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“MECANISMO DE REGULACION A LA BAJA DEL GEN TRANSPORTADOR 1 CON
CASETE DE UNION A ATP (ABCAT) EN MACROFAGOS PERITONEALES DE

RATON ACTIVADOS CON INTERFERON GAMA”

Martha Leticia Alfaro Leon

Universidad Auténoma Metropolitana, 2006

Resumen

El Interferon gama (IFN-y)regula a la baja los receptores asociados al transporte
reverso de colesterol incluyendo ABCA1. En el presente estudio se determiné la cinética
de la regulacion a ta baja de ABCA1 y si esta regulacidén esta mediada por un proceso
transcripcional o post-transcripcional. En este estudio se utilizaron macréfagos
peritoneales de ratén, que cuando fueron estimulados con IFN-y presentaron una
disminucién en la expresion del gen ABCA1 detectada después de 1 h de incubacién
con IFN-y, registrandose la maxima reduccién a las 3 h. Esta disminucion en la
expresién del gene fue dependiente de la sintesis de proteina de novo. Cuando se
realizaron experimentos de ensayo de transcripcién iniciada en éstas células tratadas
con esta citocina, se detectd que la regulacion a la baja de ABCAT mediada por IFN-y
se realiza por medio de un proceso post-transcripcional. En las células tratadas con
actinomicina D el mensajero de ABCAT tuvo una vida media de 115 minutos, la cual fue
reducida a 37 minutos en las células tratadas con IFN-y. La disminucidén en la
estabilidad del mensajero también fue asociada con una pérdida rapida de la proteina
de ABCA1, que fue significativa después de 3 h de activacion con IFN-y. El incremento
en la degradacion de la proteina ABCA1 no fue bloqueado por los inhibidores de la
funcion proteosomal y lisosomal. Estos hallazgos sugieren una nueva ruta de

degradacion para la proteina de ABCA1. La cinética del mensajero de ABCA1



correspondid a ios cambios tempranos que Stat 1 experimenté en su fosforilaciéon y
translocacion hacia el nucleo. Por lo tanto se puede considerar a ABCA7 como un gen
de respuesta temprana en macrofages activados con IFN-y y que su regulaciéon a la

baja se debe a la desestabilizacion del mensajero.



“MECHANISM(S) OF ABCA1 DOWN-REGULATION BY IFN-y IN MURINE

PERITONEAL MACROPHAGES ”

Martha Leticia Alfaro ledén

Universidad Autonoma Metropolitana, 2005

Abstract

Interferon gamma (IFN-y) down-regulates receptors associated with reverse
cholesterol transport inciuding ABCA1. In the present study, the kinetics of ABCA1
down-regulation and whether these effects were through transcriptional or post-
transcriptionat regulation was determined. IFN-y stimulation of mouse peritoneal
macrophages resulted in decreased ABCA1 message detected 1 hr following JFN-y
addition and was maximally reduced by 3 hrs. These effects were dependent on de
novo protein synthesis and, based on nuclear run-on experiments, involved post-
transcriptional regulation. ABCA1 message had a T %2 of 115 minutes in actinomyecin
treated ceils that was reduced to a T ¥ of 37 minutes by IFN-y. The decrease in
message stability was also associated with a rapid loss of ABCA1 protein that was
significant 3 hrs following |FN-y addition. The increased degradation of ABCA1 protein
was not blocked by inhibiting proteasome or lysosomal function. This would suggest a
novel pathway for ABCA1 protein degradation. The kinetics of ABCA1 message and
protein decrease was consistent with the early IFN-y induced changes in Stati
phosphorylation and nuclear translocation observed in these cells. Therefore, ABCA1
can be considered as an early response gene to macrophage activation by [FN-y with

down regulation occurring by message destabilization.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 Metabolismo del colesterol

El colesterol es un componente esencial de la membrana citoplasmatica, donde
sus funciones son moduiar la fluidez de ta membrana y mantener una barrera entre la
célula y su medio ambiente. El colesterol también provee de material para la
manufactura de acidos biliares en los hepatocitos y hormonas esteroides en tejidos
esteroidogénicos. Una caracteristica del colesterol es que su ndcleo no es
degradable, por lo que el mantenimiento de la homeostasis del de novo colesterol
celular reside en el balance de la entrada en los alimentos y el sintetizado
celularmente; requiere de una perdida de colesterol en el cuerpo, primariamente por
su transformacién en acidos biliares y eventualmente en la excrecion fecal. Tanto el
colesterol de la dieta, como el sintetizado de novo son transportados a través de la
circulacién por medio de particulas lipoproteicas, siendo ésteres de colesteril, la forma
de almacenamiento del colesterol en la célula. A nivel celular la entrada de colesterol
y su sintesis, asi como el almacenamiento y salida debe ser un proceso altamente
regulado para mantener su equilibrio. Silas celulas periféricas no tienen la capacidad
de eliminar el exceso de colesterol libre no degradable (FC), el colesterol es
esterificado y almacenado como gotas de éster de colesteril en el citoplasma (CE).
Sin embargo este almacenamiento no es libre de peligro para el organismo; una de
las primeras manifestaciones de una lesién ateroesclerética temprana es la presencia

de células espumosas, formadas por macréfagos repletos de CE, los cuales



aumentan cuando los monocitos-macrofagos sanguineos infiltran el endotelio vy
contribuyen a la patologia de la enfermedad cardiovascular (1).

Las células periféricas obtienen el colesterot que proviene de la sintesis enddgena y
de lipoproteinas de baja densidad {(LDL) circulantes. Las LDL son removidas del
plasma por medio de la unién con los receptores de LDL que se acumulan en
invaginaciones especializadas cubiertas de clatrina en la superficie celular. EI LDL
unido, es internalizado por medio de endocitosis y degradado en lisosomas para que
el colesterol se libere (2). La sintesis celular de colesterol endoégeno y el nimerc de
receptofes—LDL (LDL-R) expresados en la superficie celular es regulado por un
mecanismo de retroalimentacion negativa por medio de los factores de transcripcion
unidos a membrana, llamados proteinas de union a los elementos de respuesta a
esteroles (SREBPs). Estas proteinas poseen un dominio amino terminal, que es
liberado proteoliticamente por medio de un proceso complejo de translocacién nuclear
sensible al contenido de colesterol en la membrana. Cuando la concentracién de
colesterol en las células se eleva, la transcripcion del LDL-R es suprimida para evitar
la internalizacién excesiva de LDL; en contraste, cuando los niveles de colesterol
disminuyen, se induce la transcripcion del gen para aumentar la unién e
internalizaciéon de LDL. Este mecanismo regulatoric sirve para mantener un nivel
constante de colesterol no esterificado (3). Sin embargo, existen otros receptores para
LDL, los receptores basurero o de recoleccion para LDL (SR-LDL), que' a diferencia
de los antenores, no controlan su expresién por medio de los niveles intracelulares de
colesterol, por lo que siguen internalizando colesterol sin limite alguno (4).

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son una importante fuente de colesterol para
el higado y tejidos esteroidogénicos, ademas de desempefiar un papel muy

importante en la salida de colesterol de los macrofagos hacia el higado, mediante el



transporte reverso de colesterol para su posterior eliminacion. Los receptores que
reconocen estas HDL son los receptores basurero (SR) CD36 y Bl (SR-BI) (5). El
proceso de captacién de HDL, por medio de estos receptores, es un proceso selectivo
distinto al proceso de captacion de LDL. En el caso de las LDL, su componente
principal proteico, la apoproteina (apo) B100, es degradada en el lisosoma para
liberar el colesterol, proceso que sigue a la endocitosis. A diferencia, en las HDL, el
componente proteico principal, apo A-1, no se degrada, sinc que se recicla (6).

Los receptores SR-Bl se localizan en [a invaginaciones libres de clatrina de la
membréna celular, llamadas caveolas, cuya funcién es separar e integrar rutas de
seﬁalamiento'transmembranales, sin pasar por alto su importancia en la homeostasis
de colesterol. Las caveolas son los sitios aceptores para el colesterol sintetizado de
novo, el cual es translocado desde el reticulo endoplasmico (ER), o por captacién
selectiva mediante SR-BIl. Se ha establecido que el dominio extracelular de SR-BI
facilita fa transferencia de lipidos HDL (7-8). Varios estudios han sugerido que las
caveolas se pueden asociar con CE y anexina !l en un complejo proteina-lipido que
puede facilitar el transporte de CE desde las caveolas hasta las membranas internas,
en este lugar el CE es hidrolizado por esterasas neutras para asi liberar el colesterol
hacia la membrana endosomal; mientras que las particulas de HDL y SR-BI no son
recicladas de nuevo hacia la superficie (9).

Después de la captacion de la lipoproteina y la hidrdlisis lisosomal de CE, el colesterol
no esterificado es transferido al RE, pero cuando se presenta en exceso es toxico
para ia célula, y es entonces cuando la enzima acil-CoA colesterol aciltransferasa
(ACAT) es activada para promover la esterificacion del colesterol y preservar la
integridad de la membrana, Durante la esterificacion se reduce 1a solubilidad de FC

por medio de la agregacion de largas cadenas de acidos grasos, causando que CE



forme gotas de lipidos en el citoplasma. El CE citosélico es convertido de regreso a
FC por la accion de la hidrolasa éster colesterol neutral (nCEH) que es activada por la
proteina dependiente de AMPc, cinasa A (PKA). El colesterol liberado es transferido a
la membrana plasmatica donde puede ser transportado hacia el ER para otro ciclo de
hidrolisis y esterificacion. Sin embargo, en preseﬁcia de aceptores extracelulares de
colesterol, como son apoA-1 y HDL, este ciclo es interrumpido por la salida de FC de
la célula {(10-11).

Como se menciond anteriormente, la regulacién de la movilizacion de colesterol en
los macréfagos no se autolimita, debido a los LDL-SR de los macrofagos, que
rapidamente reconocen y engullen los LDOL modificados, para la posterior degradacidn
de lipoproteinas. El exceso de colesterol es esterificado por ACAT y forma gotas
lipidicas citosolicas, que le dan al macrofago la apariencia caracteristica de espuma
en su interior, formandose de esta manera las células espumosas. Para que los
macrofagos promuevan la salida de colesterol y prevenir asi el desarrollo de células
espumosas, esta célula debe desviar FC de la esterificacion catalizada por ACAT asi
como promover la hidrdlisis de CE por nCEH y transferir el FC a la membrana celular.
La interaccion de HDL-apo A-l con las proteinas de la superficie del macrdfago parece
promover cada uno de estos pasos (12-13).

La salida de colesterol de los macrofagos ha sido relacionada con la movilizacion de
colesterol desde una poza de concentracion intracelular que es utilizada por ACAT
hacia otra poza de concentracion especifica para la salida de FC. Ademas AMPc, en
presencia de HDL estimula la limpieza de CE en los macréfagos, posiblemente por la
activacion de la ruta PKA. PKA puede estimular a nCEH para promover la hidroélisis de
CEs citosolicos, incrementando asi la movilizacion de CE v la salida de FC mediada

por apo A-l. Ademas el AMPc induce la expresion del ABCA1 (transportador 1 de




membrana con casete de unidn a ATP, cuya funcion es mediar la salida de colesterol

y fosfolipidos de los macrofagos mediante 1a interaccién con HDL/apoA-| (14-16).

1.2 Placa ateroesclerdtica

El inicio de las lesidnes ateroesclerdticas suele producirse muy
tempranamente en la vida de un individuo. Esta placa ateroesclerética es una lesion
que se inicia cuando los monocitos se infiltran a través del endotelio vascular, hacia la
intima arterial respondiendo a la presencia de mediadcres lipidicos y no lipidicos. A
medida que la lesién evoluciona se observa la formacién de células espumosas,
provenientes de macréfagos y de celulas musculares lisas, deposicién de matriz,
dafios a las células endoteliales, formacién de trombos o coagulos de colesterol,
necrosis celular y calcificaciones daninas. En las lesiones avanzadas del proceso
ateroesclerético se observa adherencia del trombo (17-19). Este tipo de lesidnes
comunmente se encuentran en bifurcaciones y curvaturas de las arterias; es decir, en
lugares donde el flujo sanguineo es turbulento, contribuyendo a la disminucién de la
fuerza hemodinamica (20). La estria lipidica es la primera lesién reconocible, y esta
caracterizada por la presencia de macrofagos y de céelulas espumosas derivadas del
macrédfago, asi como también de células T y monocitos que se han infiltrado a través
del endotelio debido a cambios en la superficie celular asociados con la activacion y
adhesion de leucocitos. El aumento de las proteinas de adhesion celular y la
preduccidn de quimiocinas promueven la infiftracidn de células mononucleares. La
migracién de las células de musculo liso de la tinica media de la lamina elastica

interna al interior de la intima tiene como resultado el engrosamiento de la misma y la



formacidn y proliferaciéon de célutas espumosas derivadas de células de musculo liso.
A medida que el proceso avanza, la duracion y exacerbacion de la patologia en
progreso esta asociada con la elaboracién de numerosos mediadores quimicos de
parte de los macrofagos activados y células T entre los que se encuentran factores de
crecimiento, monocinas, tromboxanos, factor estimulante de colonias, quimiocinas e
interferéon garna (IFN—'y) (21-23). La presencia de lipoproteinas de baja densidad
oxidadas (L.DL-ox) y de peréxidos de lipidos contribuye a la formacion de células
espumosas, derivadas de macrofagos y de células de musculo liso, resultando en un
aumento en la retencién de lipidos y la formacion de un nucleo lipidico necrético (24-
25). El progréso de la estria grasa hacia la formacidén de una lesion intermedia o
avanzada se caracteriza por la formacién de una capsula fibrosa donde el colageno
sintetizado sustituye la matriz extracelular de la intima por una capa fibrosa que rodea
al ntcleo lipidico, que en conjunto forma una placa que puede ser estable o en dafios
mas avanzados ser inestable, pudiendo ocurrir la ruptura debido a la erosidon de esta
capsula. Dicha erosion esta frecuentemente asociada con la presencia de macrofagos
localizades sobre esta capsula que pueden secretar metaloproteinasas (MMP), lo que
conlleva a su ruptura, seguido de una trombosis luminar, responsable de sindromes
coronarios agudos, que obviamente se manifiestan clinicamente.

El progreso de la placa ateroesclerdtica se caracteriza por una patologia cada vez
mas compleja, asociada con activacion de macrofagos, de células T, de células
endoteliales y de musculoe liso (SMC) que producen grandes cantidades de citocinas,
proteasas y lipidos oxidados, estableciendo ur; estado inflamatorio cronico que

progresa hacia la manifestacién de eventos clinicamente relevantes (26-28).



1.3 Participacién del macréfago en la placa ateroesclerotica

El fagocito mononuclear juega un papel crucial en todo el proceso de
formacion de la placa ateroescleroética, iniciando con la formacion de la estria lipidica
causada por la infiltracidon de monocitos y la generacion de ceélulas espumosas en la
intima; esta estria se convierte en placa debido a un ambiente inflamatorio crénico
que se establece a consecuencia de la elaboracidon de citocinas y cambios en el
metabolismo de las lipoproteinas. Esta placa se desestabiliza mediante apoptosis
para formar un nicleo necrético dentro de la intima, donde se localizan macrofagos
que producen MMP y que finalmente provocan su ruptura debido a la erosion de la
capa fibrosa (25,29).

Los macrofagos pueden contribuir a las modificacion de lipoproteinas mediante su
oxidacion por medio de lipoxigenasas, oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) vy
NADPH oxidasas, para posteriormente ingerirlas (30-31).

Dependiendo del punto de vista, el macréfago puede desempenar un papel pro-
ateroesclerdtico o anti-ateroesclerético (22, 32). Puede ser considerado como
protector por la elaboracién de citocinas tales como el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), el cual ha demostrado en estudios con conejos administrandoles
FGF basico sistémico, una mejora en la funcion endotelial, reduccion en la expresion
de la molécula vascular de adhesién celular (VCAM-1) y en el numero de macréfagos
en la lesion ateroesclerdtica (33). El mismo papel protector se ha observado con el
factor de crecimiento transformante B (TGFB) el cual incrementa la sintesis de

ABCA1 y Apo E e inhibe la sintesis de MMP (34-36). La elaboracién de TGF( y de



interleucina (IL) 10 (IL10) podria funcionar como un sistema de retroalimentacion para
reducir la activacion de macrofagos (37).

A diferencia de lo anterior, el macréfago también puede participar como
desestabilizador de la placa, por medio de la liberacién de una gran variedad de
productos que secreta, como por ejemplo: oxidantes, lipasas y citocinas tales como
IL-1, IL-8, factor necrosante de tumor (TNF), IL-18, quimiocinas, CD40 y su ligando, y
proteasas, tales como las MMP vy las catepsinas D, S, K y L (38-39). Las catepsinas
D, S, Ky L por ejemplo, se expresan en el interior de la lesién ateroesclerdtica y
debido a su actividad elastolitica y colagenolitica pueden estimular Ila erosion de la
placa (40-41). Los macrofagos también contribuyen a la evolucion de la lesién al ser
fuente productora de quimiocinas tales como IL-8, MCP-1 y fractalina que promueven
la entrada continua de monocitos a la lesion ateroesclerotica (42-43), ademas de la
participacion especial de IL-18 en la progresion de ateroesclerosis debido a su
habilidad de inducir directamente la produccion de IFN-y (44). La produccién de
oxigeno reactivo y de radicales de nitrégeno por parte del macréfago contribuye
también al progresc de la placa al estimular la lesidon vascular mediante la
modificacion de lipoproteinas y la induccion de la sintesis de MMP, mientras que la
expresion de factor VIl y de factor de tejido por parte del macréfago deja la lesion

predispuesta a eventos trombdticos importantes (45).



1.4 IFN-y

El interferén gama (IFN-y) es el unico integrante del tipo 2 de interferones y
desempefia una funcién importante en todas las fases de las respuesta inflamatoria e
inmunolégica. Por mucho tiempo, se ha reconocido a esta citocina como el factor
activador del macréfago producido por linfocitos que facilita la actividad tumoricida de
estas células (46-47). Ademas del linfocito ayudador tipo 1 (Th1) CD4+, se han
reportado otros tipos de células que secretan IFN-y , entre ellas el linfocito citotéxico
CD8+,'el macrofago activado, las células naturales asesinas (NK), los linfocitos B y la
célula del musculo liso vascular (48-49). Sin embargo, en el caso de la placa
ateroesclerdtica, lo mas probable es que el linfocito Th1 sea la fuente primordial de
IFN-y . Se ha reportado que las células T comprenden entre 10 y 20 % de la poblacién
celular en placas avanzadas en humanos y al parecer se acumulan en lugares donde
hay susceptibilidad de ruptura de la placa y trombosis. Se ha demostrado la expresion
de IFN-y en lesiénes ateroesclerdticas, tanto en muestras clinicas como en modelos
de ateroesclerosis preclinica en ratdén. La presencia de macrofagos al lado de
linfocitos tipo Th1, la sintesis de IL-12 e IL-18 por parte del macréfago, la cual a su
vez puede estimular la produccion de IFN-yy la produccion potencial de IFN-y por
parte de las células de muscule liso, asegura que haya numerosas fuentes de |FN-y

en el interior de la placa ateroesclerotica (50-52).



1.4.1 Ruta de senalizacién de IFN-y

La sefial celular mediada por IFN-y comprende la unién de homodimeros de
IFN-y al complejo receptor de IFN-y. El receptor es un miembro de la familia de
receptores de citocinas clase |l, consiste de dos cadenas de union al ligando de 90-
kDa o IFN-yR1, asociaaas con dos cadenas transductoras de la sefial, o IFN-yR2, que
no participan en la union del ligandc de 85-kDa. El complejo receptor es ensamblado
en la superficie celular sin requerir la union con un ligando para que R1 y R2 se
asocien.. Ninguna de las cadenas del receptor tiene actividad intrinseca de cinasa, por
lo tanto la traﬁsduccic’)n de la sefal esta mediada por secuencias que se encuentran
en el motivo de union del dominio intracelular de la cadena R1, las cuales se unen a
la tirosina Janus cinasa 1 (Jak1} y a las proteinas transductoras de sefales y
activadoras de la transcripcion (Stat1). La cadena R2 tiene una secuencia intracefular
para la union con la cinasa Jak2 (fig 1). Cuando IFN-y se une al complejo receptor,
Jak2 es autofosforifado (P-Jak2), el cual también fosforila a Jak1 en la cadena R1 P-
Jak1, que a su vez fosforila residuos de tirosina criticos en R1 (residuo 440),
permitiendo asi la unién al dominio SH2 de Stat1. Cuando el dimero Stat1 se asocia
con las cadenas de R1, es fosforilado en la tirosina 701, probablemente mediante la
activacion de Jak2. Se ha observado también fosforilacion adicional de Statl
mediante la ruta de fosfatidilinositol-cinasa AKT en la serina 727; dicha fosforilacién
contnbuye a la transcripcion de genes dependiente de Stat1 (53-59). EI dimero P-
Stat1 se disocia del complejo receptor, se transloca al nucleo y se une a las

secuencias de activacion de IFN-y (GAS) en el sitio promotor del gen.
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Ademas de los sitios donde se une Stat1 a promotores de activacidn de fos genes que
responden a IFN-y, en esta ruta de senalizacién, también se transcriben otros factores
activadores de transcripcidon con sus propios sitios de untdn en el DNA que generan
también cambios en la expresidon genética. Los factores activadores mejor
caracterizados son los |IRF (factores reguladores de interferon), los cuales se unen a
un sitio consenso IRF-E (47,60). Se ha demostrado que los factores IRF-1, 8§ y 9
estimulan la transcripcion de un subgrupo de genes inducibles por IFN-y, mientras que
IRF-2 antagoniza los genes inducibles por IRF-1 al unirse tambien al sitio de
consenéo IRF-E (61). La union de IRF-1 con los genes inducibles de IFN-y ocurre en
un sitio prométor que no es el de Stat1, y se ha mostrado que estos dos factores de
transcripcion cooperan entre ellos resultando en una induccidon maxima de los genes
regulados por IFN-y.

Mientras que la fosforilacién de Stat1 y su translocacion nuclear juegan un papel
importante en la activacion y represion de genes mediada por IFN-y, los estudios en
ratones deficientes en Stat1 revelan que IFN-y puede tambien activar un subgrupo de
genes mediante rutas no dependientes de Stat1 (62-63).

