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Rezumat

Studiul a avut ca scop stabilirea ponderii unor profiluri ale metilarii promotorului genei p15 (locus CDKN2B) in
celulele sanguine ale pacientilor cu cardiopatie ischemica de origine aterosclerotica prin amplificarea portiunilor genice
cu ajutorul perechilor de praimeri nonmetil-specifici si metil-specifici (tehnica MSP). Obiectul studiului I-au constituit 35
de pacienti si 35 persoane sanatoase. Concluziile: 1) A fost stabilita corespunderea fenotipului cardiopatie ischemica cu
metilarea ADN, la nivelul promotorului genei p15 (profilul MM); 2) Celulele analizate UM, au reprezentat un amestec,
in care, cele mai multe au continut ambele molecule de ADN metilate (MM), iar un numar mai mic de celule au inclus fie
ambele molecule de ADN nemetilate (UU), fie 0 molecula ADN metilata, iar cealaltd — nemetilatda (UM).

Cuvinte-cheie: cardiopatie ischemica, metilarea ADN, gene-candidat, markeri moleculari

Summary. Frequency of some methylation profiles of p15 gene promoter (locus CDKN2B) in the blood cells
of pacients with ischemic cardiomyopathy of atherosclerotic origin

The study has the purpose to assess the frequency of some methylation profiles of p15 gene promoter (locus CD-
KN2B) in blood cells of pacients with ischemic cardiomyopathy of atherosclerotic origin by amplification of gene sectors
with nonmethyl-specific and methyl-specific primer pairs (MSP technique). Study object: 35 pacients and 35 healthy
people. Conclusions: 1) It was established the correspondence of the phenotype of ischemic cardiomyopathy with DNA
methylation in the p15 gene promoter (MM profile); 2) Investigated UM cells proved to be a mixture with the majority of
cells contained both methylated DNA molecules (MM) and a smaller amount of cells included both unmethylated DNA
molecules (UU) or one of the two DNA molecules was methylated and the second one was unmethylated (UM).
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Pe3tome. YacToThl HEKOTOPBIX Mpoduiieii MeTuaupoBaHusi npomoropa rena p15 (locus CDKN2B) B kiieTkax
KPOBH Yy NAallMEHTOB ¢ MIIeMYecKoiil 00/1e3HbI0 CepAAlla aTePOCKIePOTHYECKOr0 NMPONCX0KIEHHS

Lenpro JaHHOTO UCCIIEN0BaHuUs ObUIO YCTAHOBJIEHHE YaCTOThI HEKOTOPBIX Mpod el MeTHIMPOBaHUS IPOMOTOpa
reHa pl5 (locus CDKN2B) B kieTkax KpoBH y MAIIMEHTOB C UIIEMYeCKoN O0JIE3HBIO cepilia aTepOCKISPOTHIECKOTO Po-
HCXOXK/ICHHS MOCPEICTBOM aMILTH(DUKAINU TeHHBIX YYaCTKOB C MIOMOIIbI0 HOHMETHII-CIIEU(PUICCKUX U METHII-CIICIH-
¢buueckux nap npaimepos (MSP texHonorus). [Ipeamerom nccnenoBanus ObUTH 35 MaMEeHTOB U 35 30POBBIX JHOACH.
BriBogbl: 1) Bbuta ycranoBieHa koppelsiius Mexay peHotuom uiieMun cepana u MmeruiupoBanueM JJHK npomoTopa
rena pl5 (nmpoduiae MM); 2) Uccnenoanusie UM KIIETKH TPEACTABIISIIN OO0 CMECh B KOTOPOH OOJBITMHCTBO KICTOK
coneprkanu 06a metunupoBanHbix JJHK monekyn (MM), a MeHbIlIee KOTHYIECTBO KIETOK — OHY METUIITMPOBAHHYIO MOJIe-
xyny JIHK u BrOopyto HemetunupoBannyto (UM).

KuroueBble cjioBa: uieMudeckas 0onesHb cepiana, MetmnupoBanne JIHK, reHsl kanaumaTel, MOJEKYIsSpHBIC
MapKepbl

Introducere. Desi, in domeniul descifrarii meca-
nismelor patogenetice ale cardiopatiei ischemice si in
tratamentul ei au fost obtinute succese incontestabile,
totusi incidenta acestei maladii in tarile cu un nivel
inalt de dezvoltare continua sa detina primul loc prin-
tre cauzele mortalitatii [1].

