
BBB si, astfel, stoparea intrarii sale in parenchimul cerebral.

Concluzii

Protejarea barierei EC impotriva acumularii de agregate de celule imune sau de trombocite
asociate mCRP reprezinta o posibila protectie terapeuticd impotriva stenozei si trombozei
vasculare, deoarece activitatea inflamatorie focalizatd agraveaza leziunile vasculare, iar
penetrarea intima a EC marcheazad primele etape ale dezvoltarii placii aterosclerotice. Prin
depunerea sa in microvasele cerebrale, perturbarea arhitecturii EC si raspandirea consecutiva in
neuronii cerebrali din jur, mCRP poate provoca disfunctii ale unitatii neurovasculare.
Administrarea noului inhibitor de molecule mici C10M, care in aceasta lucrare a demonstrat
eficacitate 1n abolirea totald a acumularii de mCRP si a expresiei CD105 in parenchimul cerebral
si microvasculatura soarecilor, ar putea contribui la prevenirea acestui proces patologic. Pentru a
evalua posibila utilizare a C10M in prevenirea sau blocarea neurodeteriorarii, sunt necesare mai
multe cercetari, inclusiv studii care implica subiecti umani / studii clinice.