Se ha estudiado intensamente el mecanismo de senalizacion del IFN-y via Jak-Stat,
sin embargo, IFN-y puede activar otras sefiales, entre ellas las de cinasas MAP, de
Src, ERKs y la ruta cinasa IkB(IKK) (64-66). En estudios realizados en fibroblastos
embrionicos de ratéon deficiente en IKK alfa y beta, se reporté que un numero

importante de genes estimulados por IFN-y no se inducian a pesar de
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Fig. 1. La senal celular mediada por IFN-y se desencadena por la union de
homodimeros de IFN-y al complejo receptor de IFN-y formado por IFN-y R1 y IFN-y
R2. El complejo receptor es ensamblado en la superficie celular sin requerir la unién
con un ligando para que R1 y R2 se asocien. La transduccion de [a senal esta
mediada por fa union del dominio intracelular de la cadena R1 con la tirosina Janus
cinasa 1 (Jak1) y con las proteinas transductoras de senales y activadoras de la
transcripcion  (Stat1). Cuando [FN-y se une al complejo receptor, Jak2 es
autofosforilado (P-Jak2), el cual fosforila a Jak1 en la cadena R1. Jak1 fosforilado, a
su vez fosforila residuos de tirosina en R1 (residuc 440), permitiendo asi la unién al
dominio SH2 de Stat1. Cuando e! dimero Stat1 se asocia con las cadenas de R1, se
fosforila en la tirosina 701. E! dimero P-Stat1 se disocia del complejo receptor, se
transloca al nicleo donde se une a las secuencias de activacion de IFN-y (GAS) en el
sitio promotor del gen activando o inhibiendo su transcripcion.
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observarse un aumento en la transcripcién de Stat1 (67). De hecho, lo mas probable
€s que una citocina que tiene un papel tan importante en la inmunidad innata como lo
tiene IFN-y haya desarrollado en el camino de la evolucién numerosas vias de

sefalamiento a fin de asegurar la supervivencia del huésped.

1.4.2 Regulacidn de la expresion de IFN-y

La regulacion negativa del mecanismo de sefalizacion de IFN-y parece estar
modulada pdr la induccion de la familia de proteinas SOCS (supresores de
sefializacion mediada por citocinas), primordialmente SOCS-1, asi como ciertas
proteinas sulfhidrilo tirosina fosfatasas, entre ellas Shp-1 y 2 (68-69). Ambos
mecanismos tienen como resultado la inhibicion del mecanismo de senalizacion via
Stat1 y en modelos de raton con delesion de SOCS-1 o Shp-1 se caracterizan por
respuestas inflamatorias sistémicas severas. Se ha demostrado en estudios in vitro
que SOCS-1 se une a Jak2 inhibiendo de esta manera la cinasa y con ello la
fosforilacion de Stat1. Es posible que la variante de la proteinai SOCS-1 interactie
con Jak2 después de unirse a la subunidad |FN-yR1, ya que una mutacion de la
tirosina 441 de la cadena IFN-yR1 bloquea la union de SOCS-1 al complejo R1-Jak2 e
inhibe la activacion de Stat1. Se puede deducir entonces, que la rapida induccion de
SOCS-1 por IFN-y sirve como un mecanismo de retroalimentacion negativa para
limitar la activacion celular estimulada por el IFN-y (70-71).

Se ha reportado también que la familia de proteinas tirosina fosfatasas inhibe la

transduccion del mecanismo de sefializacion de IFN-y. Por ejemplo, se ha demostrado
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que la Shp-2 se une directamente al complejo IFN-yR1 e inhibe la activacién de Stat1
(72). Mientras que en este estudic la Shp-2 no parece modular directamente el nivel
de fosforilacion del complejo IFN-yR1, la fosforilacion de Jak1 aumento en células
carentes de Shp-2. Se ha descrito una proteina inhibidora de Stat1 (PIAS-1), la cual
se une a Stat1 e inhibe la asociacion del dimero con DNA (73), este puede ser un
mecanismo adicional que contribuye a la inhibicion del mecanismo de senalizacién de
Stat1. Por lo tanto, tanto la induccidon de la expresion de la familia de las proteinas
SOCS vy la inhibicion de la fosforilacion de Stat1 representan formas de
retroalimentacion que inhiben la expresion de un subgrupo de genes inducibles por
[FN-y.

A pesar de que la expresion de los genes de las proteinas SOCS-1, 2, y 3 es inducida
por IFN-y  al parecer, la proteina SOCS-1 es el inhibidor mas potente del mecanismo
de senalizacion via Stat1 que las proteinas SOCS-3 y SOCS-2, las cuales no tienen
ningun efecto sobre la fosforilacion de Stat1 inducida por IFN-y (74-75).

La inhibicién del mecanismo de sefializacién de IFN-y por citocinas asociadas con las
células Th2, entre ellas la IL-4 y la [L-10, representa un mecanismo compensatorio
distinto para limitar el proceso inflamatorio. Cuando se trataron monocitos perifericos
humanos con [L-10 antes de la estimulacion con IFN-y se inhibid la induccién de
ICAM-1 y de la quimiocina [P-10, mientras gque no hubo inhibicion de IRF-1 mediada
por IFN-y. Ambos efectos ocurrieron por medio de la inhibicion de la fosforilacion de
Stat1 asi como también debido a la induccion de la expresion de SOCS-3 (76).
Finalmente, mientras gue el mecanismo de sefalizacion de IFN-y se debe a su

interaccién con receptores de alta afinidad, el IFN-y también puede unirse con menor



afinidad a proteoglicanos de condroitin sulfato en general y de manera especifica con

CD44 en celulas de musculo liso de tejidos vasculares humancs (77-78).

1.4.3 Efectos de IFN-y en el transito de lipidos y colesterol

Se conocen alrededor de 500 genes que son regulados por IFN-y, tanto por
vias dependientes de Stat1 como por vias independientes del mismo (46). El espectro
de genes relevantes en la homeostasis de lipidos que se regulan por [FN-y | ya sea
aumentando ¢ disminuyendo su expresion, incluye genes de marcadores y receptores
de superficie celular, proteasas, proteinas de la matriz extracelular, mediadores
secretados, lipasas y oxidasas, asi como también enzimas intracelulares y factores de
transcripcion. Estos cambios en la expresion de genes pueden ser considerados en
dos clases funcionales: aquellos asociados con efectos directos sobre el colesterol o
el transito de lipidos en la lesion ateroesclerdtica y aquellos cambios genéticos
asociados en direccion al proceso inflamatorio. Debe considerarse que esta
clasificacion es artificial y que no existe el limite entre una y otra funcidén genética, ya
que un mismo gene puede participar en ambos grupos, como es el caso de los
receptores recolectores que ademas de desempefiar el papel de ingesta de LDL
modificados (directamente en la homeostasis de lipidos), también son receptores para
otros ligandos como células apoptéticas, como el receptor basurero para
fosfatidilserina y ox-LDL (SR-PSQOX) que también funciona como una quimiocina (79).
Detallando acerca de los genes involucrados en el equitibrio de lipidos, existen

estudios in vifro que muestran la regulacion a la baja de receptores recolectores, entre




ellos SR-A y CD36 en macrodfagos tratados con IFN-y (80-82). Dado que el colesterol
exogeno no disminuye la expresion de estos receptores, se sugiere que el IFN-y
deberia reducir la formacion de células espumosas mediante una reducciéon de la
expresion de los receptores recolectores resultando asi en una disminucion también
en el numero de células espumosas en el interior de la placa arteroesclerética. Esto
permite plantear la posibilidad de que, mediante la modulacion de los receptores
recolectores, el IFN-y pueda incrementar el nimero de células espumosas derivadas
de celulas de musculo liso a expensas de las derivadas de macrofagos. En contraste
con la regulacion a fa baja de los receptores recolectores SR-A y CD36, se ha
reportado un sitio en el promotor de SR-A potencialmente activado via IFN-y, siendo
detectado el aumento en la expresion de este receptor en monocitos humanos y
cultives de SMC vascular (81,83). Por lo tanto, es posible que [FN-y pueda, en base a
la modulacion de receptores recolectores, incrementar la cantidad de células
espumosas provenientes de SMC a expensas de aquellas células espumosas
derivadas de macréfagos.

En contraste con la expresion de SR-A, IFN-y incrementa la expresion de SR-PSOX
en monocitos humanos y en células THP-1, tanto a nivel de proteina como a nivel de
RNA mensajero (79).

Se ha demostrado en estudios in vitro que IFN-y también tiene un efecto de regulacion
a la baja sobre otros receptores lipoproteicos del macréfago, entre ellos se encuentra
la proteina relacionada con el receptor LDL (LRP), y el propio receptor de VLDL junto
con el receptor de lipoproteina a y apoproteina a {Lpa{a)/apo(a)) (84-86). También se
ha reportado que el IFN-y causa una disminucidon en la expresion de ABCA1 en

macréfagos de raton y de células espumosas derivadas de macrofagos que




corresponde a una disminucion de la salida de cclesterol de las células (87). Por lo
tanto, parece ser que el IFN-y tiene un efecto de regulacién negativa en el nimero de
receptores involucrados en el trafico de colesterol en la célula espumosa, aunque los
resultados sean distintos cuando se evalian estos mismos receptores en células
vasculares de musculo liso.

IFN-y causa también una disminucion de la sintesis de la liproteina lipasa, de apoE
(88-89), de la sintesis de colesterol 27-hidroxilasa en macréfagos y en células
endoteliales de la aorta en humanos (90-91), pero causa un aumento de la sintesis de
acil-CoA:colesterol-O-aciltransferasa (ACAT) (82) y de la secrecidon de la fosfolipasa
secretora del 'grupo lIA (s-PLA2) en el macrofago y en cultivos de células de musculo
liso de arteria humana (92). La disminucion de la sintesis y secrecion de la
lipoproteina lipasa y de la apoE podria resultar en una disminucion en la remocién de
LDL y de VLDL de la circulacion o de la lesidén, mientras que un aumento en la
secrecion de s-PLA2 podria contribuir en un aumento en la modificacion de LDL y que
el receptor de LDL no actue como eliminador de estas particulas y en su lugar lo
hagan los receptores basureros. La disminucién de la sintesis de 27-hidroxilasa
podria reducir la eliminacion del colesterol de las células espumosas, ya que la
hidroxilacion de la molécula es el primer paso en el metabolismo del colesterol
extrahepatico (91). Finalmente, se podria esperar que aumentos de la actividad vy
expresion de ACAT estimulados por IFN-y en macréfagos estimulara la acumulacion
de colesterol al aumentar la cantidad de éster de colesterol en la célula espumosa
derivada del macrofago.

En cuanto al efecto de |IFN-y en los cambios en la expresion de genes asociados con

inflamacion, esta citocina parece tener una actividad mas consistente en la respuesta

18




inflamatoria, particularmente en la regulacion a fa alta de receptores de membrana y
productos secretados asociados con ella.

La expresion de IFN-y en la lesion ateroesclerdtica parece dirigir la inmunidad
adaptativa por medio del incremento en la expresion de los antigenos clases | y !, asi
como de los componentes necesarios para la presentacion del antigeno dependiente
de las células clasicas presentadoras, como son los monocitos-macréfagos y las
células dendriticas, asi como también de células que no pertenecen al grupo clasico
de presentadoras de antigeno, como lo son las células endoteliales y las células de
SMC vasculares ( 93-94).

Ademas de los efectos que provoca en la presentacion de antigeno, IFN-y también
incrementa diferentes componentes de esta misma ruta. La catepsina S, el
transportador asociado con el procesamiento del antigeno (TAP) y la proteina de la
molécula de la subunidad protecsémica de bajo peso molecular (LMP) (95) son
algunos ejemplos de la manera en que |FN-y contribuye a la progresion de
ateroesclerosis por medio del reconocimiento de autoantigenos, como ocurre cuando
las células T de la placa en humanos reconocen a los LDL oxidados como un
autoantigeno, siendo también reportados en pacientes ateroesclerdticos anticuerpos
contra estos LDL oxidados (96-97). En refacion a las células endoteliales, IFN-y puede
ser considerado como promovedor de cambios pro-inflamatorios de las células
endoteliales, en estas céiulas IFN-y tambien induce en forma dependiente de Stat1 a
TAP-1 y IRF1 y a la clase de antigenos del complejc mayor de histocompatibilidad
(98).

Los cambios endoteliales inducidos por IFN-y originan la infiltracion de células

mononucleares a través de la capa endotelial por medio de la induccién de moleculas



de adhesion celular tales como ICAM y VCAM-1. En hallazgos interesantes, se ha
reportado que IFN~y inhibe la induccidn de selectinas E y P, que podria tener impacto
en el reclutamiento de neutrdfilos, asi como la inhibicion también de molécula de
adhesion plaquetaria de células endoteliales 1(PECAM-1) (99-100). IFN-y regula a la
aita quimiocinas como proteina inducible 10 (IP-10), monocina inducible por IFN-y
(MIG) v quimioatrayen—te de células T inducido por IFN-y (I-TAC). Cuando alguna de
estas tres ultimas guimiocinas se une al receptor CXCR3 de las células T en la lesion
ateroesclerotica, provoca una mayor acumulacién de células Th1 en la lesion (101).

Se suman a la secrecion de las de quimiocinas el aumento de expresion que [FN-y
promueve en células endoteliales del receptor CD40 y su ligando, asl como también
en células de musculo liso y macréfagos, proporciona comprension adicional del

mecanismo por medio del cual IFN-y exacerba una respuesta inflamatoria (102).

1.5 ABCA1

El transportador 1 con casete de unién al ATP (ABCA1) pertenece a una gran familia
de proteinas integrales de membrana conocidas como casete unido a ATP (ABCA1).
Esta familia esta altamente conservada, y esta presente en eucariotes y procariotes.
La funcién de estas proteinas es fundamental en el transporte de membrana
transiocando una gran variedad de substratos fuera y dentro de la célula, asi como
entre diferentes compartimentos celulares, dentro de estos substratos se encuentran
aminoacidos, lipidos, lipopolisacaridos, iones, péptidos, sacaridos, metales, drogas y

proteinas. Estas proteinas utilizan la energia derivada de la hidrélisis del ATP para
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transportar substratos a través de la membrana en contra del gradiente de
concentracion. Se ha estimado que la hidrélisis de dos moléculas de ATP resulta en el

transporte de una molécula de substrato (103).

1.51 Estructura

ABCA1 es una proteina integral de membrana celular formada por 2261
aminoacidos (104,105). La proteina ABCA1 esta formada por dos secciones de
estructura similar, que se encuentran unidas covalentemente (figura 2). En cada una
de estas secciones se encuentran dos dominios de union al nucledtido (union al ATP)
(NBD) formados por dos motivos peptidicos que se encuentran en muchas proteinas
que utilizan ATP, estos dominics se nombran Walker A y Walker B (NBD1 y NBD2),
ademas de estar formado cada uno también por seis hélices transmembranales. En la
parte central de la proteina se encuentran locs dominios reguladores (RD), los cuales
son segmentos altamente hidrofobicos que se cree son los que interactdan
directamente con la membrana plasmatica. Se cree que la region amino-terminal (N-
terminal) de la proteina presenta dos grandes hélices extracelulares altamente
glicosiladas y unidas por enlaces de cisteina, ademas de estar orientada hacia el
citoplasma (106-107). Se ha comprobado que el extremo carboxilo (C-terminal) de la
proteina se encuentra ubicado en el citoplasma donde interactta con proteinas (108).
Estudios realizados por Fitzgerald y colaboradores (109), han demostrado que el
motivo VFVNFA localizado en el carboxilo terminal es esencial para que la proteina

cumpla con la funcién de salida de colesterol de la célula.
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La especificidad del substrato para cada transportador estd determinada por la
secuencia de aminoacidos en el dominio membranal (TMD); como resultado, existen
pequefas similitudes entre los dominios transmembranales de los transportadores
ABCA (110).

En el humano el gen de ABCA1 esta localizado en el cromosoma 9 (9q31) y consta
de 147.5 kb de IongitLid, mientras que en el ratéon esta localizado en el cromosoma
4A5-B3 y consta de 123 kb de longitud. Ambas especies comparten el mismo numero
de exones e intrones siendo 50 y 49 respectivamente, y el marco abierto de lectura
consiste de 6783 pares de bases (pb). El tamafio de los intrones varia entre 111 pb a
16 kb para el raton y de 111 pb a 24 kb para el humano. ABCAT es altamente
conservado, siendo 95.2% idéntico en estas dos especies (111). Se ha secuenciado
el gen ABCAT humano encontrandose 1 153 pb en el promotor, 14 6581 pb de las
secuencias que codifican ademas de los intrones y 1 kb de la regién terminal 3'. La
regién codificadora en ambas especies inicia en parte del exén 2 y termina en el exén
49 (112). Cuando se ha estudiado el promotor, se han identificado multiples motivos
altamente conservados entre estas dos especies, que podrian ser sitios de union
potenciales para factores de transcripcion como Stat, c-myb, GATA, SP1, Zinc Finger
202 (ZNF202), NFxB, proteina reguladora de la union a esteroles (SREB) y proteinas
activadoras AP-1, 2 y 4 (113). En esta misma region promotora, en el exén 1 del
extremo 5', se han detectado secuencias de elementos DR4, gque responden a
esteroles (114).

Los exones 49 y 50 se han secuenciado y se ha encontrado gque codifican 127

aminoacidos (aa 2135-2261) en el carboxilo terminal gue, como se indicd
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anteriormente, parte de ella se encuentra localizada en el citoplasma y que interactua
con proteinas participando en procesos intracelulares (108).

Generalmente ABCAT es expresado en tejidos involucrados en transporte y utilizacion
de colesterol, en células inflamatorias incluyendo al macréfago, células T y células B.
Los érganos donde ABCAT esta altamente expresado en el humano y en el ratén son:
placenta, higado, pulmones, glandulas adrenales, tejido fetal, corazén, bazo, intestino
delgado y cerebro; la alta expresion de ABCAT en estos tejidos es debida a los
macréfagos residentes. El RNAmM de ABCAT es detectado en macréfagos convertidos
en células espumosas, en lesiénes ateroesclerédticas tempranas (115). La distribucién
celular de ABCA1 ha sido reportada en la membrana plasmatica y en compartimentos
intracelulares, en donde es transportado mediante endosomas tempranos (116).
Aunque ABCA1 ha sido reportado como mediador del transporte de diversos tipos de
_ proteinas, tales como promotor de la secrecion de a-tocoferol, apo E, e interleucina
163 (117-118), el papel mas importante es el de mediar el transporte de colesterol y
fosfolipidos a través de la membrana por medio de apolipoproteinas pobres en
lipidos, especificamente apoA-l. Se han identificado varias mutaciones en el gen
ABCAT que son responsables de la enfermedad de Tangier (TD). Esta mutacién
puede presentarse en individuos homocigotos o heterocigotos, siendo mas severa en
los primeros. Las personas que padecen esta enfermedad presentan desde niveles
bajos de HDL (40-45%) hasta niveles no detectables de la lipoproteina, acumulacion
de células espumosas y la predisposicion a enfermedades cardiovasculares (112-

119).
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Figura 2. Modelo topolégico de ABCA1. Las letras Y indican posibles sitios de
glicosilacién, S-S indica un posible enlace disulfuro. NBD-1 y NBD-2 indican los
posibles dominios de unién al nucledtido que contiene las secuencias altamente
conservadas Walker A y Walker B (Oram y cols, 2003).
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1.5.2 Mecanismo de salida de colesterol mediado por ABCA1

Por medio de estudios realizados en microscopia electrénica y cristalografia de
rayos-X de otros transportadores ABC, se han generado modelos que pueden ser
aplicables a ABCA1 (120), siendo la proteina de resistencia a multidrogas {(MDR) ya
caracterizada y, dada su homologia con ABCA1, es la que se ha tomado como
prototipo para explicar el mecanismo de {ransporte sugerido para ABCA1. Este
modelo propone que las dos porciones simétricas transmembranales se juntan para
formar una camara que detecta los substratos de la cara interna de la membrana, los
incorpora dentro de la camara y los transloca hacia la cara externa para que la célula
los pueda eliminar. Este mecanismo involucra una serie de cambios conformacionales
en la proteina ABC, que probablemente estan dirigidos por su dominio NBD (121).
Trabajos recientes sugieren que el exceso de colesterol, junto con los fosfolipidos, se
acumula en los dominios de la cara citosolica de la membrana o de las vesiculas
membranales intracelulares. Este colesterol no es accesible a las apolipoproteinas vy,
por eso, debe ser translocado a [a superficie celular o dentro de la luz vesicular para
poder ser removido (122).

Estudios realizados en transportadores de lipidos ABC en bacterias (MsbA) sugieren
que la cdmara transmembrana es inicialmente abierta en la parte intracelular (fondo},
entonces los lipidos en la cara interna de la membrana son lateralmente
transportados dentro de la camara por medio de un proceso que es facilitado por
sitios de alta afinidad de unién a fosfolipidos. Este reconocimiento de fosfolipidos
induce [a unién de ATP a los NBDs, los cuales promueven su dimerizacion y cierran
asi la camara. Esta interaccion de los grupos polares con los aminoacidos provoca la

translocaciéon de los lipidos atrapados en la luz hacia la cara externa de la membrana.
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En este proceso la hidrélisis de ATP por los NBDs forma una unién de ADP
intermedia que cambia la conformaciéon de los dominios transmembranales
provocando la apertura de la camara en la cara externa de la membrana, seguido de
una reduccion en la afinidad por los fosfolipidos unidos. Los lipidos son, entonces,
lanzados de la camara hacia los dominios ricos en colesterol de la superfice celular,
donde son unidos y solubilizados por apolipoproteinas para formar particulas
nacientes de HDL. La estructura de la camara de ABCA1 revierte su conformacion
para la siguiente entrada de substrato despues de la disociacion del ADP de los NBDs
(120).