Printre factorii care conditioneaza instalarea si
progresia cardiopatiei ischemice exista, inclusiv, fac-
tori de risc nemodificabili (nu depind de schimarile

modului de viata a subiectului), de exemplu, consti-
tutia genetica [2]. Totodata, cercetarile din ultimii ani
in domeniul biologiei moleculare au adus argumente
majore 1n favoarea implicarii unor factori epigenetici,
de exemplu a metilarii ADN in patogeneza cardiopa-
tiei ischemice [3].

In vivo, profilul metilic al ADN-ului, in unele si-
tusuri, este modificabil pe parcursul vietii, iar in altele
—nemodificabil. In afari de aceasta, in dependenta de
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tesut, unul si acelasi situs in ADN poate fi metilat sau
nemetilat, la un moment dat [4].

Situsul cromozomial 9p21 este considerat un “Aot
spot” al diverselor maladii umane, fiind asociat cu ris-
cul inalt al insuficientei cardiace, infarct miocardic,
anevrisme ale aortei abdominale, ictusul cerebral, di-
abetul zaharat de tip 2, dar si alte patologii de etiolo-
gie distanta: glaucom, melanom, leucemie, periodon-
titd, boala Alzheimer, endometrioza s.a. [1, 3].

Genele pl6 si pl5 localizate in situsul cromozo-
mial 9p21, codifica proteine-inhibitoare ale kinazelor
ciclin-dependente care, la randul lor, servesc drept re-
glatori ai fosforilarii proteinei pRb [5, 6].

Rezultatele cercetarilor confirma faptul ca in sta-
re nemetilata, la nivelul promotorului, gena p15 este
activa, determinand sinteza intracelulara a CDKN2B.
Prin intermediul acestei molecule, gena datd poate
contribui la sustinerea proliferarii celulelor muscula-
re netede ale peretelui vascular si, prin urmare, a for-
marii placilor ateromatoase [3]. Unele din aceste ce-
lule musculare ale peretelui mediu vascular, in timpul
proceselor aterogenetice, pot migra in stratul intima
al peretelui vascular [7], iar de aici, pot patrunde in
fluxul sanguin [8] si, asftel, pot fi recuperate in timpul
recoltarii sangelui venos.

In vederea stabilirii markerilor metil-ADN candi-
dati ai evenimentelor acute ale cardiopatiei ischemi-
ce, in cercetarea prezentd, am analizat statutul metilic
al genei pl5, in sange venos, la 35 pacienti cu car-
diopatie ischemicd. Se poate presupune ci variatiile
in rata formarii sau nivelul proteinelor-inhibitoare
ale kinazelor ciclin-dependente, drept rezultat al mo-
dificarilor metilarii secventei ADN, corespunzatoare
genei pl5, vor duce la modificéri ale functiei de pro-
liferare a elementelor peretelui vascular. Astfel, am
putea include sau exclude gena p15 in/din lista de ge-
ne-candidat ale initiererii sau progresiei cardiopatiei
ischemice.

Scopul lucririi a fost stabilirea ponderii unor
profiluri ale metilarii promotorului genei p15 (locus
CDKN2B) in celulele sanguine ale pacientilor cu car-
diopatie ischemica de origine aterosclerotica.

Material si metode. Obiectul studiului I-au con-
stituit 35 de pacienti (lot de studiu), varsta medie 57
ani, cu diagnosticul clinic de cardiopatie ischemica,
confirmata prin testele specifice instrumentale (ECG,
EcoCG si coronarografie), care s-au aflat sub obser-
vatie in urmatoarele institutii medicale: Clinica Car-
diologica Republicana, Spitalul Clinic Republican,
Clinica Spitalului Militar.

Lotul de control, la fel, a fost constituit din 35 de
persoane cu varsta medie 57 ani, fara maladii cardio-
vasculare, fapt care s-a verificat prin culegerea anam-
nezei, examinarea clinica si efectuarea ECG.

Medoda de laborator, utilizatd in cercetarea data,
a fost evidentierea metilarii ADN la nivelul promoto-
rului genei p15 prin tratarea ADN cu bisulfit de sodiu
(conversia citozinei nemetilate in uracil) si amplifica-
rea portiunilor genice cu ajutorul perechilor de prai-
meri nonmetil-specifici i metil-specifici prin tehnica
MSP (Methylation Specific Polymerase Chain Reac-
tion).

Componentele mixturii pentru reactia de amplifi-
care 1n lant a ADN-ului, continand uracil:

- apa deionizata sterild - volum variabil;

- tampon PCR 1% (Fermentas) — 5 ul solutie 10x%;

- dNTPs cate 0.2 mM/L din fiecare tip — 5 ul so-
lutie 2mM;

- praimeri: p15 U(s), p15 U(as) - 300 ng fiecare /
praimeri: p15 M(s), p15 M(as);

- Taq ADN-polimeraza — 1,25 U/50 pl, volum va-
riabil;

- MgCl, - 3 mM/L — 6 pl solutie 25 mM;

Volumul amestecului de mai sus: 40 ul

- ADN modificat prin conversie =50 ng, 10 pl
ADN solutie 5 ng/ul

Volumul total al amestecului: 50 ul.