En estudios se ha mostrado que ABCA1 forma oligomeros en las membranas
plasmatica e intracelular y que el homotetramero es la unidad de mayor funcionalidad
(123). También se ha postulado que la interaccion de apolipoproteinas con cada una
de estas unidades pueden ser las responsables de la generacion de particulas de
HDL nacientes conteniendo 4 6 mas moléculas de apolipoproteina por particula. La
union de apolipoproteinas con ABCA1 no parece ser requerida para su
oligomerizacién. La estructura oligomérica funcional de ABCA1 es consistente con la

observada para otros transportadores ABC (124).

1.5.3 Regulacion dei gen ABCAT

La transcripcién y expresion del gen ABCAT7 en la superficie celular es
controlada finamente y esta marcadamente inducida en macrofagos con alto
contenido de colesterol. Esta induccidon ocurre exclusivamente a través del receptor
nuclear receptor X de higado (fiver X receptor) (LXR) y del receptor X retinoide

(retinoic X receptor) (RXR), y es revertida cuando las células agotan su colesterol por
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medio de la incubacién con HDL. Los receptores nucleares son factores de
transcripcidon intracelulares que cuando son activados por medio de la unién de
pequenos ligandos hidrofébicos encienden genes blanco, entre estos ligandos se
incluyen metabolitos generados por la misma célula. EI LXR solamente estimula
promotores cuando se encuentra en forma de heterodimero con RXR. Los
oxiesteroles, tales como 14-epoxicolesterol y 22-hidrocolesterol son ligandos
fisiologicos para LXR. Ellos permiten al heterodimero LXR-RXR el reconocimiento del
motivo en el promotor de ABCA1 para aumentar su expresion (125-126). Este motivo
esta constituido por dos secuencias repetidas de 6 nucleotidos y espaciadas una de
otra por 4 nuclectidos conocidos como DR4, encontrandose estas repeticiones en una
region cercana al promotor de gen ABCAT (127). Ef LXR y el RXR son activados
mediante la unidbn con oxiesteroles y acido retinoico, respectivamente; la
transcripcion, resultado de esta activacion, comienza con la union de cualquiera de
uno o ambos ligandos. Las células tratadas con oxiesteroles o con 9-cis acido
retinoico expresan ABCAT, pero la combinacion de ellas tiene un efecto sinergico en
la expresion de este gen. El promotor def gen LXR en macrdfagos humanos presenta
un elemento de respuesta a LXR, indicando que [XR puede regular su propia
expresion. El colesterol debe convertirse en oxiesterol antes de activar la expresién
de ABCAT, actuando este oxiesterol como segundo mensajero en la sefalizacion de
la acumulacion del exceso de colesterol en la membrana. Muchos de estos
oxiesteroles son generados por enzimas de! citocromo P450 que se ubican en el
higado y que tienen un papel importante en la sintesis de la bilis. Ademas de los
esteroles, los metabolitos de lipidos pueden modular la expresion de ABCAT por

medio del sistema LXR. Los acidos grasos poliinsaturados actuan como antagonistas
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de la union de los oxiesteroles a los elementos de respuesta del gen [XR,

interfiriendo en la induccién de ABCAT mediada por oxiesteroles (128).

Ademas de la regulacion de esteroles en la expresion génica de ABCAT, otros
metabolitos, como AMPc y agonistas del receptor nuclear de proliferaciéon del
peroxisoma (PPAR), también modulan este proceso. Células RAWZ264 tratadas con 8-
Br-AMPc presentaron tambien un incremento paralelo del RNAmM y de la proteina de
ABCA1, asi como también la unién de ABCA1 con apo-Al y la salida de colesterol
mediada por apo-Al. Estos efectos reflejan un aumento en la transcripcién de RNAm,
mas que estabilizacion del mensajero de ABCAT (129). Sin embargo no se ha

identificado el motivo regulador en el promotor del humano.

En macrofagos normales, los agonistas de PPARa y PPAR[ incrementan la expresién
de RNAmM de ABCA1 y la salida de colesterol es realizada por medio de apo-Ai; sin
embargo este mecanismo no se observa en pacientes con la enfermedad de Tangier.
Estos agonistas también inducen la expresion de RNAm de [ XR, y como el promotor
de ABCAT carece de elementos de respuesta a PPAR, parece que los agonistas de
PPAR requlan a la alta la transcripcién de ABCA1 indirectamente, por medio de la

activacion de la ruta de LXRa (130).

Recientemente se ha identificado entre el exén 1 y el 2 del gen de ABCAT un
segundo sitio de inicio de la transcripcion, con un promotor que contiene sus propios
elementos reguladores (131). Quiza en el futuro se pueda manipular este promotor,

influyendo asi en la expresion de ABCAT.
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También existen mecanismos transcripcionales regulatorios, que pueden determinar
la actividad funcional de ABCA1. En los diferentes tejidos existe una considerable

discrepancia entre el RNAm y los niveles de proteinas de ABCAT (132).

Existen mecanismos de estabilidad de la proteina ABCA1 como el conferido por
apoA-l, la cual la protege de la degradacion proteolitica, asi también como la mediada

por diferentes metabolitos y el sistema de calpaina (133-134).

Existe un mecanismo de regulacién de RNAm y proteina de ABCA1 relacionado con
mediadores del proceso inflamatorio. Se ha reportado la regulaciéon a la alta del
mensajero y la proteina, mediada por el factor de crecimiento transformante B (TGFR)
(35), a diferencia de la regulacién a la baja dependiente de lipopolisacarido (LPS)
(135) y de IFN-y. Experimentos realizados en macrofagos peritoneales de raton y
células espumosas activados con IFN-y, han reportado una regulacion a la baja en la
expresion del RNAm de ABCAT, que fue acompafiada tambien de reduccién en la
salida de lipidos mediada por apoA-l. En este estudio se observd también reduccion
en la proteina (87). Este ultimo mecanismo de reguiacion de la expresion de ABCA7

es el motivo principal de estudio de esta tesis.
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2.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En macréfagos existe un gran numero de genes regulados por IFN-y; esta
regulacion es dependiente del tiempo de incubacién, asi como de la dosis utilizada.
En estudios realizados con microarreglos se demostré que del 80% de los genes que
presentaron cambios en su expresion, este cambio fue a la baja, a diferencia del 20%
restante en que su cambio de expresién se manifesté a la alta (Alfaro, datos no
publicados).

Estos genes que presentaron cambios en su expresion genética se pueden dividir en
dos grupos dependiendo de la funcién desempefada en el proceso ateroesclerético:
Aquellos genes cuya funcion esta asociada directamente con el proceso inflamatorio y
no asociada con lipidos, y los genes que tienen una funcion directa en el transito de
colesterol o lipidos en la lesion ateroesclerdtica. El gen ABCAT forma parte de éste
ultimo grupo, el cual codifica una proteina que regula la salida de lipidos de los
macréfagos hacia las HDL, para su transporte hacia el higado y su posterior .
excrecion en forma de bilis, en un proceso llamado transporte reverso de colesterol.

En trabajos previos se ha demostrado que ABCAT es regulado a la baja en
macréfagos de ratén activados con [FN-y (87), y en estudios posteriores en
macréfagos de ratones Statl knockout, se encontré que esta disminucidn en la
expresion de ABCAT ocurre a traves de la via de sefnalizacion Jak-Stat (136). La
regulacion de ABCAT mediada por [FN-y requiere de estudios mas profundos para
comprender el mecanismo por medio del cual este proceso se lleva a cabo y en un
futuro poder manipulario en pro de la disminucién de la lesién ateroesclerética o para

evitarla en su fase inicial.
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Este estudio tuvo como objetivo la determinacion del mecanismo involucrado en la
regulacidén a la baja del gen ABCA7 mediada por IFN-y, para lo cual los experimentos
se dividieron en dos grupos: estudios relacionados con la expresion del gen y
estudios en direccion a la expresion de la proteina. Al inicio del proyecto, se
plantearon una serie de interrogantes, que al darles respuesta nos conduciria a
alcanzar nuestro objétivo. Este orden fue o no modificado dependiendo de los
resultados de cada experimento. Iniciamos los estudios de la expresion del gen con
una cinética de expresion para determinar si ABCA7 es un gen de respuesta
temprana o tardia, asi como para conocer los tiempos optimos en los cuales se

realizarian |0s siguientes experimentos.
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3.0 OBJETIVOS

Definir el mecanismo de regulacién a la baja del gen ABCA1 mediado por IFN-y.

Determinar la cinética de |la requlacién a la baja del gen ABCA1.

Definir si la regulacion a la baja de gen ABCA1 mediada por IFN-y es un proceso

transcripcional o post-transcripcional.

Determinar si la proteina de ABCA1 esta regulada a la baja mediante cinéticas

similares.
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4.0 HIPOTESIS

La regulacién a [a baja de ABCA1 mediada por I[FN-y es a través de la combinacion

de ambos mecanismos; transcripcionales y post-transcripcionales.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

La mayoria de los compuestos y reactivos utilizados fueron de Invitrogen {Life
"~ Technologies CA, USA), el resto es especificado cuando es mencicnado.

Cultivos Celulares:

Para todos los experimentos realizados durante el desarrollo de esta investigacion se
usaron ratones BALB/c (Taconic Germantown, NY) hembras de 45 dias de edad,
alimentados con alimento estandar (Purina)} y agua acida ad libitum. Los ratones
estuvieron mantenidos en cajas con filtro en una habitacion con luz y temperatura
controladas.

Para obtener los macrofagos, los ratones fueron inyectados intraperitonealmente con
2 ml de medio de tioglicolato (Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA) para promover la
diferenciacion y movilizacion de los macréfagos hacia el peritoneo. Los ratones fueron
sacrificados a las 72 horas post-inyeccion con biéxido de carbono y los macréfagos se
obtuvieron por medio de lavado peritoneal con 10 ml de medio de cultivo RPMI 1640
(Gibco BRL. NY) suplementado con 2% de suero fetal bovino (Hyclone lab). Logan,
uT).

La cuenta celular se realizé por medio de una camara de Neubawer 1/400 mm? y
1/100mm de profundidad (Hausser & Son. Phil.}. Una vez contados los macréfagos se
sembraron en placas de 6 o 24 celdas o0 en frascos de cultivo con ventilacion en la
tapa de 75 o 150 cm’ La densidad por frasco o placa fue dependiente del
experimento a realizar. Antes de los tratamientos los macréfagos se incubaron por 24

h.a 37 °C en una atmoésfera con 5% de CO, para permitir su adherencia.
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Los cultivos celulares siempre se incubaron con IFN-y (Biosource International CA) a
una concentraciéon de 10 ng/ml.

En los experimentos realizados en macréfagos convertidos a células espumosas, se
siguid el mismo protocolo, que consistié en incubar los macrofagos con LDL
acetilados a una concentracién de 25 ug/ml en medio de cultivo RPMI 1640 y se
incubaron por 48 horas, tiempo en el cual se verificd la transformaciéon por

microscopia.

5.1 Estudios basados en RNA

5.1.1 Cinética de ABCA1

Para el estudio de la cinética de expresién del gen ABCA7, se sembraron [os
macréfagos en placas de 6 celdas, a una densidad de 2X10° células por celda. Las
células se incubaron con IFN-y en ios tiempos 0, 1, 3, 6, 24 y 48 h. a 37 °C al término
de cada incubacién las células se lisaron con el estuche RNeasy (Qiagen, CA) para
aislar RNA total. A continuacion se eliminaron los restos de DNA que pudieron haber
permanecido en la muestra usando el estuche DNA-free (Ambion TX). Se sintetizo a
partir del RNA total el DNA complementario (cDNA) usando el estuche First Sfrand
Synthesis System for RT-PCR. Este cDNA se utilizé para la identificacion y
cuantificacion de la secuencia correspondiente al gen ABCA7. La deteccidn vy
cuantificacion se realizé por medio del procedimiento tiempo real transcripcion reversa

cuantitativa de reaccioén en cadena de la polimerasa (Tagman RT-PCR). Este método
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permite cuantificar en tiempo real los productos de la PCR por medio de la medicién
de la flucrescencia emitida por una sonda especifica de transgén marcada con un
fluorocromo no radioactivo. Para llevar a cabo 1a reaccidon se utilizd la reaccién de
TaqgMan Universal Master Mix y el RNA ribosomal (RNAr) 185 como control
endogeno. Los cebadores ABCA1F (ggfittggagatggttatacaatagttgt), ABCA1R
(ttcccggaaacgceaagtce) y la sonda (6 FAM cgaatagcaggctccaaccctgace TAMRA) fueron
disefnados mediante el uso del programa Primer Express Software de la compaiia
Applied Biosystemss (Foster city, CA) y construidos por Operon Biotechnologies
(Hunstville, AL. La sefal flucrescente fue monitoreada por el instrumento detector de
secuencias Prisma modelo 7700 (PE Applied Biosystems Foster City, CA}. Para el
analisis de datos se utilizo el programa detector de secuencias SDS2. {Applied
Biosystems Foster city, CA). De cada muestra se generé un esquema de
amplificacion y se calculd el valor del ciclo de umbral {(Ct) como el nimero de ciclo al
cual la emision fluorescente del reportero es mayor que la emisidn del nivel del umbral
y es desplegada en una grafica como el punto de interseccién de la curva de
amplificaciéon con el umbral. El valor Ct es inversamente correlacionado con el nivel
del RNA blanco y es automaticamente calculado por el programa SDS. Se graficd una
curva estandar usando cantidades definidas de RNA de preparaciones control. Los
datos de ABCAT fueron expresados como la proporcion de la cantidad del mensajero
de ABCAT contra la cantidad de RNA del mensajero del RNAr 18S, basados en sus
respectivos valores Ct.

Para confirmar mediante otro método los resultados obtenidos en la cinética, se
hicieron transferencias Northern. Para ello se sembraron macréfagos en frascos de

cultivo de 150 cm? a una densidad de 2.6 X 10° células/frasco con medio de cultivo
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RPMI1640 (2% FBS). Los frascos fueron tratados con IFN-y, a los tiempos 0, 1y 3
horas. Posteriormente se aisl6 RNAm con el estuche FastTrack 2.0. Inmediatamente
se separd 1ug de RNAm por medio de un gel al 1.2% de agarosa-formaldehido y se
transfirié a una membrana de nylon Nytran, usando el sistema semiseco (Turboblotter
Schleicher & Schuell Inc)). Terminada la transferencia, la membrana fue fijada con luz
ultravicleta reticulada .(crosslinked) (Strategene) y posteriormente hibridada con la
sonda marcada. Esta sonda fue marcada con [c1-32 PJdATP (ICN Biomedical, Irvine,
CA.) usando para ello el estuche Random Primers DNA labeling System. La
membrana fue pre e hibridada con amortiguador para hibridizacion (0.75 M NacCl,
0.1M Na,HPO,, 0.1M Na H,POQ,, 0.1% Na,P,0,.10H,0, 0.15M Tris-HCL pH 7.5, 5x
solucion Denhardt, 2% SDS, 100 mg/ml DNA fragmentado de esperma de salmon,
50% formamida) a 42 °C durante toda la noche. Al término de la hibridacion las
membranas se lavaron en solucion de 1xSSC y SDS al 1% a 42 °C. Posteriormente
se expusleron en una pantalla para fosforo (Phosphoscreen Molecular Dynamycs, Inc.
Sunnyvale, CA) y se cuantificé por medio de un analizador de fosforo y el programa
Imagen Quant 5.2 (Molecular Dynamycs, Inc. Sunnyvale, CA). La normalizacién fue
realizada como la proporcidén del valor de la sefial de ABCA1 contra el valor de la
sefial de $29. Los cébadores disefiados de ABCA1 y S29 para las sondas fueron:
sentido STGGCCAGTCTGTGTAACGGATCAAY y antisentido
5'GATGCGGGACACTGCCTGGTAGATS.  Sentido  STCTGAAGGCAAGATGGGTCACCAZ v
antisentido STTTGTGTACAAAGACTAGCATGAT3 respectivamente, los cuales fueron
utilizados en el estuche Advantage DNA polymerase y purificados por medic de la
columna de cromatografia CHROMA SPIN-200 DEPC-H,0 (Clontech). Palo Alto, CA)

antes del proceso de hibridacion.
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5.1.2 Estabilidad del RNAm del gen ABCA"

Para llevar a cabo este experimento se sembraron macrdfagos en placas de 6
celdas a una densidad de 2X10° células por celda. Los macréfagos fueron tratados
con 5pg/ml de actinomicina D, seguido de la activaciéon o no con IFN-y durante 0, 1, 3,
6, 24 y 48 horas.

Et aislamiento de RNA y la cuantificacion del mensajero se realizé por medio de PCR

cuantitativo en tiempo real de la manera anteriormente descrita.

5.1.3 Participacion de sintesis de proteina de novo en la regulacion a la baja de

ABCAT.

Antes de ejecutar el experimento se hizo un ensayo con diferentes
concentraciones de cicloheximida (Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA) para tener la
certeza de inhibir la sintesis de proteina. Este ensayo consistio en medir la
incorporacion de leucina marcada (3H-leucine (1mCi/ml) (Sigma-Aldrich St. Louis MO,
USA) en macréfagos incubados en un medio carente de este aminoacido. Las células
se lisaron y se precipitaron las proteinas con acido tricloracético en un microdisco de
fibra de vidrio (Millipore Billerica, MA) y se les midid la radioactividad por medio de un

contador de centelleo (Beckman Coulter, Fullerton CA). El resultado obtenido fue que
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con una concentracidon de S5uM de cicloheximida se inhibié el 95% de la sintesis
proteica.

Conociendo la concentracion adecuada, los macréfagos fueron sembrados en placas
de 6 celdas a una densidad de 2X10° células/celda. La celdas se trataron con
cicloheximida (5uM) o dimetil sulféxido (DMSO) para el control (Sigma-Aldrich St.
Louis MO, USA), segufdos de la activacién con IFN-y e incubados por 0 y 3 horas. El
aislamiento de RNA total y la cuantificacion del mensajero por medic de PCR

cuantitativo en tiempo real, fue realizado de ia manera anteriormente descrita.

5.1.4 Ensayo de transcripcién iniciada (nuclear run on transcription assay).

Se uso este procedimiento para conocer con precision si la regulacion a la baja
del gen ABCA7T mediada por [FN-y es un proceso transcripcional o post-
transcripcional. Los macréfagos se cultivaron en frascos de 150 cm® con tapa
ventilada a una densidad de 10° células por frasco. Las células se incubaron con IFN-
y durante 3 y 6 horas. Terminada esta incubacién, las células se enjuagaron dos
veces y se suspendieron en PBS frio y se procedié al aislamiento dei nicleo
centrifugando la suspensién para obtener un botén a 1500 rpm (JOUAN GR 412,
France) por 10 minutos a 4°C. El boton se resuspendié y centrifugd nuevamente bajo
las mismas condiciones. inmediatamente después el botdn se resuspendidé en 5 ml de

amortiguador de lisis NP-40 (10 mM Tris Hcl pH 7.5, 10 mM Na Cl, 3mM MgCl, 1 %
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NP 40), y se incubd en hielo durante 10 minutos para centrifugarse nuevamente a
1500 rpm por 10 minutos a 4°C. Se verificd por microscopia la integridad de los
nucleos (sin rompimiento). Posteriormente se llevé a cabo la reaccién de transcripcién
iniciada, incubando 5X10° nucleos en 300 pl de 2X mezcla de transcripcion
conteniendo 180 mM KCI, 50 mM DTT, 20 mM Tris, 10 mM MgCl,, 30 pl de 10X
nucleotide mix (10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP) y 500 uCi o *UTP a 37 °C
por 10 minutos. Los nucleos se lisaron con 1.5 mi de 6M de cloruro de guanidina y se
fragmentd el DNA pasando varias veces la muestra a través de una jeringa con aguja
del namero 19. A continuacion se extrajo el RNA con fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1) seguido de centrifugacién por 30 minutos a 12000 rpm (JA-21
rotor Beckman Coulter, Fullerton CA) a 4°C, y se precipité con 5 ml de etanol frio
centrifugando la muestra en las mismas condiciones. El botén se resuspendio en 300
ul de solucién DNAasa conteniendo 50 mM NaCl, 10 mM, MgCl; 10 mM Tris pH 7.5,
2 unidades/ml de DNAasa libre de RNAasas a 37 °C por 15 minutos. Se procedi6
nuevamente a la extraccion y precipitacion del RNA de la misma forma descrita
anteriormente.

Se resuspendio el boton en 300 yl de10 mM tris y se le adicioné 1 ml de etanol frio
para nuevamente precipitarlo con etanol por medio de centrifugacion a 14000 rpm en
una microfuga (Brinkmann Instruments Westbury, NY) a 4°C por 20 min. Se disolvio el
botén en 250 ul de 20 mM HEPES, pH 7.5 y se procedié con la hidrolisis alcalina de
los transcritos adicionando a la muestra 63 ul de 1M NaOH e incubando en hielo por
15 minutos. Terminada esta incubacién se le agrego 125 ul de 1M HEPES iibre de

acido, 50 ul de 3M NaOAc, y 1 ml de etanol seguido de centrifugacion a 12000 rpm en
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un rotor JA-21 a 4°C por 20 min. para precipitar el acido nucleico. El boton fue
resuspendido en 50 pl de ddH,0 para su posterior hibridizacion.

La preparacién de los filtros se hizo inmediatamente antes de la hibridacion usando la
técnica de sfot blot, la cual consiste en fijar el DNA a una membrana por medio de
presién negativa usandco para ello el aparato siot blot manifold (Schleicher and
Shuell). Para ello se remojaron las membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL
Amershan Pharmacia Biotech, UK), previamente recortadas al tamafio del aparato,
con 0.4 M de Tris, pH 7.0 por 30 minutos, y se colocaron entre las dos placas del
aparato. Posteriormente 5 ug de DNA correspondiente a ABCA1, S29, B actina y
GAPDH se colocaron en cada una de las ranuras, haciendo dos grupos: uno para el
control y otro para e! tratamiento con IFN-y. Este DNA fue previamente suspendido en
40 ul de 10 mM Tris pH 7.0, posteriormente se le agregd 4 ul de 3M NaCH y se
incub6é por 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se le agregd a fa
muestra el mismo volumen de 2M acetatc de amonio, pH 7.0 y se vertié en cada una
de las ranuras del aparato. Se aplicd vacio al aparato hasta que el liquido
desaparecit¢ de las ranuras y finalmente se enjuagaron con unas gotas de acetato de
amonic al 1M. Se fij6 el DNA a la membrana por medio de luz ultravioleta usando un
Stratalinke (Strategene, Emeryville, CA).

Previa a |a hibridacion, se le agregé a los RNA transcritos 100 ug/m! de fragmentos de
DNA de esperma de salmén y se desnaturalizd calentando los ejemplares a 100°C
por 2 minutos. Terminado lo anterior se agregaron a los frascos de hibridizacién que
previamente contenian 2 ml de amortiguador de hibridizacion (1% SDS, 25 mM
fosfato de sodio, pH 7.0, 5X SSC, 0.1% pirofosfato de sodio, formamida al 50% y 5X

solucion de Denhardt) y se incubaron a 42°C por 48 horas. Terminado el tiempo de
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hibridizacion las membranas se lavaron 3 veces por 45 minutos a 65 °C con la
solucién de SDS al 1% SDS y 2X SSC. Al termino de los lavados, la membrana fue
envuelta en plastico y expuesta en una pantalla para fosforo (phosphoscreen
Molecular Dynamycs, Inc. Sunnyvale, CA) y cuantificada por medio de un analizador
de fésforo usando el programa Imagen Quant 5.2 (Molecular Dynamycs |, Inc.
Sunnyvale, CA) y el instrumento Storm 860 (Molecular Dynamycs , Inc. Sunnyvale,
CA). La normalizacién fue realizada como la proporcion del valor de la sefal de
ABCA1 contra el valor de la sefal de $29, B actina y GAPDH.

Los cebadores para la identificacion de los genes ABCAT, $29, B actina y GAPDH
fueron disefados con el programa VECTORNTI (NCBI) y sintetizados por Integrated
DNA Technologies, Inc (IDT Coralville, IA) con las siguientes secuencias: ABCAT1: F-
S5TGGCCAGTCTGTGTAACGGATCAASZ',

R-5'GATGTCTTGGGCAGTCCAATCTA-3

529: F- GATGGGTCACCAGCAGCTCT-3

R-5'CCATTCAAGGTCGCTTAGTC3'.

B-actin: F-5'ATGGGTCAGAAGGACTCCTA-3'

R-5GTCTTGGCATAGAGGTCTIT-3".

GAPDH: F-5ACAAAATGGTGAAGGTCGGT-3'

R-5TAGCCCAAGATGCCCTTCAG-3'.

Estos oligonucledtidos inicialmente se utilizaron en el estuche First Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen life technologies CA) con la enzima Tagq DNA
polimerasa. Posterior a la amplificacion se verificaron los fragmentos en un gel al 2%
de agarosa, usando al mismo tiempo un marcador de peso molecular y también

cuantificando cada uno de los fragmentos, usando para ello el marcador High DNA
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Mass ladder (Invitrogen Life Technologies CA). Con la certeza del tamafic y la
cantidad de cada uno de los fragmentos; éstos se purificaron usando el estuche

QlAquick (Qiagen CA) y se mantuvieron a 20 °C hasta el momento de la hibridacion.

5.2 Estudios basados en proteinas

5.2.1 Inmunotransferencia

Para los estudios de cinética de la proteina ABCA1, se cultivaron los
macrofagos en placas de 6 celdas a una densidad de 5x 10 ® células/celda.
La expresion de la proteina ABCA1 en macrofagos en estado basal es muy pequena,
de tal manera que este experimento se realizo en macréfagos y en macrofagos
convertidos en ceélulas espumosas para poder identificar las bandas con mayor
facilidad. Terminado el periodo de incubacidén para permitir la adhesion celular, las
células se activaron con IFN-y y se incubaron en los tiempos 0, 3, y 6 horas.
Terminado cada una de las incubaciones las células se favaron con PBS y se lisaron
con amortiguador de urea-SDS (5 ml de 1M Tris pH 7.8, 2g SDS, 10 ml glicerol, 446
mg Na, P.O; 36 g urea, y 2 ml 0.5 M EDTA). El DNA se fragmento y las proteinas se
solubilizaron por medic de sonicacién por 15 segundos a una fuerza de 15%. Las
proteinas se separaron por medio de un gel de tris acetato al 3 - 8%. Posterior a la
electroforesis las proteinas fueron transferidas e inmovilizadas en una membrana de
nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham Pharmacia Biotech, UK) por medio del sistema

semiseco usando un polyblot (Polyblot ABN, Ca.). La membrana se bloqueo con leche
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en polvo al 4.5% en PBS por una hora y al término se incubd durante la noche con
anticuerpo de conejo purificado contra ABCA1 (1378Glu-1566Val) (35) y también con
IgG policlonal de conejo Anti-Heat Shock Protein 70 (HSP70) (UPSTATE Lake Placid,
NY) como control de cantidad de proteina en cada linea. Las bandas inmunopositivas
fueron visualizadas usando el anticuerpo secundario conjugado de peroxidasa
anticabra y anticonejo (Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA) seguido del aumento de
intensidad de quimioluminescencia usando como sustrato Supersignal West Femton
(Pierce Chemical, Rockford, IL). Finaimente las membranas fueron expuestas a la
pelicula (Kodak Biomax- MS film) para detectar las bandas correspondientes a cada

una de las proteinas.

5.2.2 Cinética de expresion de la proteina Statt y Stat1 fosforilada

Este experimento se realizé con los extractos nucleares y citosdiicos de
manera separada. Los macréfagos fueron cultivados en frascos de 75 cm® a una
densidad de 10x10 ®. Los macréfagos fueron activados con IFN-y por 0, 5, 10, 15 y 45
minutos. Posterior a la incubacién se separaron los extractos nucleares y citosolicos
siguiendo el método descrito por Waite K. et al, 2001 (137). Ya separados los
extractos las proteinas se separaron en un gel de Bis-Tris al 4 -12% (NuPage) y se
transfirieron siguiendo el mismo procedimiento anteriormente mencionado. Los
anticuerpos usados fueron anti Stat1- HRPO, Anti-phospho-Stat1 (§727) (Upstate, cell
signaling solution Lake Placid, NY) y ATF 3 (C-19) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.

CA). Este utimo como control de Ja cantidad de proteina en cada uno de los carriles.
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5.2.3. Expresion de la proteina ABCA1 con diferentes bloqueadores de la protedlisis

mediada por el sistema ubiquitina-proteosoma

Estos experimentos se realizaron en macréfagos convertidos en células
espumosas. Las células se sembraron en placas de 6 celdas a una densidad de 5 x
10 ° células/celda. Se trataron las células con leupeptina a una concentracion de 500
mg/ml, inhibidor 1 de calpaina (ALLN) a una concentracién de 10 pM y epoxomicina a
una concentracion de 1uM (Sigma-Aldrich St. Louis MO, USA)} y se incubaron por 30
minutos, seguida de la activacién con IFN-y por 24 horas a una temperatura de 37°C.
Terminado el tiempo de incubacién, las células se lisaron y se procesaron con el
mismo procedimiento y materiales descritos en la cinética de la proteina de ABCAA1.
Los anticuerpos utilizados fueron ABCA1, ERK, HSP70 y ubiquitina, los tres ultimos

adquiridos de UPSTATE (Lake Placid, NY).

5.2.4 Expresion de la proteina ABCA1 con diferentes bloqueadores de la protedlisis
mediada por los lisosomas

Para realizar este experimentc se siguid el mismo procedimiento y con el
mismo material que en los experimentos anteriores. El gel utilizado fue Bis-Tris al 4-
12% (NuPage) y los blogqueadores utilizados fueron NH,CL en tres diferentes
concentraciones: 10, 5 y 2.5 mM y cloroguina, también en tres concentracione: 200,

100 y 50 pM, ambos compuestos de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA).
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5.2.5 Analisis estadistico

En todos los experimentos se compararon las diferencias entre los
tratamientos con IFN-y y el vehiculo particular para cada experimento.
La mayoria de los experimentos se analizé por medio de analisis de varianza
(ANOVA) de una o dos vias. La significancia de la comparacion emparejada de
grupos fue determinada por los valores ajustados de p utilizando el ajuste de
Bonferoni. La significancia fue definida como p< 0.05.
Para la evaluacién de los niveles de RNAmM en los tres primeros tiempos de
incubacion se utilizé un modelo ajustado de decaimiento exponencial usando el
método de regresion lineal con un intervalo de confianza de 95%.
Los estudios con actinomicina D de la estabilidad de RNAm de ABCA1 se analizaron
por medio de un modelo de decaimiento exponencial usando un método de regresion
no lineal con un intervalo de confianza de 99.5% y una significancia de p<0.01. La
vida media del mensajero se calculé con el mismo método y parametros y se calculo
la vida media comao el tiempo en el cual el mensaje fue reducido al 50%.
Para todos los analisis estadisticos se utilizé el programa JMP {SAS Institute, Cary

NC).
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6.0 RESULTADOCS

El estudio de la cinética de expresion de ABCAT incubando macréfagos con
IFN-ya 0, 1, 3, 6, 24 y 48 h se muestra en la figura 3 (A). Los resultados mostraron
una rapida disminucion del RNA mensajero detectada una hora posterior a la
activacion. En este tiempo se observé una disminucion alrededor del 30%, registrando
a las 3 horas una caida en la expresion de cerca del 60% y alcanzando su maximo
decaimiento a las 6 horas. La diferencia entre 3 y 6 horas no fue significativa, ademas
de que este bajo nivel de expresion se mantuvo constante hasta el ultimo tiempo de
incubacioén. Todos los tiempos tuvieron diferencias significativas (p<0.05) en la
expresion cuando fueron comparados con la expresion del tiempo cero. El analisis de
regresion lineal con los valores obtenidos en la cinética de los tiempos 0, 1, y 3 horas
(figura 3-B) para el coeficiente de correlacién (%) fue de 0.9878. Dada la importancia
del rapido descenso del RNAm de ABCA1, se comprobaron los resultados obtenidos
de los tres primeros tiempos de incubacién con RT-PCR por medio de transferencia
Northern de RNAm enriquecido con poli A (3-C). Una hora después de la adicion de
{FN-y el descenso en la sefal de expresion fue drasticamente reducido y muy dificil de
detectar 3 horas después de la activacién con IFN-y. El histograma de los resultados
de éste Uultimo experimento se presentan en la figura 3-D. Utilizando RNAr 529 (529)
como control interno, los valores presentados son el resultado de ta proporcion de la
sefial emitida por ABCA1 contra la sefial emitida por $S29.

Para tener certeza de que la regulacién a la baja del gen ABCA7 es un proceso
transcripcional o post-transcripcional, se realizé un ensayo de transcripcion iniciada

donde el objetivo fue permitir que la transcripcion se iniciara en los cultivos de
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macréfagos activados por 6 horas con [FN-y. Después de la incubacion, los ntcleos
de los macréfagos se aislaron y se permitié continuar con la transcripcion en un medio
optimo y con los componentes necesarios, ademas del nucleétido UTP marcado con
fosforo radicactivo para su posterior cuantificacion. Como se muestra en la figura 4-A,
no hubo diferencia en la intensidad de hibridacion de la sonda de ABCA1 control o
ABCA1 tratado con IFN-y, asi como tampoco se presentan diferencias en intensidad
de hibridacion de las sondas de [B-actina y S29; éstos dos ultimos fueron utilizados
como control interno para la posterior normalizacién. Esta normalizacidn se realizé
como la proporcion de la intensidad de sefial ABCA1 contra la intensidad de sefal de
B-Actina o0 S29. La grafica de los resultados obtenidos después de la normalizacion en
los diferentes experimentos realizados con los dos controles anteriores, adicionando
los resultados obtenidos también con GAPDH como un tercer control interno, se
muestra en la figura 4-B, no siendo significativa ninguna de las diferencias entre
tratamientos. El resultado de estos experimentos sugiere que la regulaciéon a la baja
de ABCA1 por IFN-y no es un proceso transcripcional.

La sintesis de proteinas de novo tiene una participacidén importante en algunos
procesos de reduccion del mensajero. Para determinar esta participacion se
incubaron macréfagos con vehiculo, IFN-y, cicloheximida y la combinacién de
cicloheximida mas [FN-y durante 3 horas; posterior a la incubacién se cuantifico la

expresion de ABCA1 con la técnica de RT-PCR, usando como control interno 188S.
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Figura 3. Cinética de la reguiacién a la baja de la expresion de ABCA1 mediada por
IFN-y (A) Macréfagos peritoneales de ratdn tratados con 10ng/ml de \FN-y por 0, 1, 3,
6, 24 y 48 horas. Al término de cada una de las incubaciones las células fueron
lisadas, RNA aislado y RNAm de ABCA7? fue cuantificado por medio de RT-PCR . El |
RNA 18S fue utilizado como control interno y normalizacion. Las barras indican el
SEM, n=3. La significancia fue calculada por medio de la prueba de ANOVA de dos
vias. El valor de P fue calculado por medio de ajuste de Bonferroni. *significancia p<
0.05 relativa al tiempo 0. (B) Analisis de regresion lineal de la disminucién del RNAmM
de ABCA1 de los tiempos 0, 1, 3 horas de incubacién con [FN-y. ?=0.9878. ©
Macréfagos lisados después de 0, 1, y 3 horas de incubacién con IFN-y y con su
RNAm enriquecido con poli A y fueron realizadas transferencias Northern hibridando
con las sondas para identificar ABCA1 y S29. Se muestra el resultado de tres distintos
experimentos. (D). Cuantificacion de las bandas marcadas radioactivamente por
medio de un analizador de fésforo y el programa imagen Quant 5.2 La expresion fue
gjustada por la diferencia entre la cantidad de muestra de cada uno de los
tratamientos usando para ello $29 como control intemo.
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Fig 4. La disminucién de ABCA7 no es regulada transcripcionalmente. Los
macrofagos fueron lisados después de 6 horas de estimulacidn con vehiculo {control)
o IFN-y; se realizd un ensayo de transcripcion iniciada y cantidades comparables de
RNA marcado con P* hibridado en filtros de nitroceluiosa conteniendo 5 ug de cDNA
de ABC1, GAPDH, B-actina y S29. (A) Transferencia representativa de tres
experimentos independientes. (B) La intensidad de sefal de las bandas fueron
cuantificadas y expresadas como la proporcion de GAPDH, B-actina o S29. Las
bandas representan el error estandar de la media (SEM) de 2 o 3 repeticiones.
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En la figura 5 se muestran los resultados de estos experimentos, donde se puede
apreciar que la regulacion a la baja de ABCAT mediada por IFN-y se inhibié cuando
los macréfagos se incubaron con cicloheximida, mientras la expresion del mensajero
se redujo alrededor de 40% en los macréfagos activados con IFN-y, mientras que en
aquellos incubados con ambos, IFN-y y cicloheximida, se identificd un aumento en la
expresion del RNAm de ABCAT, lo que sugiere la participacion de sintesis de
proteinas de novo en el proceso de regulacion a la baja de ABCA mediada por IFN-y.
En la misma grafica se puede observar también que el tratamiento con cicloheximida
resulté en una elevacion de la expresion del RNAmM del gen en estudio, pudiéndose
explicar por la existencia de sintesis de proteinas que tiene un efecto negativo en la
expresion de ABCAT y que ademas son independientes a la actividad de IFN-y. En
este experimento se tuvo una diferencia significativa (p< 0.05) en todos los
tratamientos cuando se compararon con el control (DMSO).

La habilidad de la cicloheximida de inhibir la regulacion a la baja de ABCA7 nos hizo
pensar que IFN-y podia incrementar el indice de degradacion del RNAm de ABCAT,
reduciendo de esta manera su estabilidad. Para contestar esta incégnita se llevaron a
cabo experimentos con un inhibidor de la sintesis de RNA (actinomicina D), por lo que
se incubaron macrofagos peritoneales de raton unicamente con actinomicina D (5
ug/ml), o en combinacién con IFN-y, en diferentes intervalos de tiempo que fueron
entre 0 y 8 horas. Al término de cada incubacion las celulas se lisaron y se cuantifico
el RNAm de ABCA1 y 18S por medio de la técnica de Tagman. En la figura 6 se
muestran los resultados de estos experimentos en donde se puede apreciar gue las
células con ambos tratamientos, actinomicina D o actinomicina D combinada con IFN-

y, presentaron un descenso exponencial del RNAm de ABCA7?. Cuando se
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compararon los dos fratamientos entre si se encontré que IFN-y incrementa el nivel
exponencial de degradacion observandose una vida media (t;2) de 115 minutos en las
células tratadas so6lo con actinomicina D, contra 37 minutos en la presencia de IFN-y.
Esta diferencia en la vida media con ambos tratamientos se observé a los 30 y 60
minutos, no presentando ya ninguna diferencia entre tratamientos a partir de los 90
minutos. Estos resultados sugteren un mecanismo pos-transcripcional gue involucra la
desestabilizacion del mensajero en la regufacion a la baja de RNAm de ABCA1
mediada por IFN-y.

Se ha demostrado que la expresion de la proteina ABCA1 también se ve disminuida
como respuesta a la activacion de macrofagos con IFN-y cuando fos macrofagos se
incuban durante 48 horas (87). En el presente trabajo se realizaron estudios similares,
pero en intervalos de tiempo cortos para determinar si la proteina tenia un
comportamiento similar a la disminucion de la expresion observada en el RNAm de
ABCA1. Este experimento se realizd en macrofagos y en macrofagos convertidos en
celulas espumosas, ambos activados con [FN-y.

Los tiempos utilizados fueron @, 3 y 6 horas. Terminada cada incubacién las células
se lisaron y las proteinas se separaron para posteriormente realizar una transferencia
Western. En ambas células se observé una disminucidon en [a expresion de la proteina
a las 3 horas, siendo mas pronunciada la disminucién a las 6 horas. Para tener la
certeza de que esta disminucion so6lo ocurre en la expresion de la proteina ABCA1, se
probd la misma membrana con antt HSP70, que se us6 como control interno y el cual

no presentd ningun cambio (figura 7).
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Figura 5. La reduccion de RNAm de ABCA1T es dependiente de sintesis proteica de
novo. Los macroéfagos fueron estimulados con IFN-y durante 3 horas en presencia o
ausencia de 5 pM de cicloheximida. Las células fueron lisadas y el RNAm se
cuantificd por medio de RT-PCR normalizado con RNAm de18S. Las barras indican el
SEM de 3 experimentos por separado. * indica significancia p< 0.05 relativa a DMSO
(control), que fue calculada por medic del ajuste de Bonferroni determinado por el
analisis de ANOVA de dos vias.
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Figura 6. Ei IFN-y incrementa el indice de degradacion de RNAm de ABCAT. Los
macroéfagos fueron incubados con 5 pg/mi de actinomicina D anterior a la adicion de
IFN-y o vehiculo. Las células fueron lisadas a los tiempos de 0 a 480 minutos y el
RNAm cuantificado por medio de RT-PCR y nomalizado con la expresion de RNAm
de 18S. La cinética de degradacion de RNAm de ABCA1 fue un modelo de

decaimiento exponencial.
* Diferencia en el indice de degradacion entre las células tratadas con vehiculo y las

células tratadas con IFN-y.
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Es claro entonces que asi como se observa una disminucion del RNAmM de ABCA1
como respuesta a la activacion de los macréfagos con IFN-y, también se observa una
disminucion en |a expresion de la proteina en tiempos similares.

El resultado obtenido en la cinética del RNAm de ABCAT7 y su correspondiente
disminucién de la proteina, asi como la dependencia de esta regulacion a la baja de la
ruta de sefalizacion Stat, requiere de otros estudios en macréfagos activados con
IFN-y que permitan evaluar el comportamiento de Stat1, particularmente la cinética de
fosforilacion y su subsiguiente translocacion hacia el nucleo. Como las circunstancias
lo requirieron, se realizd un experimento incubando macrofagos con IFN-y en
intervalos que comprendieron entre 0 y 45 minutos, posteriormente las células se
lisaron y se separaron en extractos nucleares y citoplasmicos. Las proteinas de cada
una de estas fracciones se separarcn por medio de electroforesis para posteriormente
fijarlas por medio de una transferencia Western. Las membranas fueron retadas
contra los anticuerpos Stat1, Stat1 fosforilade (P-Stat1) y contra el factor de
transferencia ATF3 como control de cantidad de proteina en cada carril y también
como control interno. Como se muestra en la figura 8, la adicion de IFN-y resuitd en
una rapida fosforilacién y translocacion de Statt hacia el nucleo, el cual fue detectado
en los dos compartimentos a los 10 minutos después de esta activacion; no fueron
observados incrementos posteriores a los 15 y 45 minutos. También se observo que
la translocacién maxima de P-Stat1 del citoplasma hacia el nucleo ocurrio a los 10
minutos después de la activacidn con I[FN-y. Para asegurarnos que esta fosforilacién y
transiocacion hacia el nucleo de Statl es un evento particular de este factor de
transcripcion, la membrana se probo bajo las mismas condiciones con otro factor de

transcripcién llamado ATF3, el cual no presentd cambio alguno en presencia de IFN-y.
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Por lo tanto, la répida degradacién tanto del RNAmM como de la proteina de ABCA1 en
macrofagos activados con IFN-y, fue consistente con la rapida fosforilacion y
translocacion de P-Stat1 hacia el nucleo.

La rapida reduccion que mostré la proteina ABCA1 es un indicador de su degradacion
temprana mediada de alguna manera por IFN-y. Este pensamiento nos condujo a [a
creacion del siguiente experimento donde se pretendié comprobar la participacion de
la ruta de degradacion proteica dependiente de ubiguitina (proteosoma). Para
alcanzar este objetivo, macréfagos convertidos en células espumosas se incubaron
durante 6 horas con IFN-y, un inhibidor de |la degradacion de proteosoma, feupeptina
(500ug/ml), y la combinacion de ambos, con su correspondiente control. Al final de
este periodo de tiempo, las células se lisaron y se separaron en un gel, el cual
posteriormente se inmovtlizé en una membrana de nitrocelulosa por medio de una
transferencia Western. La membrana fue probada con los anticuerpos anti-ABCA1, y
anti ERK, como control de cantidad de muestra en cada carril y anti-ubiquitina, para
comprobar que se realizd la ubiguitinacidn que precede a la degradacidn proteosomal.
Como se puede observar en la figura 9-A, el resultado de este experimento mostro
que la combinacion de leupeptina con IFN-y no inhibié la degradacidn de la proteina
ABCA1 cuando se compard esta intensidad de banda con la observada en las células
tratadas solo con I[FN-y. También, se puede apreciar en esta figura que efectivamente
se esta bloqueando la degradacién protecsomal mediada por IFN-y, por la

acumulacion de ubiquitina en las células tratadas con ambos agentes.