Alte metode si accesorii au fost specifice fiecarei
etape de lucru, dupa cum urmeaza: recoltarea san-
gelui venos in eprubete cu anticoagulant K3EDTA;
extractia ADN genomic uman din sdnge cu protocol
Qiagen Blood Mini [9]; modificarea ADN-ului prin
conversia citozinei in uracil cu protocol Qiagen Epi-
Tect Bisulfite Kit [10]; amplificarea prin tehnica MSP
a ADN-ului continand uracil, a fost indeplinita cu
termocycler Crocodile Il Appligene, protocol PCR
Fermentas si praimeri descrisi anterior de Herman J.
si echipa sa [11] (Tabelul 1).

Tabelul 1
Secventele praimerilor corespunzatori
promotorului genei p15
Secventa
5'- TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT- 3’
5'- CCATACAATAACCAAACAACCAA- 3’
5'- GCGTTCGTATTTTGCGGTT -3’
5'- CGTACAATAACCGAACGACCGA -3’

Praimer
p15U(s)
p15U(as)
p15M(s)
p15M(as)

Analiza produsilor de amplificare a fost efectuata
in gel de agaroza Amresco, tip I (2,0%) in solutie TBE
(1x), marker ADN pentru greutatea moleculara 98 pb
si 95 pb; vizualizarea produsilor de amplificare - prin
transiluminare (312 nm) si documentarea - prin foto-
grafiere.

Rezultate si discutii. Analiza electroforeticd a
portiunilor ADN amplificate, dupa conversia EpiTect
a ADN-ului genomic, din sdnge venos, a permis evi-
dentierea epigenotipurilor UU, UM, MM corespun-
zatoare promotorului genei p15 (statutul U/M).
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Astfel, in lotul martor a lipsit profilul MM-p15
(tabelul 1, figura 1), sugerand faptul ca, nefiind in-
activata prin metilare, gena p15 a blocat proliferarea
celulelor analizate, la toate persoanele sandtoase in-
vestigate.

In lotul pacientilor cu cardiopatie ischemica, pro-
filul MM dat s-a inregistrat in 14,3% din cazuri (ta-
belul 1, figura 2), gena p15 sustinand proliferarea ce-
lulelor peretelui vascular. La cei 5 pacienti (14,3%),
toate moleculele de ADN (din specimenul de sange
analizat) s-au dovedit a fi metilate la nivelul promo-
torului genei p15.

Teoretic, profilul p15-UU, cuprinde cazurile in
care gena pl5 este activa in toate celulele analiza-
te, blocand proliferarea acestora. In cadrul studiului
dat, am regésit o corespundere fenotipica in loturile
analizate. Spre deosebire de rezultatele obtinute la
persoanele sanatoase, la care profilul p15-UU a fost
inregistrat in 17 (48,6%) cazuri, in randul pacientilor
cu cardiopatie ischemica, profilul p15-UU a fost iden-
tificat in 11 (31,4%) cazuri, adicd mai putin cu 17,2%.

Daca consideram faptul cd nu doar profilul
p15-UU, dar si pl5-UM cuprinde subiectii la care
gena pl5 este activa (cel putin in unele molecule de
ADN din specimenele analizate, in cazul profilului
UM), atunci si aceastd abordare sustine ipoteza ca
gena pl5 blocheaza sau diminueaza proliferarea ele-
mentelor peretilor vaselor sangvine, preponderent la
persoanele sanatoase (35/65 versus 30/65, tabelul 2).

Tabelul 2
Distributia statutului metil-ADN in lotul martor si
in lotul de studiu

Lotul martor Lotul de studiu
(n=35) (n=35)
Profil metil-

ADN

Uu 17 (48,6%) 11 (31,4%)
UM 18 (51,4%) 19 (54,3%)

UU+UM 35 30
65

MM 0 | 5(14,3%)