56



Macrofagos Células espumosas
ABCA 1 h‘"‘ .o e s

HSP 70 St PRSTSPESS
0 3 6 0 3 6

(h) (h)

Figura 7. Disminucion de la proteina ABCA1 en macrofagos activados y en células
espumosas activadas con IFN-y. Los macréfagos y los macrofagos convertidos en
células espumosas fueron incubados con 10 ng/m! de IFN-y a los tiempos 0, 3 y 6
horas, las células se lisaron, y las proteinas se separaron por medio de electroforesis
y se fijaron en un filtro de nitrocelulosa. Las membranas fueron desafiadas con
antisuerc policlonal contra ABCA1 y HSP70 como control interno. Se presenta una
transferencia representativa de 3 experimentos separados.
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Figura 8. IFN-y induce la fosforilacion y translocacién hacia el nucleo de Stati.
Macroéfagos incubados con IFN-y en intervaios de tiempo de 0 a 45 minutos. Al
término de cada una de las incubaciones las células se lisaron y separaron en
fracciones nucleares y citosdlicas, estas fracciones fueron separadas por medio de un
gel SDS y trasferidas en una membrana de nitrocelulosa donde se desafiaron con
anticuerpos policionales contra Stat1, P-Stat1 y ATF3. Las bandas inmunopositivas
fueron detectadas con anticuerpo secundario conjugado de peroxidasa anticabra-
anticonejo. Se presenta una transferencia representativa de 3 experimentos
independientes.



Siguiendo con el mismo objetivo se realizaron experimentos similares, pero ahora con
dos inhibidores potentes de la degradacién dependiente de ubiquitina-proteosoma;
epoxomicina (0.01uM) y calpaina proteasa 1 {ALLN, 10uM); este ultimo componente
también inhibe la degradacion mediada por la proteasa calpaina, que es una de las
rutas de degradacion normal de la proteina ABCA1.

La ruta de degradacion proteica ubiquitina-proteosoma no es la ruta que se activa
cuando las células son incubadas con IFN-y. Como se muestra en las figuras 9-B y 9-
C. ninguno de estos inhibidores logré bloquear la rapida degradacion proteica que es
mediada por IFN-y, no obstante que la ubiquitinacion de la proteinas se observé por
medio del aumento en la intensidad de las bandas correspondientes a las células
tratadas con estos compuestos. Asi mismo el resultado en la figura 9-C muestra que
la ruta de degradacién mediada por la secuencia PEST, la cual es reconocida vy
degradada por medio de la proteasa calpaina, tampoco es la ruta que media la répida
degradacion de la proteina activada por IFN-y.

Con el conocimiento de que IFN-y no desencadena la ruta de degradacion de
proteinas ubiquitina-protecsoma en el mecanismo de la rapida degradacion de la
proteina en estudio, se planted un nuevo experimento para conocer si la ruta de
degradacion proteica dependiente de los lisosomas, es la ruta responsable de la
disminucion de esta proteina. Para ello, se efectué un experimentc usando dos
blogqueadores de esta ruta, ambos con actividad en diferentes fases de este proceso.
Se incubaron macréfagos convertidos en células espumosas con cloroguina (200, 100
y 50 uM) y cloruro de amonio (10, 5 y 2.5 mM) (figura 10) en presencia o ausencia de
IFN-y, el resto del experimento se realizé bajo las mismas condiciones que los

experimentos anteriores. En ambos casos el resultado fue similar: cuando se comparo
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la intensidad de las bandas de las células coincubadas con IFN-y, mas cada uno de
los bloqueadores de la degradacion lisosomal contra la intensidad de las bandas
obtenidas en las células tratadas solo con IFN-y, la sefial de las bandas se mantuvo
disminuida, indicando que la rapida degradacion de las proteinas que IFN-y
desencadena no es tampoco la via de fa degradacion lisosomal, dado que ninguna de
las concentraciones usadas logré alcanzar una intensidad similar a la obtenida en las

células control.
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Figura 9. La ruta de degradacién
ubiquilina-proteosoma no participa en la
rapida degradacion de la protelna de
ABAC1 inducida por IFN-y. Macréfagos
convertidos en células espumosas
fueron incubados durante 5 horas con
diferentes inhibidores del proteosoma
cen o sin IFN-y, ademas de su
correspondiente control. Al término de la
incubacién, las células fueron lisadas y
las proleinas separadas e inmovilizadas
en una membrana de nitrocelulosa por
medio de una transferencia Western,
donde se desafiaron con el suero
policlonal contra ABCA1, ubiquitina y
ERK (A) Resultado obtenido con el
bloqueador de proteosoma leupeptina
(500ug/mil), (B) epoxomicina (0.01 pM),
y (C) ALLN (10:M}.Se presenta una
transferencia representativa de 3
experimentos distintos para cada uno de
los inhibidores.
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Fig 10. La ruta de degradacion lisosomal no participa en la rapida degradacion de la
proteina de ABCA1 desencadenada por IFN-y. Macréfagos convertidos en células
espumosas fueron incubados durante 6 horas con vehiculo, IFN-y, cloroquina o NH,CI
y la coincubacion de cada uno de ellos con IFN-y. Al témino de 1a incubacion, las
células fueron lisadas y las proteinas separadas e inmovilizadas en una membrana de
nitroceluiosa por medio de una tranferencia Western, donde se desafiaron con el
suero policlonal contra ABCA1 y ERK como control de cantidad de proteina de
muestra utilizada en cada uno de los carnles.
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7.0 DISCUSION

La ateroesclerosis es considerada como una respuesta inflamatoria crénica,
gue se inicia como respuesta a la acumulacion de lipoproteinas modificadas en la
arteria. Las ceélulas inflamatorias en esta area sintetizan una gran variedad de
moleculas, entre las que se encuentran las citocinas; que estan presentes en todos
los estados del desarrollo de la lesion ateroesclerética. Una de las citocinas que esta
presente en infitrados de la lesion ateroesclerotica es el IFN-y, el cual ha emergido
como un factor clave en la patogénesis de esta enfermedad (138), ya gque su
presencia altera el patron de expresion genética en las células localizadas en el area,
pudiendo ser este cambio un aumento, disminucién o completa anulacion de su
expresion durante el proceso ateroesclerdtico. De esta manera IFN-y regula genes
gue afectan negativamente procesos celulares asociados al transporte reverso de
colesterol, mecanismo importante en la eliminacion del exceso de colesterol. Entre los
cambios provocados por esta citocina, se pueden mencionar el aumento en la
expresion de ACAT que IFN-y promueve en macrofagos de raton, lo que conlleva a
una acumulacion de ésteres de colesterol en el citoplasma celular, formando asi las
células espumosas. En contraste, al aumento de la expresion de ACAT; {FN-y,
disminuye la expresién de colesterol 27 hidroxilasa, enzima que cataliza la
hidroxilacion del colesterol libre, forma en la que puede ser removido eficientemente
por la albumina, ademas de las HDL. También se ha reportado la disminucion de
lipoproteina lipasa y apoproteina E, cuya funcion es la hidrolisis de los trigliceridos y [a
limpieza del colesterol del area hacia su transporte al higado. Se ha observado

también la reduccién en la expresion de los receptores de recoleccion SR-A y CD36,
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que se unen a LDL oxidados o eterificados (81,82, 139) . En macréfagos, IFN-y ha
demostrado regular a la baja otros receptores de lipoproteinas incluyendo en este
grupo a la proteina relacionada con el receptor LDL (LRP) y con el receptor de VLDL
(140-141); ambos poseen un dominio de reconocimiento a apoE, cuya union
promueve la remocion de lipoproteinas remanentes y triglicéridos, con su posterior
transporte hacia el higado. Asimismo, IFN-y reduce la internalizacion y degradacion
del receptor de la lipoproteina aterogénica conocida como lipoproteina (a) (Lpa(a)) vy
su correspendiente dominio proteico ( r-Lpa (a)/apo(a) ), participando ambos en la
remocion local de lipoproteinas remanentes en los tejidos (86). En estudios previos se
ha reportadc que IFN-y reduce la salida de colestero! de las células espumosas, al
menos en parte por su accion inhibitoria en la expresion de ABCA1 (87). Este
transportador es de suma importancia en la disminucién de la lesidn atercesclerética,
ya que promueve la salida de colesterol en las células espumosas. En experimentos
realizados con macrofagos peritoneales procedentes de ratenes knockout (KO) para
la expresién de Statl, se observd que la regulacién a la baja de ABCA17 fue
dependiente de la ruta de sefalizacién mediada por Stat1, debido a la incapacidad
que IFN-y presentd para disminuir la expresion de ABCA1 en estas células,
disminuciéon que se observd en macrofagos de los ratones control (136). Estos
cambios fueron evidentes en macréfagos incubados con IFN-y por un periodo de 48
horas. En el presente estudio se investigaron las cinéticas de expresién del gen
ABCA1 asi como el mecanismo de esta requlacion, para en un futuro poder incidir en
él y modificarlo con el fin de eliminar los riesgos que la enfermedad ateroesclerética
desencadena. En los resultados obtenidos en la cinética de expresion del RNAmM de

ABCAT1, se detectd una reduccion significante a una hora posterior a la activacién con
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{FN-y, lo cual nos indica que este gen presenta una respuesta temprana a IFN-y. Esta
rapida disminucion, fue asociada con sintesis de proteina de novo, asi como con una
regulacion post-transcripcional, la cual involucra desestabilizacion del RNA
mensajero.

También se ha reportado que IFN-y regula a la baja otros receptores de membrana
que no estan directamente relacionados en el transito de lipoproteinas, pero que si lo
estan con el proceso inflamatorio. Tal es el caso del receptor de la proteina
quimotactica CCR2 en monocitos/macrofagos tratados con IFN-y, donde se mostré
una vida media corta de su UNAM, cuando se compar6 con la vida media de las
células control, sin embargo, se detecté que el indice del RNAm transcrito no se
afecto. Otro receptor de la misma familia, CXCR4, mostré el mismo comportamiento
como respuesta a la activacion con IFN-y en monocitos y células endoteliales. La
cinética que se ha observado en estudios previos es similar a la cinética observada en
este estudio de ABCA1, ambos presentaron una disminucién significativa del
mensajero a las 3 horas posteriores de incubacion con IFN-y; de la misma forma, la
regulacién a la baja de estos dos receptores fue por medio de un mecanismo post-
transcripcional. Estos receptores para las quimocinas CCR2 y CXCR4 representan un
ejemplo de genes regulados a la baja rapidamente por IFN-y, en los cuales los
elementos repetidos de adenina y uracilo (ARE), que estan ubicados en la regién no
codificadora del extremo 3' del RNAmM son motivos blanco para la degradacién (142-
143).

Cineticas similares de regulaciéon a la baja se han demostrado en la expresion del
proto- oncogen c-fos (144), y también en la expresion del gen de la quimocina

KC/GRO (145). La regulacién a la baja de c-fos en macréfagos peritoneales de ratén
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fue detectada una hora posterior a la activaciéon con IFN-y y los experimentos
realizados en este estudio con actinomicina D demostraron un rapido coeficiente de
degradacion. Sin embargo, en el RNAm de c-fos se encuentran secuencias
desestabilizadoras ARE, las cuales como se mencioné no se encuentran en el RNAm
de ABCA7T (144). La regulacion a la baja de ABCAT no esta limitada a IFN-y. Esto se
demostro cuando la linea celular de macrofagos murinos RAW264 se estimuld con
lipopolisacarido (LPS) y presentdé una marcada reduccién en la expresion de ABCAT
observada a las 6 horas de incubacién, desapareciendo totalmente a las 24 horas. A
la fecha, no se ha dilucidado si esta regulacion a la baja de ABCA7 es debida a la
degradacion del mensajero o no (135). La reduccién de la expresién de ABCAT, se ha
observado también con estimulos no asociados directamente con la respuesta
inflamatoria. Por ejemplo, cuando la linea celular de leucemia monocitica humana
(THP-1) fue incubada con el metabolito mevalonato pirofosfato de geraniigeranil
(GGPP), se observo una reduccion de RNAm de ABCAT del 40% a las 3.5 horas,
detectandose a las 16 horas la reduccion maxima. Esta reduccidén parece ocurrir
mediante un antagonismo directo a LXR que GGPP promueve, dado que los niveles
de LXR no sufrieron ningun cambio (146).

Los acidos grasos insaturados, los acetatos y las cetonas han demostradoc también
tener un efecto reductor en la expresion tanto del mensajero como de [a proteina de
ABCA1 en las lineas celulares HepG2 y RAW264. En este estudio se trasformaron
celulas con el gen reportero luciferasa, construido con 968 bases del promotor
humano de ABCAT y se estimularon con 22-hidroxicolesterol y acido 9-cis retinoico.

La actividad de la luciferasa fue reducida en un 50 y 80 % en las células activadas por
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acido linoleico y acetoacetato, respectivamente, quedando pendiente la determinacion
del mecanismao (147).

En células HepG2 y RAW264.7 con induccion de 1a expresion de ABCAT por medio
de 20 (S) colesterol y 9-cis acido retinoico, se reporté regulacion a la baja de ABCAT,
debido a la unién del factor de transcripcion ZNF202m al promotor, reprimiendo de
esta manera su actividad. {(148).

Finalmente, tambien se ha reportado regulacion a la baja de ABCAT en macrofagos
peritoneales murinos, en las lineas celulares RAW264.7 y THP-1, asi como en
macrofagos primarios humanos in Vitro tratados con inhibidores de la enzima clave en
el metabolismo del colesterol, HMG-CoA reductasa. En este estudio, el RNAmM de
ABCAT fue reducido en 3 horas e inhibido a las 12 horas posteriores a la incubacion
con fluvastatina, presentando un efecto reversible cuando las células se incubaron
con L-mevalonato exdgeno (149). La magnitud de la reduccion del mensajero de
ABCAT fue mayor que la esperada dada la modesta reduccién en la actividad del
promotor de ABCA7. Estudios adicionales sugirieron que parte del efecto de las
estatinas sobre ABCA1, fue la inhibicién de la sintesis del ligando de los oxiesteroles
24 (s0S), 25-epoxicolesterol comprometiendo por lo tanto la estimulacién mediada por
[XR para la transcripcion de ABCAT (150). Como se puede ver, existen diversos
mecanismos de regulacion a la baja de ABCAT, provocados también por distintas
moléculas, que en parte coinciden con nuestro modelo en [os tiempos, 0, que es un
proceso post-transcripcional, pero no en su totalidad, por lo que hace suponer en un
mecanismo especifico y delicado que mediador de este proceso.

Abordando ahora los resuitados obtenidos en la sintesis proteica, éstos mostraron

una disminucion de la proteina a las 3 horas posteriores a la incubacidn con IFN-y. El
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mecanismo por medio del cual IFN-y conduce a la proteina ABCA1 a una rapida
degradacidn permanece desconocido. Los ensayos realizados en este estudio usando
los inhibidores de proteosoma, epoxomicina, ALLN y leupeptina, no lograron inhibir
esta rapida degradacién inducida por IFN-y , no obstante el significativo aumento en |a
ubiquitinacion de la proteina total observada en las transferencias Western. También
se tuvo el mismo resultado negativo en los experimentos realizados con dos
diferentes inhibidores de la degradacion lisosomal, especificamente NHLCI vy
cloroquina. Contrario a estos resultados, se ha reportado una disfuncidn de la ruta de
salida de colesterol de células espumosas mediada por ABCA1 en células incubadas
con colesterol libre; esta disfuncion fue ocasionada por la inducciéon de degradacion
de esta proteina (151). De la misma forma, cuando los macréfagos convertidos en
células espumosas se incuban con acidos grasos insaturados se suprime la excrecion
celuiar de colesterol realizada a través de ABCA1, debido a su rapida degradacion
(152). En ambos estudios no se sabe la naturaleza de esta degradacion.

En este estudio, la incapacidad que resultd de inhibir la disminucion de la proteina de
ABCA1 por medio de tres bloqueadores que actian en tres diferentes sitios cataliticos
de la degradacion proteosomal, asi como de dos diferentes inhibidores lisosomales,
sugiere que la degradacion de ABCA1 mediada por IFN-y se lleva a cabo por medio
de una ruta independiente a las grandes rutas degradativas proteicas.

Estudios realizados en el laboratorio del Dr. A. Tall (153), en macréfagos primarios
murinos y hepatocitos, demostraron que la degradacion normal de la proteina de
ABCA1 es regulada por dos mecanismos, uno de ellos es por medio de Ia
ubiquitinacién y degradacion proteosomal y la segunda es regulada por medio de una

secuencia conservada PEST (prolina, glutamina, serina y treonina), la cual es
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reconocida, fosforilada y degradada por la proteasa tiol conocida como calpaina. De
acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion con ALLN, el cual ademas
de ser un potente inhibidor de la degradacion protesosomal, también tiene la
capacidad de neutralizar la actividad de la proteasa calpaina, podemos sugerir que
esta via de degradacién tampoco esta presente en el proceso desencadenado por
IFN-y.

Es evidente que la regulacion a la baja de ABCA7 depende de {a naturaleza del
estimulo, pudiendo éste ser de naturaleza inflamatoria o no inflamatoria. Estos
estimulos provocan una disminucién en la expresion del mensajero pudiendo deberse
esta reduccién a modificaciones transcripcionales o post-transcripcionales. Los
resultados de nuestro estudio evidencian la importancia de los procesos post-
transcripcionales que median este mecanismo, donde se sugiere la participacion de
factores desestabilizadores de RNAm, activados por IFN-y. A la fecha existen
numerosasa proteinas, cuya activacién y funcién no es conocida en su totalidad, una
o varias de ellas podrian ser nucleasas que son expresadas o activadas rapidamente
por IFN-y y que se unen a sitios especificos de respuesta en el RNAmM de ABCAT
para su posterior degradacion. Otro mecanismo podria ser opuesto al anterior, donde
IFN-y activa un factor proteico, cuya funcién es desestabilizar la actividad de proteinas
inhibidoras de RNAasas que le brindan estabilidad, ocasionando que cuando el
mensajero queda sin esta proteccién es vulnerable a ser degradado por ribonucleasas
presentes en el nucleo.

Se han realizado estudios manipulando la regulacién negativa de la ruta de
senalizacion de IFN-y, usando para ello la proteina SOCS-1, gue de forma natural

parece ejercer esta funcién (154-155). Se ha demostrado in vifro que SOCS se une e
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inhibe la actividad cinasa de Jak2, inhibiendo por consecuencia la activacién de Stat 1
(156-158). Por lo tanto, la induccién de la expresién de esta proteina repercutiria en
una retroalimentaciéon negativa para la induccién de la expresion de un subgrupo de
genes inducibles por IFN-y regulados por medio de la ruta de sefalizacion
dependiente de Stat1 (63), pudiéndose encontrar entre ellos ABCA7. Sin embargo,
estudios realizados en ratones deficientes en Jak2, demostraron que esta mutacion
causo letalidad embrionaria debido a la ausencia definitiva de eritropoyetina (159).
Estos cambios letales en el individuo se observarian con cualquier bloqueador de
algun punto de la ruta de sefializacién de IFN-y. Por lo anterior, se debe continuar el
estudio de este proceso, con un enfoque en la determinacion y caracterizacion de la
proteina o proteinas que intervienen en él. La determinacion minuciosa de este
mecanismo, brindaria la posibilidad futura de su manipulacion, disefando una
molécula bloqueadora de la proteina o proteinas causantes de la degradacion del
RNAm de ABCAT, sin bloquear asi los efectos beneficos que iFN-y desencadena en

los procesos inflamatorios y de defensa del huesped.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que IFN-y media la
regulacion a la baja de ABCAT, con cinéticas consistentes de un proceso dependiente
de Stat1. La requlacién a la baja de RNAm de ABCAT es a través de un proceso post-
transcripcional, dependiente de sintesis de proteina. Los resultados fueron
consistentes con el efecto general que se ha reportado para IFN-y en Ia regulacion a
la baja de receptores involucrados en el transito de colesterol en el macréfago. La
cinética observada en la expresion de la proteina de ABCA1 corresponde a la
observada en la expresion del RNAm, sugiriendo una rapida degradacién de la
proteina mediada por IFN-y, donde la paricipacion de las grandes rutas de
degradacion proteicas no estan presentes.

Estos datos sugieren la continuacién de estudios que permitan profundizar en el
mecanismo y caracterizar a sus componentes para acercarnos a la posibilidad en el
futuro de manipular el proceso por medio de moléculas farmacologicas especificas sin
tener efectos colaterales adversos para el huésped.

Claramente los resultados de las cinéticas del RNAm y de [a proteina de ABCA1
requieren de una perspectiva diferente de regulacion dirigida hacia un gen de
respuesta rapida a IFN-y y presuntamente a otros mediadores del proceso

inflamatorio implicados en la placa ateroesclerdtica.
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Abstract

Interferon-y (IFN-v) down-regulates receptors associated with reverse cholesterol transport including ABCATL In the present
study. the kinetics and mechanism of ABCA down-regulation were determined in mouse peritoneal macrophages. [FN-7 decreased
ABCAT mRNA 1 h lollowing IFN-y addition and was maximally reduced by 2 h. Down-regulation was protein synthesis dependent
and invelved post-transcriptional processes. ABCAL message had a T, of 115 tnin in actinomycin tredated cells that wis redoced to
a Ti»of 37 min by [FN-y. The decrease in message stability was also associated with a rapid loss of ABC AL protein, significant 3 b
followinz TFN-y addition. The kinetics of ABCA| message and protein decrease was consistent with the early IFN-v-induced
changes in Stat! phosphorylation and nuclear translocation observed in these cells. Therefore, ABCAI can be considered as an early

response gene to nuerophuge activation by 1FN-y with down-regulation occursing by message destabilization

© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kepwords Interferon-y; ABCALL Macrephage: Inttvmmation

Atherosclerosis reflects the convergence of both innate
and adaptive immunity within the microenvironment of
the atherosclerotic plaque |1 -3]. The presence of activated
macrophages and T cells provides the background for a
chreme inflammatory process resulting in plaque progres-
sion and destabilization, The Thl derived cytokine inter-
feron-y {IFN-v), contributes to cellular changes in
macrophages, macrophage derived foam cells, and ende-
thelial and smooth muscle cells associated with plaque
pathalogy. These effects include but are not limited to
the induclion of adhesion melecules, Fas, CD40 and
CD40 ligand. class 1T antigens, and the chemekine reeep-
tor CXCLI16[4 9. IFN-v has also been demonstrated to
inhibit reverse cholesterof trunsport by decreasing apo E
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secretion, increasing acyl coenzime A:cholesterol-O-
acyitranslerase (ACAT), modulating type A and B scav-
enger receptors, and decreasing ATP-binding casselle
transporter Al, [ABCAI) expression [10-14].

The imporiance of ABCA1 in mediating chaolesterol
efflux 1o lipid-poor apo A-l 15 evidenced, both by the
phenotype of patients with Tangier disease where muta-
tions in the ABCAL gene have been demonstrated and
pre-climcally in ABCA1 gene knockout mice [15-17].
The up-regulation of ABCA! expression 15 mediated
by the liver X receptor (LXR) and retingid X receplor
(RXR) nuclear reccplor heterodimers. as well as by
cAMP clevation "'<419], or {oilowing trunsiorming
growth [actor-f} (TGF-p) stimulation of muasrophages
20]. Down-regulution of ABCA| expression s observed
lollowing macrophage exposure 10 inflammatory stimuls
mcluding IFN-¢ 1147 and LPS [21] although the mecha-
nismis; mvolved remain unclear.
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Previous studies {from this jaboratory reported that
the IFN-v mediated decreases in macrophage ABCAI
expression were apparent 48 h after IFN-v stimulation
and dependent on the Statl pathway [14,22]. The pres-
ent study was designed to determine the kinetics of
ABCAIL messuge and protein down-regulation. in an ai-
tempt to determine whether ABCA] regulation could be
viewed as an “early response gene.” We now report that
both ABCAl mRNA a»d protein are rapidly lost fol-
lowing [FN-y addition with maximal losses of ABCAL
mRNA upparent by 3 h. ABCA] mRNA down-regula-
tion by [FN-y involved post-transcriptional regulution
resulting in message destabilization as the half-life was
decreised from 115 to 37 min and was dependent on
de novo protein synthesis. There was no evidence. in nu-
clear run-on expeniments. that down-regulation of
ABCA!1 message involved (ranscriptional regulation.
The down-regulation of ABCA] mRNA was also asso-
ciated with reduced levels of ABCA] protein 3 h follow-
ing IFN-v addition. These changes were consistent with
the rapid phosphorylation and translocation of Stat] in
these cells induced by [FN-y. Therefore. down-regula-
tion of ABCAI by [FN-y is a post-transcriptional
response that cccurs early in the process of IFN-y-in-
duced macrophage actusation.

laterials and methods

by
macriof

Thioglveallute elici
artd madcrophiee derived foatn e
minunned as previously described [12] Unless specified g
were (rom Siema (St Lo MO) and Invivogen Life Techuologies
{Rockville. MDu Arnimal care was in compliance with TACTUC rules
and regulations. amd with institutional guidelines
RN suafivs Macrophages were treqted with [0

combiiant 1FN-y (Biosonrce International, Camarillo, CAL and 0
mitervils between O wnd 48 h cells were lysed, fot]l RNA ol
B Neasy Kit) and reverse transeription guantiontive polvmerass chaj
reaction 1 Targman BT-PCR) was performed as previousis desciibed
225 Norsbern bl analysis was performed on polviA) eniched
mRNA solated at 4, 1 and 3 h followmg TFN-y addinon

i

na/mil ol re-

datioms and probes as previously described [14] In studies g

dotst e (ke stability of ABCAL inRNA, mucrophages were treaied
with 3 pefml actmomycin D and lysed lrom 0 10 81 post-I[FN«;
addition, The requirement for de povo pritein synihesis in ABCA|
mRNA dowsoregulnnon was datermumed in evelihssimide trealed
cellv. Brelly, monolavers were meubuted with 5 M ovcloheximude. :

congentrabon deternimed 1o
s itz not shown), lysed at 11 and 3 h, a
cd by RT-PCR.

nhibil greater than 98% of towl pretine

t ABCAL and |55

Mucleat dun-on aikays were perlaormed o macrophages 6 I sl
IFN-5 adidition. Bric flv, nucler. Sw 107, were incubated with 300 yl of
2 1S i f18tmM KCL SO0mM DTT, 20 mM Tris, and
[ M Ol of ik necleonde mix (10 mM JdATP. LiimM
dCTP. and LomM dGTP) and 300 pCi [a-PRUTP ai 37°C for
Wrmine Nueler were Jvsed with 6 M oguanidinum chloride, RNA -
tracted. and hybrdized 1o mimobilized probes for ABCA L. S29, and
GAPDH

veells were

prubed as previ-

Western Slats. Macrophisge or microphase derived loarn
INF - for =it h and Western blers

virad Researcii Comninications 335 (2065 ) 59 402

¥ (]:

: ABCAL (1378Glu-
1366Val; 201 or et shack prolein 70 (HSP™0) (Upstate Biologleals,
Lake Placid. NY). The kinetics of Swatl phosphorylation and trans-

focation into the nucleus were deters 45 min after IFN-t
adddition. Western blots on nuclear aml Giosolie prepavations wore
probed with anti-phospho-Statl (P-Sratl. zot Swatd (Upstate Bio-
fogicalsy. and active 1 ranscription lfactor 2 II\TF3) (C*|9] (Santa

Crue Bintechnolngy, CALaniibodies

Stariiiend analvsie. Across multiple expermments, differences be-
n the IFN-y treated and vehigle treated macrophage culty
¢ by one- or wo-wiay ANOVA  sienmificance of pairwise
fons of gromps was determined By Bonferron| adjusted P
LOABCAL messaze levels
gled by u linear regression analysis £
wbclition. ABCA) message st

(L

COHTIR
vitlues. Sigmificance was defined av P <0
were eval
Following [1FN-y

the early time poinds

1y was evalusted in

actinomyein trent an exponentm! cicay model using a lepst-
squares Tegression an mein expression. Confidence intervals were
computed 23] and the tinwe by which mesage 18 reduced by 5005 cal-
culated as the T,

Results

ABCA] message and protein have previously been
demonsirated to decrease in murn: macrophages and
macrophage derived foam cells 45 b after [FIN-7 addi-
tion {14,20]. In the present study, the kinetics of ABCA/|
down-regulation by [FN-v were nvestigated. Macro-
phages were incubated with IFN-v for 0-48 h, lvsed,
and ABCAT mRNA was quantitzied by RT-PCR and
normalized 1o 185 RNA. As demonstrated (Fig. 1A),
down-regulation of ABCA1 mRNA was detected 1 h
following IFN-v addition. ABCAl mRNA levels were
further reduced by 3 h and remained depressed at 48 h.
The decrease in ABCAT mRNA from 0 to 3 h was linear
by regression analysis (Fig. 1B). The rapid decrease in
ABCAl mRNA was also evaluated by Northern blot
analvsis of poly(A) enriched mRNA. Caonsistent with
the Tagmian analysis. ABCA1 mRNA was significantly
decreascd 1 h following [IFN-y addiion and approached
the limits of detection by 3 h (Figs. 1C and D). This de-
crease occurred without any reduction in S29 message
levels

Nuciear run-on experiments were then performed on
macropluiges incubated with IFN-+ or vehicle for 6 h 1o
delermine whether the reduction in ABCA1 message
was due to franscriptional regulaiien. As demonstrated.
nuclear RNA isolated from conirnl or IFIN-y (reated
macrophages had similar hybndization inlensities to
ABCAL when normalized to either 529 or GAPDH
cDNA probes (Fig. 2). Therefore. ABCA] transcription
was nol reduced with macrophage activation suggesting
that the decrease in ABCA] mRNA in [FN-v activuted
macrophages involved post-transcriptional regulation.

In an attempt 1o determine wheiher the rapid loss of
ABCA] mRNA wus dependent o1 de novo protein syn-
thesis. macrophages were incubaled with IFN-y in the
presence or absence of cycloheximide. Following 3 h
treaiment, macrophages were lysed and ABCAT mRNA
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was quantitated by RT-PCR and normalized as a ratio 10
188 RINA 1n the same sample. As demonstrated (Fig. 31,
the decrease in ABCA| mRNA by IFN-v was inhibited
by cyveloheximide. Whereas the IFN-y treated cells dem-
onstraled an approximate 2-fold reduction in ABCA|
mRNAL the level of ABCAL message in [EN-y activated
macrophages co-incubated with cycloheximide was aciu-
ally increused relative to the vehicie control. These resulis
suggested that the down-regulation of ABCAI mRNA
by IFN-v was dependenl on de novo protein synthesis,
OF interest was the cycioheximide control thar demon-
strated a clear increase in ABCA]1 mRNA relative to

al Reseeirch Copmereriniieeiiimy 333 r K51 5 i
1
od__
s | \\f‘ i =0.9878
04 .
e ]
024
Q 05 1 15 2 25 3 35
Time (hrs)
| | — i
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Time (hrs)
Uangiml 1FN-y, lysed 48 h, anmd ABCAL mRNA quamiiuted b

LOE relative to

ez O time point by o Lwo-wiy ANOVA(B) Linca

123 Tollowing [FN-v. (D) Phosphorimager quantiitdon with 829

ihe vehicle central. This suggests the presence ol i pro-
tein. expressed in non-induced cells, that negatively reg-
wlates the level of ABCAIL message.

The ability to inhibit the down-regulation of ABCAI
mRNA by cycloheximide suggested that 1FN-y might
increase the rate of ABCAl mRNA decay by messuge
destabilization. In an attempt to determine whether
[FN-v induces ABCA1 message destabilization, macro-
phages were incubated in the presence of 5 pg/ml ol aoti-
nomycin D just prior to ITFN-v addition and at mtervils
between 0 and 8 h, cells were lysed, and ABCAT mRNA
and 185 RNA were quantitated by Tagman. As demon-
strated (Fig. 4), both the actinomycin D treated cells and
those treated with actinomycin D plus IFN-y exhibited
an exponential decay of ABCAl mRNA. I[FN-y
creasud the rate of exponential decay with a Ty~ of
115 min in the actinomycin D treated cells to 37 min
in the presence of [FN-y. These differcuces were appur-
ent at bolh 30 and 60 min and by 90 min, the rate of de-
cay 1n both groups was similar. Therelore. the ripid
decreasc detected in ABCAl mRNA by [FN-v occurs
through post-transcriptional processes involving mes-
sage destabilization.

Previous studies had alse demonsirated that ABCAI
protein expression was reduced at 48 h [ellowing [FN-y
addition [20]. Thereflore, symilar studies were performed
at the enrlier time pomnts to determine whether the rapid
loss of ABCAl mRNA was also associated with an
equally rapid decrease in ABCAI protein. [n these stud-
ies, both primary macrophages as well as macrophuge
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A o8 The kinetics of ABCA] mRNA and protein loss with
g i i ) ! IFN-y treatment, as well as the dependence of this
o L2 down-regulation on the Stat! pathway necessitated
< 0. studies to evaluate the kinetics of S1atl phosphorylation
- — and nuclear translocation with IFN-v activation.
100 200 300 400 500 Accordingly, macrophages were incubated with [FN-y

danon rate for ABCAl mRNA.
nemyeit D, prier 10 IFN-y ¢
= was guantified by RT- PCR

Fig 4 IFY\ Y INCTEAkes
Ma s in

vehiele anmi
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regression analysis, 7yp = l!: vehicle nnd 37 min for [FN-y. Brackes
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derived foam cells were used for Western blot analysis
[n both instances, the addinon of IFN-y resulied in a
signiticant loss of ABCA] protein at both 3 and 6h
(Fig. 3). There were no changes in the amount of
HSP70 detected, which served as the normalization con-
trol. Western blots at 1h following 1FN-y addition
exhibited a trend towards a decrease in ABCA| protein
{daia not shown) but the variability at this time point

Macrophages Foam Cells
Tided  pleead

ABCA 1 v -
HSP70  Geealbliomallonad o=

0 3 6 0 3 6

(nrs) {hrs)

Frz 50 Decreased ABCAT pratein in IEN-7 activated macrophages
and Tmam colis, Macrophages and foam ceils were |m.u.mh.d with
14 nf.v---.. IFN-vand at 0, 2, and 6 b celis were lysed. electivphoresed.
and nitroceliubizse Blots were probed with polyclona! antlsera agiinsy
ABC +\l e HSP | Representative blot, n = 3.

and at intervals between 0 and 45 min, nuclear and cyto- |
sohic fractions were probed with antibodies against =
P-Statl, total Statl, and an irrelevant transcription faL-_

tor ATF3 on Western blots. As demonstrated {Fig. 6).f
[FN-y resulted in a rapid phosphorylation of Stall
which was detected both in the nucleus and CVtOSD{
S min after cytokine addition. A further increase in thi—

amount of P-Statl detected in both cytosol and the ng-
cleus was observed by 10 min with no additional 1fi— |
creases detected at subsequent time points. [n contras!

to the IFN-v-induced translocation of P-Siatl, AT
as a control, did not demonstrate a simitar TFNSg

induced (ranslocation. Therefore. the kinetics "o
\Jucleus Cytosol
s e

SOy —
ot eieen  SHEO®
0 5 10 15 45 0 s 10 15 45

(min) (min)

Fig. 6 Statl phosphorytation and nuclear translocition induced by
IFN-v. Muacrophages were incubated with 10 ng'm! TFN-y and w 0~

45 min cells were lysed. und nuclear and cytesolic cxracts were
horesed. nitrocellulos=: blotted, and probed with polvclonal
antisera agamst Swatt, P-Swatl. and ATF—.. Representate blOl. n=3.

e
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ABCA| message and protein degradation in [FN-y
activated macrophages were consistent with the rapid
phaspliorylation and translocation of P-Siatl into the
nucleus.

Discussion

[FN-y has been demonstrated (o have a negative rele
in cholesterol trafficking by inhibiting cellular processes
issociuted with reverse cholesterol transport. Cholesterol
esterification, for examiple, 18 increased in TFN-v treated
foam cells by increased expression of ACAT while choles-
terel 27 hvdroxylase, lipoprotein lipase. and apo E syn-
thesis and sceretion are decreased 110,12,24]. Scavenger
receplors including SR-A and D36 have been reported
to be down-regulated in human and murine macrophages
after 2448 h incubation with IFN-y although these same
receptors are increased by TFN-y in vascutar smooth
muscle cells  [¥,12,25-27 IFN-7 also  been
demunsriated 10 down-regulate other ipoprotein recep-
tors on icrophages in vitro imcluding the LDL receptor
related protein, LRP 128.29), the VLDL receptor [30],
and by inhibiting hgund-induced recycling of the
Lrutialfapola) receptor [31].

Previous studies from this lahoratory have reported
that IFN-v decreases cholesterol effux, at leust in part
by its inhibitory cffects on ABCA-| expression in murine
macrophages and macrophage derived foam celis [14]
ABCAI down-regulation was dependent on Statl sig-
naling since similar eflects were not observed in macro-
phages from Statl KO mice [22] These cffects were
apparent in macrophuges stimulated with IFN-y for
48 h. In the present study, both the kinetics as well as
the mechanism for this down-regulation were explored.
Significant decreases in ABCA| message were detected
1 b following IFN-v addition and down-regulation was
dependent on de novo protein synthesis. This rapid de-
crease in ABCAL expression was related 10 post-tran-
scriptional regulation and involved ABCAL message
destabilization. These effects were also demonstrable at
the protein level with decreased ABCAL protein de-
iected by 3 h. The mechanism involved in this TFN-v
mediated decrease in ABCAL protein remitins unknown.
Preliminary studies using lysosomal inhibitors including
NH4Cl and chloroquine and the proteasome mnhibitors
factacystin and epoxomicin did not inhibit the IFN-y-in-
duced decrease :n ABCAL protein although in the latter
studivs, total ubiquitinated protein detected by Western
blots was significantly increased (data not shown). In
contrast ta these results. decreases in ABCA| protein in-
duced by free cholestere! und unsaturated fatty acids ac-
cur through a proteascme dependent pathwuy [32,33]
ABCAI protein degradation in the absence of inflam-
matory stimul: lizs also been reported to involve calpaiu
recoguition of a conserved PEST i rroline. glutamic acid,

i

has
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serine, and threonine) sequence 347 The inability in the
present study to mnhibit I[EN-y mediated decreases in
ABCAT protein expression with proteasame nhibitors
sugpests that TEN-y-induced ABCAT protein degrada-
tion occurs by a proteasome independent patinway.
1EN-y has als0 been demonstrated 1o down-reculate
idditional membrane receptors not directly imvolved in
ipoprotein trafficking by post-transeriptional mechu-
nisms with kinetics similar to those abserved in the pres-
ent study for ABCAL. Chemokine receptors mcluding
CCR2 an menocyte/macrophages [35.26), and CXCRY
on monocyies and endothelial cells 136,37 represent
examples of genes for which AU nch element [ARE)
are present within the 37 untranslated region of the
mRNA and are rupidly down-regulated by 1FN-». Sim-
ilar kinetics of message down-regulation by 11FN-y his
50 been observed in macrophage expression of the pro-
to-cncogene c-fos as well as the KC/GRO chemokine
PH.39] The down-regulation ¢f c-fos m phorhol ester
stimulated murine peritoneal macrophages was detected
by | h and acunomycin D experiments demaonstruted o
fuster decay rate following IFN-y addition. However.
whereas ¢-fos ulso has an ARL destabilization sequence,
a similar sequence 18 not present i1 ABCAL.
Down-regulation of ABCAT1 expression is not limited
to {FN-y. LPS sumulation of the RAW264.7 murc
macrophage cell line has also been reported 1o reduce
ABCAI message [21]. These eflects were chserved by
6 h and whether message destabilization wis involved
remains to be determined. ABCA| decreases huve also
been observed by stimuli not directly associated with
inflammatory responses. The THP-! human manocytic
leukemic cell line, for exampie, had a 4070 reduction in
ABCAI message by 3.5h and maximal reducuon de-
tected by 16h when incubated with the mevilonate
melabolite  geranylgerany! pyrophosphate (GGPP).
Ihese eflects of GGPP appear to occur by antagonizing
LXR without changing LXR levels 40]. Unsaturated
fatty acids and the ketone acetoacelale have been dem-
onsirated to reduce ABCAT message and protein
cxpression both in HepG2 and RAW264.7 cell lines
31]. Transcniptional regulation, in this study, was deni-
onstrated in RAW264.7 cells transfected with 4 968 buse
pair human ABCAL promoter-luciferase consiruct xnd
stimulated with 22-hydroxycholesterol and 9-civ-retinoic
acid. Luciferase activity in the stimulated ceils was re-
duced 50 and 80", respectively. by linoleic acd and
aceloacelate.  Transcriptional  down-regulanion  of
ABCA/! has also been reported in HepG2 cells and
RAW264.7 cells when transfected with the zine finger
transcription factor ZNF202ml |42, Finally, ABCAI
down-tegulation has also been reported in murine peri-
toneal macrophages, the RAW264.7 cell line. and in
THP-1 as well as primary human macrophiges by in
vitro treatment with HMG CoA reductase nhibitars
(43,447 ABCA] mRNA was reduced at 3 h and was
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maximally inhibited by 12 h with fuvastatin, an effect
reversible by exogenous L-mevalonate [43]. The magni-
tude of ABCA1 message reduction was greater than ex-
pecied for the modest reduction in ABCAIL promoter
actuvity. Additional studies suggested that part of the
statin effect on ABCA1 was by inhibiting the synthes:s
of the oxystero} ligand 24(3),25-epoxycholestero]l and
hence compromising the LXR stimulation of ABCA]1
transcription (44} Therefore, depending on the nature
of the sumulus, ABCA1 down-regulation by inflamma-
tory and non-inflammatory stimuli 15 likely to involve
both transcriptional and post-lranscriptional regulation.

In summary, the current studies demonstrate that
IFN-y mediates the down-regulation of ABCAL with
Kinetics consistent with the Statl dependence for this
process. Down-regulation of ABCA1 mRNA is through
a protein synthesis dependent, post-transcriptional pro-
cess and 18 consistent with the more general effect of
IFN-v on down-regulating macrophage receptors in-
volved in cholesterol trafficking. Clearly, the kinetics
for ABCAIL message and protein reduction by [FN-v
wecessitates a different perspective on ABCAL regula-
tion, as a true “early response’ gene to IFN-v and pre-
sumably to other inflammatory mediators.

Acknowledgment

M. Alfaro Leon wishes to acknowledge Consejo Nac-
1enal de Ciencia y Tecnologia, Mexico. for pre-doctoral
fellowship support.

References

[1] R. Rass, Atherosclerosis: an inflummatory disease, N. Engl. ]
Med. 240 (1909 115126,

2V GUKL Hansson, Po Lahby, U Schoenbeck, 2.Q. Ydn, Innate and
daptive ity in the pathogenesis of diherosalerosis. Cire.
Res. 91 (2002) 281-291.

7. tmmune functiion in atherogenesis. ). Lipid Res. 46

4 GUK. Mapsson, L Jonasson, J. Holm, ML Clowes, A W

Clowes, Guouma-mtesferon reguliates vasculsr smooth muscle
hom amt Lo antigen expression in vivo apd o vita, Coe,

Res. 63 (1958 712719,

FSTW.S. Shin. Y H Hong.