Doar in cazul profilului pl15-UM, examinat se-
parat de alte profiluri, nu se regédseste corespunderea
directa a principiului: gena activa reprezinta prepon-
derent status-ul fenotipic sanitos. Ponderea profilu-
lui p15-UM in lotul martor a constituit 51,4%, iar la
pacientii cu cardiopatie ischemicd — 54,3%. Aici, o
explicatie ar fi aceea ca profilul electroforetic UM
obtinut de noi, nu reprezinta statutul unei celule in
care o moleculda ADN ar fi metilata, iar cealaltd — nu,
ci, mai probabil, celulele analizate, au reprezentat un
amestec, 1n care, cele mai multe au continut ambele
molecule de ADN metilate (profilul MM, exercitdnd

acelasi efect de supresie a activitatii genei pl5), iar
un numar mai mic de celule au inclus fie ambele mo-
lecule de ADN nemetilate (UU), fie o moleculda ADN
metilatd, iar cealaltd — nemetilata (UM). Acest numar,
relativ mic, de celule (UU si UM), desi cu activitate
a genei p15, nu au realizat efectul fenotipic final de a
mentine proprietitile permisive pentru fluxul sanguin
ale arterelor coronariene, la acelasi nivel ca si la per-
soanele cu statut UU n majoritatea celulelor peretilor
vaselor sanguine.

uu um MM

Figura 1. Distributia profilurilor metil-ADN in lotul
martor

601" 54,3%

uu um MM
Figura 2. Distributia profilurilor metil-ADN in lotul pa-
cientilor cu cardiopatie ischemica

Pentru a elucida cu exactitate care elemente ale
peretilor vaselor sangvine, dar si care este numarul
celulelor in fiecare subtip UU, UM, MM din peretii
arterelor coronariene, atat la persoanele fard cardio-
patie ischemica, cat si la pacientii cu aceastd maladie,
este necesar de a aplica metode performante de labo-
rator, inclusiv: coronaroangiografia, analiza citogene-
ticd, microdisectia tesuturilor si analiza profilului me-
tilic al ADN-ului unei celule, pentru a stabili statutul
metilic al fiecarei molecule de ADN ale celulei date,
dar si metode alternative de evidentiere a metilarii
ADN, pe langa tehnica MSP.

Concluzii:

1. A fost stabilitd corespunderea fenotipului car-
diopatie ischemica cu metilarea ADN, la nivelul pro-
motorului genei pl5 (profilul MM).

2. Celulele analizate UM, au reprezentat un
amestec, in care, cele mai multe au continut ambele
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molecule de ADN metilate (MM), iar un numar mai
mic de celule au inclus fie ambele molecule de ADN
nemetilate (UU), fie o moleculda ADN metilata, iar
cealalta — nemetilata (UM).

Bibliografie

1. Capros N. Coronary artery disease. Environmental
and genetic factors. — Ch.: SC Profesional Service SRL,
2012. —244p.

2. Istrati V., Manea D. et al. Corelatia unor markeri
polimorfi ai genelor enzimei de conversie a angiotensinei [
si a receptorilor tip 1 ai angiotensinei 2 cu extinderea pro-
cesului aterosclerotic 1n arterele coronariene. Bulet. Acad.
St. a Moldovei. St. Med. 2006, 1:64-69.

3. Congrains A., Kamide K. et al. Genetic variants at
the 9p21 locus contribute to atherosclerosis through modu-
lation of ANRIL and CDKN2A/B. Atherosclerosis. 2012,
220(2): 449-55.

4. Rakyan V.K., Down T.A. et al. An integrated reso-
urce for genome-wide identification and analysis of human
tissue-specific differentially methylated regions (tDMRs).
Genome Research 2008; 18:1518-1529.

5. Hangaishi A., Ogawa S. et al. Inactivation of mul-
tiple tumor-suppressor genes involved in negative regula-
tion of the cell cycle, MTS1/p16INK4A/CDKN2, MTS2/
p15INK4B, p53, and Rb genes in primary lymphoid malig-
nancies. Blood 87: 4949-4958, 1996.

6. Marx S. O., Totary-Jain H. et al. Vascular Smooth
Muscle Cell Proliferation in Restenosis Circ Cardiovasc
Interv. 2011;4:104-111.

7. Lacolley P., Regnault V. et al. The vascular smooth
muscle cell in arterial pathology: a cell that can take on
multiple roles. Cardiovascular Research. 2012, 95, 194—
204.

8. Hillebrands J-L., Klatter F.A. et al. Blood-Borne
Origin of Neointimal Smooth Muscle Cells in Transplant.
Arteriosclerosis. Graft 2002; 5; 161-163.

9. DNA Blood Mini Kit— Protocol QIAGEN (02/2003).

10. EpiTect Bisulfite Kit — Protocol QIAGEN
(04/20006).

11. Herman J.G., Graff J.R. et al. Methylation-specific
PCR: A novel PCR assay for methylation status of CpG
islands. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1996, 93(18): 9821-
9826.