HB. Peng. R De Caterina. P. Libhy

LK Luiw, Nitric axide anennates vascular smooth muscle ¢l
activation by interternn-y. J. Blol(‘.- 2719 t\ I-.IH.'lH"
v ML Sana T. Suluary K Walsh, Vascular endothehal celis
sinaell musel Fs ififfer in expression of Fas and
in 5enAivits FE\ lipand-induced cell death: implicaton for
vascular disease and therapy, Arteriosgler. Thromb Vaie. Biol 20
2 AUP-3I6
71 F. Mg, hoenbeck, G K. Sukhova. T. Beurcier. LY.

per, Po Libibw, Functional CD4O Lzand s
C\P*Csokd on matn vasewbar endotheliad cells, smooth muscle
; hages: dmplications for CD40-CDA40 |pand
siclerosis, Proc Nad., Acad., So. USA 94

[8] D. Wagsater, P.S, Olofsson, L. Norgren, B Sienberg, A. Sirsjo.
The chiemokine and scavenger receptor CXCLI6/SR-PSDX is
expressed sn human vasculer smooth muscle eelis and is indeced
by interferon gamma. Biochem. Biophys Res Comntun 323
{2004) llH" 1193,

[91 D.M. Wulige, X. Zhou, Y. Sheikine. D Wagsater, V. Steimme
U. Hedin. S. Stemme, G.K. Han AL Sirsjo, CXCLIN
PSOX isan interferoan gamuma-regulaied chemoekine and scpvenger
receptor  expressed i athernscleratic  lesions.  Artenosele
Thromh Vasc. Bicl. 24 (2004} 750735,

(10l B Korbinmwn, N Mackman, LK. Curtis, Interferon-7 imhihis

! huge apolipoprotein E produc scrplhio

anisms, J. Cln. Inves:, 9 (1993 1

mech 2

(1]J.B Yang. Z.J Duan, W. Yu OL,e] £ . K.
Sun, C.CY. Chang, TY. (we . B LL Syne rip-
tonal  activation  of  human .C}I COEILTVTTIE lesterol
acyliransiernse-) gene by mterfercn-y and all-rram-retinoic acid
THP-] cells, J. Biol Chem. 276 (2001) I09%9-20054

[12] C.G. Panausis, S.H. Zuckerman. ion of choleste

distrtbution in macrophage-derived foam cells by mieriernn
J Lipd Res. 42 (2000) 75 83,

[1531 Y.). Geng, G.K. Hansson, Interferon-y imhibits scavenser recep-
tor expression and Toam cell formation 0 human monocste-
derved mucrophages. J. Clin, Invest. 89 (1942 1522134

[14] C.G Panvusis, S.H. Zucherman. Interferon-y mduces dowsn
regulation of Tangier divease gene (ATF-b y i
potier 1) in macrophags-derived Toam cells. Arterioseler (hromb
Vasc. Bial 20 (2000) 15365-157].

[15] M. Bodzioch, E. Orsi, ) Klucken, T, Lansman, A Boticher, W
Diederch, W. Drobmik, S, Barlage. C Buchber. M Parsch-
Oucurumez. W.E. Kaminski, H.W. Hahmann, K. Goue. G.
Rothe. C. Aslanidis, K 1. Lackner. & Schmuz, The gane cnivadme
ATP-hinding cassette transporter | s muiated v Tanpio disense.
Nat. Genet. 22 {1999) 347-351.

[16] S. Rust, M. Rosier, H. Funke, J. Real. £ Amoura. JC Piote,
1F. Deleusz, H.B. Brewer, N. Dnvenger. P Denefle. G. Asvmun.

Tanger disease is caused by mulations m the gene encoding ATP-
binding cassette transporter 1. Nat Gener 17 {1999] 332353

177 R, Akello, B Brees, O L. Francone, ABCAl-deficient mice
Irsizhes 1o the role of mouosceyie hipid efux in HDL fopmation

Coaserle Lrins-

24

and inflammauen, Aresioscler. Thromb, Vase, Biol 13 (2003
G72.980
(18] P Cesiet. ¥ Luo, N. Wang. AR, Tall. Sterol dependent

the hver X recept
{1) 28240-28245

clic AMP szimulnes
rolloaded celin, 1 Hinl,

transactivetion of the ABC) promaoter b
reunaid X receptor, 1 Biol. Chem. 275 42
[19] B.M. Hekland, J.P. Slotte, T F. Johi
eMux «f intraceltutar sterol from chi
Chem. 268 | 1993 13343 23349,
[20) C.G. Panonsis, G, Ewans. S H. Zuc

aail. TGI , MeTEses

cholesterol efflux and ABC-1 expresswon in crophi rived
foam cells. opposing the effzcts of 1FN-2 ). Ll |' Rex i i
SSA-RHS

[21] |, Batanova, T. Vishnyakova, A Bocharay, Z Chen, AR Talll )
Stonik, T. BEggerman, A Paterson. Lipapolysacchuende dwn

regitbates hoth scavenger receplor BU and ATP binding cusenie
transparter Alin RAW cells, Infect. Lrnmmun. 700 2002 25633003,

1221 X.Q. Wang. C.G. Panousis, ML alfare, G.F Ewans. S H.
Zuckerman, Interferon-y mediated downregulation of < Jernl
elftus and ABCT expressiong is by vhe St
[hromb. Vasc. Biol 27 (200 T, el

(23] DM Buites, DG, Wans., MNanlinear Regrassion Anidvsie amd lis
Apphcation, Wiley. New Yark, |4y

[24] B. CGarper, A Baoutina., R.T. Dean. W Jessup. Revuliion of

Cpahwsy, Aricrioscler.

serurti-titduced hipid sccumulation in human monods teaderive)
mnerophages by [Fhey fations with apel 1 E
veaduction, lipoprotess lipase activity and LDL ied

PIDICD eapression Alh\. wsclerosis 125 01997 47




602

[2

g
i-(‘.

9]

!

(32

(3] N. Wang,

i1Y. Wang, J. Oram,

3} T. Nakagawa, S. Nozaki. M. Nishida, 1.M. Yakub, Y. Tomiyama,

A. Nikata, K. Matsumolto, T. Funahash:, K. Kameda-Takemura,
Y. Kurala, S Yam.‘;l.h-.'.a.‘:’. Malsuzawa, Oxidized LDL increases

and interferon-y decreases expression of CD36 in human mono-
cyle-denved mac-;-n!' 1pes, Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 18
(1998) 13501357

Y.J. Gcr..r. J. Holm, §. Nygren, M. Bruzelius, S. Stemme, G.K.
Hansson, Expression of the macrophage scavenger recepior in
athercma. Relutonship o impmume dcuvation and Tecell eviokine

inlerfeson-v. Artenoscler. Thromb. Vasc. Biol 15 (1995) 1995-
2192
H. Li. M.W. Freemmun, P. Linby, Rezulation of smooth muscle

cell scavenper receplor expression in vive by atherogenic diets and
i vitro by cviekines, J. Clin. Invest. 95 (1995) 122-133.

| LML Hussgini, J. LaMarre, J. Lysizk, L.R. Karns, S.R. Vanden-

Berg, S.L.. Gomnias, Tranwcnptional regolation of LDL receptor-

related protein by [FN-v and the amagonistic acuvity of TGF-p)

in the RAW 264 7 macrophage-tike cell line, J. Leukoc. Biol. 39

(1956} 733-739.

J LaMarre. B. Weli, E.L. Kittler,

Gonss, Regulation  of  macrophages

recep ity lipeprotein

fipopalvsacchande  and

(19931 12§9-1224,

S. Koesaka, S, Takahashi, K Masamury, H. Kanchara, ] Sakai,

G. Tohda, E. Qkada, K. Qida, T. Iwasaki, H. Hatton. T

Kedama, T. Yamamaoto, I Miyamor, Evidence of macrophage

foam cell tormatien by very low-density lipoprotein receplor

imerferon-{gamma) (nhibition of very low- l!.ns.ll_',-f lipoprotein
receptor expression and foszm eell formalion in macrophages,

Crrculation 103 12001) 1142-1147.

P.J. Skiba, G A. Keesler, 1. Tabas, Inicrferon-gamma down-

regulales the | 1pOprole in (a )/apopr(,h n [a) receptor aclivily on

mucrophage foam celis Evidence for disruption of higand-induced

recepior recxclmg by interferon-gamma, J. Biol, Chem. 269 (1994)

22059-23067.

} B. Feng, L. Tabas, ABCAl-mediated cholesterol efflux is defective
in free cholesterol-loaded macrophages. Mechamsm involves
enhanced ABC! degradation in a process requiring full NPCI
activily, J. Biol. Chem. 277 (2002) 43271 43280

Unsaturated fatty acids hibit cholestero}

efffux from macrophages by increasing degradation of ATP-

binditig casscite transporier Al, J. Biol. Chem. 277 (2002) 5692-

SRAT.

Quesenberry, S.L.
ulphas-macroglobulin
sr-teliated  protein by
interferon-gamma, J. Chu. Invest. 91

torlow  den FECE

W. Chen, P. Linsel-Nitschke, L.O. Martnez, B.

Agerholm-Larsen, D.L. Silver, A.R. Tall. A PEST sequence in

ML Alfaro Leon et al ! Biochemical and Biophysical Research Corvmunications 333 (2003 566602

ABCI regulates degradaiion by calpaln proteas:

of ABCT by apoA-T, J. Clin. Invest. 111 (] 003 7107,
{35] R K. Tangin |Ia, K. Mumo, Q. Quehenberger, Repulition of
expression of the human monocyte chemotactic mreteii- 1 recepiuy

{(hCCR2) by eylokines, ], Bicl. Chem 272 [ [007) 205020506
{36] G. Penton-Raol, N. Polentaruit, W Lumi. A Boraatt, R.

Mancinelli, A. Sica, S. Sozzani, A. Mantovany, Selective mhibibion
of expression of the chemokine recepior CCR2 i human
monocytes by [FN-y, J. Immiuncl 160 (1098 3860 3572

371 S.K Gupia, P.G. Lysko, K. Pillensot, E. Ohiztem, 1 M. Stalel
Chemokine receptors 1in homman endothella! ectls. Fanctional
expression of CXCR4 and ns transcriplional littron by

iflammatory cylokines, J. Biol, Chem. 273 (|9 4287,

[38] D. Radzioch, L. Varesio, c-fos mRNA cxpression in macrophages
is downregolated by interferon-y a1 the postiranscrpuonal level
Mol. Cell. Biol, 11 (1991 27152723,

{391Y. Otmori., T.A. Hamilton, 1FN-gumma selectivel,
lipepalvaicchiride-inducible JE/monoeyle che
tein~} and KC/GRO/ melanoma growih-stimuliting e
expression it mouse periloneal muocrophdges, Jo Immunal. 153
(1994) 2204-2212.

401 X, Gan, R. Haplan, J.G. Menke, K. MacNaul, ¥ Chen. C.
Sparrow. G. Zhew, S.D. Wright, T.Q. Cai, Dual mechanisms of
ABC! regulavon by geranylgeranyl pyrophosphite, J. Biol.
Chern. 32 (2001 ) 48702-48708.

[41] Y. Uehara, T. Engel, Z. Li, C. Goeplen, §. Rust, X. Zhou, C.
Langer. C. Schachtrup, J. Wickowskt, S. Lorkawsky, G. Assmann,
A. von Eckardsiein. Polyunsaturated faty acids and dcetods
downregulate the expression of the ATP-binding cassetie

inhibis

cldic

porter Al, Digbetes 51 (2002) 2922-1925
[42} M. Porsch-Ozciirimez, T Langmann, S. Heymerl H. Borrihova,
W.E. Kaminsk:, W. Drobnik, C. Honer, C. Schum

Schmitz, The zinc finger protein 202 (ZNF 7‘ 2] is o tramscrif
repressor of ATP hinding cassette transpocter Al {ABCA ]]
ABCGI1 gene expression and n n.-.ydul..lor { celhular lipad efflax, J
Bicl. Chem. 276 (2001) 1241712433,

(431 H. Sore. H. Shimune, M. Shu, M. Nakakuki, A. Takalushi. M
Sakar, Y, Sakamoto, T. Yokoo, K. Matsuzaka, H. Okda.:'r i, Y.
Nakaguwa, K.T. lida, H. Suzuky, H. Toveshuna, S. Horiuchi, N.
Yamada, Stauns downregulate ATP-binding
Al genme expression i macrophipes, Biochsm

Cormmun, 316 (2004) 790-704,

[44] J, Wong. C.M. Quinn, A.J. Brown, Statins inhibit synithesis
oxysterol ligand for the liver X revept
with consequences for cholesterol
Vasc. Biol. 24 (2004) 2365-2371

-CARSCILE lramaporier

Biaphys. Hes.

or in human macro
flux, Arnericscler. Thie




[nflamm. res. 54 (2005) 395411
1023-3830/05/100395-17
DOI 10 1607/s00011-005-1377-2

Review

@© Birkhduser Verlag, Basel, 2005

| Inflammation Research

Gamma interferon: a central mediator in atherosclerosis

M. L. Alfaro Leon' and S. H. Zuckerman *

! Universidad Autonoma Metropolitana-Xochimileo, Ciencias Biologicas Ph. D. Program, Mexico
? Lilly Research Laboratories, Eli Lilly & Co., Lilly Carporate Center, Indianapolis, TN 46285, USA, Fax: ++317 433 2815,

e-rmail- Zuckerman_Steven@Lilly.com

Received 4 May 2005: returned for revision 5 July 2005; accepled by M. Parnham 8 July 2005

Abstract. Atherosclerosis 1s a chronic inflammatory disease
of the vasculature with lesions developing in the arienal
wall, frequently in the coronary and carotid arteries. The
interaction between macrophages and lymphocytes within
the atherosclerotic lesion microenvironment exemplifies a
site where both mnnate and adapuve immunity contribute
towards disease progression. As gamma interferon (IFN-v),
the classic macrophage activating factor, has been localized
to atherosclerotic lesions, this review will focus on its con-
tnbution to plaque pathology and will finally consider how
current therapies, as exemmplified by HMG CoA reductase
inhibitors or stauns, may impact this process beyond lipid
towering, n part by inhibiung IFN-y dependent processes.
[FN-v sources within the atheroma as well as receptors, sig-
naling pathways and its effects on macrophages as well as on
vascular smooth muscle and endotheljal cells will be consid-
ered. Therapeutic interventions targeting molecular evenls
associated with [FN-v signaling offer novel approaches to
the treatment of atherosclerosis.

Introduction

The atherosclerotic plaque represents a lesion that initiates
early in life with monocyte infiltration across the luminal
endothelium into the intima of the artery in response to
lipid and non-lipid mediators. Foam cell formation, both
macrophage and smooth muscle cell (SMC) derived, matrix
deposition, endethelial cell damage, cholesterol clefts, cel-
lular necrosis and lesional calcification can be observed with
lesion progression [1—6]. In advanced lesions, mural thrombi
may be cbserved. Atherosclerotic lesions frequently localize
to anterial sites characterized by areas of turbulent blood flow
[7. 8]. usually at the sites of bifurcations and curvatures re-
sulting in decreased shear stress. The earliest lesion, the fatty
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streak 1s characterized by macrophage and macrophage de-
rived foam cells, as well as T cells and monocyfes that have
infiltrated across the endothelial layer due to cell surface
changes associated with activation and resulting in leukocyte
adhesion. Increases in cell adhesion proteins as well as the
release of chemokines promote mononuclear cell infiltration.
Migration of the SMC from the media across the internal
elastic lamina and into the intima also occurs during the
earliest phases of the lesion and results in intimal thickening,
SMC derived foam cells and proliferation. As this process
continues the chronicity and exacerbation of the developing
pathology is associated with macrophage and T cell activa-
tion resulting in the elaboration of a multitude of mediators
including growth factors, monokines, thromboxanes, tissue
factor, colony stimulating factors, chemokines, and [FN-y
[9-12]). The presence of oxidized low density lipoproteins
(LDL) further contributes to foam cells, both macroghage
and SMC denved resulting in increased lipid retention and
the formation of necrotic lipid cores [13, 14]. The progres-
sion of the fauty streak to an intermediate and advanced
lesion 15 characterized by tbe presence of a fibrous cap.
Advanced lesions can become unstable and rupture due to a
thinning or erosion of the fibrous cap. Erosion of the fibrous
cap is often associated with macrophages at the shoulder of
the cap, which can release matrix metalloproteases (MMPs)
contributing to plaque rupture, mural thrombosis and clini-
cally relevant evenls.

The progression of the atherosclerotic plague is character-
ized by an increasingly complex pathology, associated both
with macrophage, T cell, endothelial and SMC activation,
significant cytokine elaboration and increased production
of proteases and oxidized lipids. all of which contributes
1o a chronic inflammatory state. An understanding of the
ceniral role of IFN-y in the pathology of the atherosclerotic
plaque will serve as the focus of this review. However, a
brief consideration of IFN-y receptors and signaling is in
order to understand how [FN-v can contribute o plaque
progression.
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I. IFN-vy signaling
A. Cellular sources

[FN-vy, the classic macrophage-activating factor produced by
tymphocytes enabling macrophage tumoricidal activity has
been the subject of numerous reviews [15-18]. In addition
to CD4 positive T helper cell type | (Th1} lymphoceytes [19],
other cell types reported to secrete IFN-y include cytotoxic
CD38+ lymphocytes [20], activated macrephages [21], natural
killer (NK) cells [22], B cells [23], and vascular SMC [24].
However, within the context of the atherosclerotic plaque it
is likely that Thl lymphocytes are the predominant source
of IFN-v. T cells have been reported to constitute between
10-20% of the cell population in advanced human plaques
and accumulate at sites where plaque rupture and thrombosis
can occur [3, 25-28). Expression of [FN-y in atherosclerotic
lesions from both clinical samples as well as in preclini-
cal rodent atherosclerosis models has been demonstrated
[25-28). The proximity of macrophages with Thl cells and
the elaboration of IL-12 and IL-18 by macrophages which
can increase [FN-y producnion [21, 29] as well as the po-
tential for SMC derived [FN-v [24] insures multiple cellular
sources for IFN-y within the atherosclerotic plague.

B. Receprors and signaling pathways

IFN-y mediated cellular signaling involves binding of the
IFN-y homodimer to the IFN-y receptor complex [30] and
has been recently reviewed [17, 18]. The receptor, a mem-
ber of the class II cytokine receptor family consists of two
90-kDa ligand binding chains, TFN-yR1 associated with
two 835-kDa non-ligand binding, signal transducing chains
IFN-yR2. The receptor complex is assembled on the cellular
surface and does not require ligand binding for R1 and R2
association [31]. Neither receptor chain has inwinsic kinase
activity and signal transduction involves binding motifs on
the intracellular domain of the R1 chan for Janus ryrosine
kinase (Jak)l [32] and for signal wansducer and activator
of transcription (Stat)l. The R2 chain has an intracellular
motif for Jak2 kinase binding. With TFN-y binding to the
receptor complex, Jak2 is auto-phosphorylated and P-Jak2
then trans-phosphorylates Jak}i [33]. P-Jakl will then phos-
phorylate critical tyrosine residues on RI (residue 440) that
allows a binding site for the SH2 domain of Statl [34, 35].
The associated Statl dimer with the R1 chains results in
its phosphorylation {tyrosine 701}, likely through activated
Jak2 [33]. Additional phosphorylation of Statl through
phosphatidylinositol 3-kirase-AKT pathway on serine 727
has also been observed and contributes to Statl dependent
gene transcniption [36]. The P-Statl dimer then dissociates
from the receptor complex translocates to the nucleus and
binds to [FN-y activation sequences {GAS) on relevant gene
promoters [15, 18].

In addition to Stat1 binding sites on IFN-y inducible promot-
ers, [FIN-v signaling involves other transcriptional activating
factors with distinet DNA binding sites. Amongst these
trans-activating factors, the Interferon regulatory factors
(IRF) are the best characterized and bind to an IRF-E con-
sensus site [37). IRF-1, §, and 9 prowote wanscrption of a
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subset of IFN-y inducible genes whereas IRF-2 antagonizes
IRF-1 inducible genes by also binding to the IRF-E corsen-
sus site [38]. IRF-1 binding to IFN-v inducible genes oc-
curs at a promoter site distinct from Stat] and cooperatively
between these {wo transcription factors results in maximal
induction of IFN-y inducible genes including gp&1?™™
subunit of NADPH oxidase [39], the class 1I transcription
co-activator (CIITA) by binding to promoter IV [40], the
transporter associaied with antigen processing {TAP)-1 and
low-molecular-mass protein (LMP)-2 genes also associated
with antigen presentation [41]. IRF-1 iwself is induced by
[FN-v and is Statl dependent. A further understanding of
the role of IRF-1 in IFN-v inducible gene transcription has
been obtained in studies with IRF-1 knockout (KO) mice.
IFN-v induction of cyclooxygenase-2 gene transcription in
macrophages was inhibited in macrophages from [RF-1 KO
nuce [42]. A simular result was demonstrated in the loss of
[EN-y induction of cathepsin S in bone marrow cells from
IRF-1 KO mice [43]. IFN-y inducible genes assoctated with
feedback regulation such as Suppressors of Cytokine Signai-
ing (SOCS)-1 also show dimuinished induction in embryonal
fibroblasts from IRF-1 KO mice [44]. IRF-1 js also able 1o
interact with other transcription factors beyond Statl (o pro-
mote [FN-y inducible gene transcription including IRF-8 in
the induction of inducible nitric oxide synthase (INOS) in
RAW 264.7 cells [45] and with C/EBPB to form a complex
for promoter stimulation of the IL-18 binding protein 46].
Whereas Statl phosphorylation and nuclear transtocation
plays an unportant role in IFN-v gene activation or repres-
sion, studies with Stat] KO mice have revealed that IFN-y
can also activate a subset of genes through non Statl depend-
ent pathways [47—49]. Mouse embryo fibroblasts from Statl
KO mice, for example, respond to IFN-v through Stat3 phos-
phorylation and will result in wanscriptional activation of
genes including SOCS-3, Fas, C/EBPS [50, 51] that usually
respond to IFN-y via Stat]. Transcriptional profiling of mac-
rophages [47] and mouse embryo fibroblasts [48] from wild
type as well as Stat]l KO mice revealed a complex profile of
IFN-vy regulated genes that were independent of Statl signal-
ing. Genes such as macrophage inflammatory protein (MIP)-
Lo, MIP-1P, monocyte chemotactic protein-1 (MCP- 1) were
mduced, or as observed for CXCR4 down-regulated in both
Statl wild type and KO macrophages. Other genes such as
arginase and [L-1f however, were induced only in Statl KO
macrophages. Of interest was that while Statl independ-
ent, these gene changes were not observed in macrophages
derived from Jakl KO mice [47]. The expression of a total
of 150 genes were either induced or inhibited in response to
[FN-y in the Statl KO macrophages. Similar studies with
mouse embryo fibroblasts from wild type and Statl KO mice
also demonstrated Statl independent gene regulation includ-
ing transcription factors such as EGR-1 and 2, ¢-Jun, as well
as the cviokines MIP-1¢, osteopentin, PDGF-a and MCP-1
[48, 49].

While IFN-y signaling is well understood through the Jak-
Stat pathway, IIFN-y can activate other signaling pathways
including the MAP kinases, Sr¢ and ERKs [17, 49-52].
IFN-v also acuvates IxB kinase, {IKK}) and in studies with
mouse embryo fihroblasts from IKK alpha and heta KOs, a
significant number of [FN-y stimulated genes were no longer
induced although enhanced Statl transcription was observed



\ol. 54, 2005 Gamma interferon role in atherosclerosis

[53]. Indeed, a cytokine as central to innate immunity as
[FN-y would likely have evolved muluple signaling path-
ways to insure host survival.

Negative regulation of IFN-v signaling i1s mediated by in-
duction of SOCS proteins, primarily SOCS-1 as well as by
Src homology 2-domain containing protein tyrosine phos-
phatases (Shp) including Shp-1 and 2 [54, 55]. Both mecha-
nisms result in an inhibition of Statl signaling and mouse
models where either SOCS-1 or Shp-1 are deleted are char-
acterized by severe systernic inflammatory responses [56,
57]. SOCS-1 binds 10 and inhibits Jak2 kinase activity [58]
and might also serve to target Jak2 for proteasomal degrada-
tion [59, 60]. SOCS-1 may interact directly with Jak2 after
docking with the [FN-yR1 subunit as mutation of tyrosine
44] on the IFN-yR1 chain blocked the ability of SOCS-1
ro bind to the R1-Jak2 complex and inhibit Statl activation
[61]. Clearly, the rapid induction of SOCS-1 by I[FN-y would
serve as a tizhtly linked negative feedback mechanism (o
limit IFN-vy induced cellular activation.

The role of protein tyrosine phosphatases in inhibiting TFN-y
signal transduction has also been reported. Shp-2, for exam-
ple, has been demenstrated to bind directly to IFN-yR1 and
inhibit Statl activaiion [62]. While it appeared in this study
that Shp-2 did not directly modulate the level of tyrosine
phosphorylation of IFN-yR1, the level of Jakl phosphor-
ylation was increased in Shp-2 negative cells. In addition,
a distinct mechanism that may centribute to inhibiing Stat!
signaling is the protein inhibitor of Statl (PIAS-1}, which
directly binds to Statl and inhibits the association of the
Statl dimer with DNA [63]. Therefore, both induction of
SOCS protein expression and inhubiting Stat] phosphoryla-
tion represent feedback mechanisms to inhibit expression of
a subset of 1IFN-y inducible genes. Whereas IFN-y induces
S0CS-1, 2, and 3 gene expression, il appears that SOCS-1
is a more polent inhibitor of Statl signaling than SOCS-3
with SOCS-2 not having any effect on IEN-y induced Statl
phosphorylation [64, 63].

Inhibition of IFN-vy signaling by cytokines associated with
Th2 cells including IL-4 and IL-10 also represents a mecha-
nism fo limit the inflammatory process. IL-10 weatment of
human peripheral bloed menecytes prior to IFN-vy stimula-
tion, for example, inhibited the induction of ICAM-1 and the
chemokine inducible protein- 10 (IP-10) while not inhibiting
the IFN-y induction of IRF-1 [66]. These effects occurred
both by inhibiting Stat! phosphorylation as well as by induc-
ing SOCS-3 expression.

The rejative contributions of SOCS-1, SOCS-3, Shp-1,
Shp-2 and PIAS-1 in inhibiting IFN-y mediated athero-
sclerotic lesion progression within the microenvironment
of the plaque remains unclear and will likely be determined
by the relative balance between pro and anti-inflammatory
cytokines. Finalty, while [FN-y signaling is through its inter-
action with high affinily receptors, {FN-y can also bind. with
lower affinity, 1o chondroitin sulfate proteoglycans in gen-
eral and CD44 in specific on human vascular SMC [67, 68].
This interaction although not unique to IFN-y could serve as
a mechanism within the atherosclerotic lesion to both retain
and position IFN-y to bind to the higher affinity receptor
complex and also possibly allowing higher cellular levels of
[FIN-v within the lesion than would be expected in the fluid
phase. The interplay between both high affinity receptors
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and lower affinity proteoglycan interactions, coupled with
Stat] dependent and independent signaling offers a potential
for specificity within the lesion microenvironment for the
celiular responses to IFN-y.

II. IFN-vy effects at the cellular level

The number of genes regulated by IFN-y through Srat! de-
pendent or independent pathways is in excess of 500 [L5]. In
reviewing the in vitro effects of IFN-y on gene expression
in endothelial cells, macrophages and SMC, as the key non-
lymphoid cellular components of the atherosclerotic plagque,
there are clear examples of both [FN-y mediated decreases
{Table 1) and increases (Table 2) in gene expression with di-
rect relevance 1o plaque homeostasis. The spectrum of genes
regulated by IFN-y includes cell surface markers and recep-
ors, proteases, matrix proteins, secreted mediators, lipases,
oxidases as well as intracellular enzymes and transcription
factors. These changes in gene expression will be consid-
ered as two functional classes, namely those associated with
direct effects on cholesterol or lipid trafficking within the
atherosclerotic lesion and those more directly associated
with nen-lipid, inflammatory processes. It should be noted
however, that this classification is artificial with clear exam-
ples of gene changes such as those observed for scavenger
receptors that in addition to effecling the uptake of modified
LDL will alse serve as receptors for other ligands includ-
ing apoptoiic cells and in the case of the scavenger receptor
that binds phosphatidylserine and oxidized lipoprotein (SR-
PSOX), also is the chemokine CXCL16 [69, 70].

A. IFN-y effects on cholesterol and lipid irafficking

IFN-y down-regulates receptors involved in the uptake of
modified LDL particles as well as receptors involved in
reverse cholesierol transport (Table 1). Scavenger receptors
including SR-A and CD36 are decreased in macrophages
by in vitro weatment with [FN-y [71-74]. The reductions in
both CD36 protein and message were reported for human
monocyte derived macrophages as well as murine peritoneal
macrophages. As these receptors are not down regulated by
exogenous cholesterol the results would suggest that [FN-y
should reduce foam cell formation by reducing scavenger
receptor expression and hence the overall number of foam
cells within the atherosclerotic plaque. However, in contrast
o the effects of [FN-v on down-reguiating SR-A and CD36,
a potenual IFN-y activation site has been reported in the
SR-A promoter [74] and SR-A has been reported to be up-
regulated by IFN-v in human monocyte and vascular SMC
cultures [69, 74, 75). Therefore, it is possible that IFN-v
may, based on modulation of scavenger receptors, increase
the amount of SMC derived foam cells at the expense of
macropbage derived foam cells.

In contrast to the down-regujation of scavenger receptors
SR-A and CD36, IFN-y increased the expression of SR-
PSOX in human monocytes and in THP-1 cells, both at the
protein and mRNA levels [70]. A similar effect was observed
in [FN-y treated apolipoprolein (apo) E KO mice where in-
creased macrophage expression of SR-PSOX was detecred
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Gene

Ll type
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Table 1. Atherosclerosis relevant
Reference

genes down-regulated by TFN-y
ABCAL Maouse macrphages 32]
Apo E Meuse and human macrophages {78, 85, 86)
Chaolesierit 27-hydroxylase THP-1 ¢ell line, human endothelial ceils (81,87
CD36 Mouse, human macrophages [72, 73]
VLDL receplor THP-| [79]
Lipoprotein lipase Human macrophages [78. 84]
LDL- tecepior-related prowein Husnun macrophiges. RAW cell line [76-78]
Lp[alfapalal Mause. human macrophages [RH
Lysyl aniduse Rat aortic SMC [128]
Callugen type VIIL Human macrophages V47
a -zcon Human SMC [129]
Collagens [ & 111 Huinan SMC 1127}
AT-la receptar Rat SMC {123]
MMP-9 TNF induced human macrophages [143]
15-LO 1L-4 imsfuced human monocyles [156]
c-myc Rat SMC [124]
BLT1 Human monocyles [151]
CCR2 Human monocytes, THP-1 [151-153]
CXCR4 Humian monocytes, endothelinl cells. [153, 155]
E and P sclectins Cyiokine induced human endotheliul cells [105)
Cuthepsin L Murine macrophages [142]
SR-A Human macrophages (71, 74]
PECAM-I Humnan, bovine endothelial cells [106]

in macrophages localized lo atherosclerotic lesions [70].
Similar to the effects on macrophages, IFN-y also increased
SR-PSOX mRNA and protein expression in buman aortic
SMC [69]. Up-regulation of this scavenger receptor would
provide a mechanism for the continued upiake of oxidized
LDL by macrophages while other scavenger receptors were
down regulated by IFN-vy.

I[FN-y also down regulates other lipoprotein receptors on
macrophages in vitro that could impact foam cell formation.
Specifically, the LDL receptor (LDLR) related protein was
decreased in both murine macrophage cell lineés and human
macrophages by [FN-y [76-78]. Simular IFN-y effects were
observed for the VLDL receptor in phorbol ester stimulated
THP-1 and HL60 human macrophage cell lines and in mac-
rophage derived foam cells, but not in human monocytes
[79]. In a distinct process, [FN-y reduces Lpa(a)/apo(a)
receptor expression by inhibiting ligand-induced receptor
recycling [80]. IFN-y also decreases cholesterol efflux and
ABCAI expression in murine macrophages and macrophage
derived foam cells and cholesierol efflux in THP-1 cells
[81. 82]. This effect on murine macrophages was depend-
ent on Stail signaling as IFN-y induced down-regulation of
ABCA1 was not observed in macrophages from Statl KO
mice while IFN-y induced IL-6 secretion remained intact
[83]. Therefore, many receptors involved in cholesterol traf-
ficking within the foam cell are down regulated by IFN-v 1n
macrophages although there can be different outcomes when
evaluatling these same receptors on vascular SMC.

[FN-vy also decreases macrophage synthesis of lipoprotein
lipase (LPL) {78, 84], apo E [78, 85, 36] macrophage and
human aortic endotheliai cell synthesis of cholesteroi 27-
hydroxylase {81, 87] and yetl increases the synthesis of
acyl-CoA: cholesterol-O-acyltransferase (ACAL) (73, &8)
and the secretion of group IIA secretory phospholipase A,,
{s-PLA,), by macrophages and human arnerial SMC [89,
90]. The decreased synthesis and secretion of LPL and apo
E could result in reduced LDL and VLDL clearance from the
circulation or lesion while the increased secretion of s-PLA,
could contribute to LDL modification and divert clearance
of these particles from the LILR to scavenger receplors.
The decreased synthesis of 27-hydroxylase could reduce
clearance of cholesterol from foarn cells as 27-hydroxyla-
tion represents the first step in extrahepatic cholestero] me-
tabelism [87]. Finally, [FN-y stimulated increases in ACAT
activity and expression in macrophages would be expected 1o
promote cholesterol storage by increasing cholesterol ester
content within the macrophage derived foam cell (73, 88].

The overall picture then that emerges from the effects of
[FN-y on cholesterol and lipoprotein trafficking, largely
based on in vitro studies of macrophages and macrophage
derived foam cells, is a disruption or inhibition of reverse
cholesterol transport. It would be anticipated that the reduc-
tions in ABCA1 and cbolesterol 27 hydroxylase expression
with increased ACAT expression could explain the net
overall reduction in cholesterol efflux in IFN-y stimuluted
macrophage derived foam cells [73, 81. 82]. These effects,
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Gene

Cell type

Table 2. Atherosclerosis relevant

Reference genes up-regulated by TFN-v.

Class IT antigen
Tissue factor
SR-PSOX
ACAT

ICANM-], sSICAM

CD4Q

CD4Q lizand

HMGB1

sPLA; Group 1A

Fas

MMP-1

VU AM-]

iNOS

aSB1 integrin
2;5"Oligoadenylate synthelase
1. TsRa

Fracialkine
GTP-cyclohydrolase 1. letcahydrobiopterin
1P-10, MIG, I-TAC
Induicamine 2,.3-dioxygenase
Cathepsin §

PDGF -1 receplor

SR-A

Gr\,”phm

MCP-1

SMC. endothelial cells, macrophazes
Human macrophages, endothelial cells
Human monecyles, THP-1, SMC

Human and murine macrophuges

Human SMC, endothelial cells [ECV304]

Human endothelial cells, SMC, macrophages
Human endothelial cells, SMC, macrophages
Human monocytes, THP-1

Human aortic SMC

Human endothelial cells

Hurizn macrophages

Human SMC

Murine macrophages

Human vascular SMC

Human vascular SMC

IL- 1B or TNFa stimuiaied heiien endothelial. SMC
IL-1P or TNFu sumulated human endothelial, SMC.

TNF stimulaled human endothelial cells

Human endothelial, macrophages, SMC

Human SMC

Humzn SMC, mouse macrophages

Porcine vascilar SMC

Human, rabbit vascular SMC. b .. monocyies
Human U937 macrophug. el line

Human macrophages, endothelial cells

(91,93, 96]
(17

69, 70]
73, 88)

[132, 135,
186]

[112-114)
(112}
(149)

189, 90]
[116]
[143. 147)
(136)

(15, 16, 43]
[134]
n21]

|24}

(108, 131]
[118]
[109]

[140. 141)
[142)
1i37)

(69, 74, 73]
(391

[158, 159]

in addition to the down-regulation of scavenger receptors in-
cluding SR-A and CD36, would likely reduce the clearance
of modified lipoprotein particles generated by IFN-v stimu-
lated oxidases, lipases and other processes which would
increase lipoprotein modification. To what exient increases
in other scavenger receptors including SR-PSOX will com-
pensate for the more general observation of scavenger recep-
tor down-regulation within the mulieu of the atherosclerotic
lesion remains 1o be determined. Thus, in considering the ef-
fects of IFN-y on the key cell types within the atherosclerotic
lesion the overall impact would be to promote retention of
cholesterol and modified lipoproteins and hence contribute
towards plaque progression.

B. IFN-y effects on gere changes associated with
inflammarion

In distinction to the decreases in membrane receptor ex-
pression involved in lipid trafficking, IFN-y has a more
consistent pattern of up-regulating membrane receptors and
secretory preducts assectated with inflammatory responses
{Table 2). IFN-y eftects on endothelial, vascular SMC and
monocyte-macrophages as well as foam cells will increase
Tht immune responses via up-reguiation of class 1 and I

antigens and increase monocyle and lymphocyte infiltration
into the vascular lesion via increases in chemokines and
surface adhesion molecules. [FN-v also increases protease
expression and decreases matrix protein synthesis consist-
ent with plaque destabilization. Specific examples of each of
these effects ar the cellular level are considered further.

IFN-y has been demonstrated to increase class II antigen
expression on SMC as well as in more classic immune cell
types including dendritic cells, B lymphocytes and mono-
cytes-macrophages [91-93]. IFN-y also increases other com-
ponents involved in antigen presentation including cathepsin
S. TAF, and LMP proteasome subunits and thus can contrip-
ute to the progression of atherosclerosis by the recognition of
autoantigens. To this extent T cells from human plaque rec-
ognizing oxidized 1.DL as an autoantigen [34] and antihodies
against oxidized LDL have been reported in atherosclerotic
patients [95). Therefore, in the context of antigen presenia-
tien, IFN-y expression within the atherosclerotic lesion is
likely to contnibute to adaplive immunity by up-regulating
both class I and 1l antigens and other components required
for antigen presentation by classic antigen presenting cells
including monocyte-macrophages and dendritic cells as well
as by non classic antigen presenting cells such as endothelial
[96-98] and vascular SMC [91, 92]. [FN-vy effects on anti-
gen preseniation by endothelial cells include up-regulation
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of both class [ and class II antigens, the increased synthesis
of the LMP7 proteasome subunii, and increased synthesis of
the TAP-1 and TAP-2 transporters [96-101]. These in vito
effects provide a rationale for IFN-v playing a role in adap-
live immunity by increasing antigen presentation to the ap-
propriate T cells by the endothelial and vascular SMC.
[FN-v effects on endothelial celis can largely be considered
in the context of promoting endothelial cell pro-inflamma-
tory changes. Endothelial cells are highly sensitive to [FN-v
[101] and this may be related to a possible deficiency in
Shp-1 expression [102{. Whereas class | antigen, TAP-1,
and IRF-1 are sensitive to IFN-y and Statl dependent, Stat]
activation alone, by a different cytokine, oncostatin M, failed
to increase expression of these same genes [101]. These on-
costatin M results suggest that Statl signaling 1s necessary
but not suilicient for a subset of IFN-y inducible genes in
endothelial celis.

Cell surfuce changes induced by IFN-y largely promote
mononuclear cell infilration across the endothelial layer
through induction of cellular adhesion molecules including
ICAM and VCAM-1 [103-105]. Interestingly, IFN-+ hus also
been reported 10 inhibir the induction ol E and P selectins on
human endothelial cells, an effect which could impact neu-
trophil recraitment [105] and by message destabilization, the
constitutive expression of platelet endothelial cell adhesion
molecule-1 {PECAM-1) [106]. [FN-y increases endothelial
cell svnthesis of chemaokines including MCP-1 [107], frac-
talkine [108! as well as JP-10, monokine induced by IFN-y
{MIG}, and [FN-inducible T-cell a—chemoatiractant (I-TAC)
[109]). Binding of these latier three chemokines to the CXCR3
receptor on T cells within atherosclerotic lesions further con-
tributes 10 the accumulation of activated Th1 cells. [nhibiting
MCP-1 signaling through CCR2 KO or enhancing signaling
through MCP-1 infusion will mitigate or exaccrbate lesion
developmoit respectively in apo E KO mice [[10, L11].

In addition to inducing secretion of chemokines and in-
creasing endothclial cell surface adhesion molecules, IEN-y
increases the expression of both CD40 and CD40 ligand on
endothelial ceils [112, 113]. The co-expression of CD40
ligand and receptor on endothelial as well as on SMC
and macrophages provides additional understanding as to
how IFN-v can exacerbate an inflammatory response and
promote plaque instability through activation of the CD40-
CD40L axis [112-114].

Endotheljal function can also be modulated by IFN-y
through the induction of additional membrane components
including the TL-18 receptor, Fas antigen and tissue factor
[24, 115-117]. IL-18 binding to endothelial cells via the TL-
|8 receptor will result in increased expression of [CAM-1
and VCAM-1 providing additional stimul to increase mono-
nuclear ceil interactions with the endothelium [24. 115]. Fas
expression on endothelial cetls but not on vascular SMC has
been reported to increase following [FN-vy activation [116].
While these changes in endothelial celis would he consistent
with a destabilization of the atherosclerotic plaque, the ef-
fects of IFN-y on endothelial eNOS and tetrahydrobiopterin
(BH4) levels via effects on GTP cyclohydrolase T are less
obvious in their pathologic wnplicauons. GTP cyclohydro-
lase I 15 the first enzyme in the de novo synthesis of BH4
and has been reported 10 be induced by TFN-y [118, 119]
with synergistic induction reported in combining IFN-y with
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TNF or IL-1f. This is associated with increases in cellular
BH4 levels and occurs through the Jak-Stat pathway. As
BH4 levels are important in eNQS activity it would appear
that IFN-vy could improve endothelial function by increas-
ing GTP cyclohydrolase I, the rate limiling enzyme for
BH4 synthesis. However, apo E KO mice crossed with an
eNOS over-expressing transgenic under the control of the
preproendothelin-1 promoter had increased atherosclerotic
lesions when compared to the apo E controls [120]. While
eNOS was over-expressed it appeared that the over-expres-
sion resulied in eNOS dysfunction and superoxide genera-
ton. Infusion of BH4 reduced lesion size back to that ob-
served in the apo E KO parent [120]. In summary, while the
overall effect of IFN-y on endothelial cells remains one of
cellular activation and plaque destabilization by promoting
procoagulant surface changes, increased adhesion molecule
expression and secretion of inflammatory mediators, there
are likely to be endothelial responses induced by IFN-7 that
may counteract these inflammatory changes, Whether the in-
crease in GTP cyclohydrolase [ is such an example remains
to be determined.

[FN-v effects on vascular SMC are similar to those observed
for endothelial cells. These effects are considered in the con-
text of the role of the vascular SMC in matrix deposition,
and us a cell that within the [esion contributes both secretory
mediators and cell surface receptors involved in plague pro-
gression. Intimal SMC proliferation and foam cell formation
in atherosclerotic lesions renders this cell type a major cellu-
lar component of the atherosclerotic plaque. IFN-v has both
anti-proliferative and pro-apoptotic effects on SMC in vitro
[91, 121, 122]. JEN-v, for example, decreases the expression
of the angiotensin type la receptor for angiotensin Il {123],
and c-myc expression in SMC [124] as well as in human fib-
rosarcoma cells {125] and in CSF-1 induced murine macro-
phage lines [126]. As angiotensin ] stimulates vascular celi
praliferation, the JFN-y mediated decrease in this receptor
could limit SMC proliferation.

In addition to having anti-proliferative effects, IFN-y effects
in vitro on SMC would be consistent with plaque destabilize-
uon by inhibiting matrix formation or increasing matrix deg-
radation. Decreases in both basal and transforming growth
factor beta (TGEFB) induced synthesis of collagen types 1 und
[II have been reported in IFN-y stimulated human vaseular
SMC [127]. IEN-y also down-regulates. by both transcrip-
tional and post-transcriptional processes, the expression of
lysyt oxidase, an enzyme involved in the extracellular cross-
hinking of elastin and collagen in rat aortic SMC [128] as
well as alpha-smooth muscle actin {129]. A decrease in ma-
trix cross-links would be anticipated to weaken the fibrons
cap of an atherosclerotic lesion. IFN-v also increases the
secretion of cathepsin § in human SMC resulting in elastin
degradation [130]. Therefore IFN-v effects on SMC would
result in both a decrease in matrix synthesis and an increase
in degradation through protease(s) induction.

[FN-y also increases the secredon of chemokines includ-
ing CXCL16 (SR-PSOX) [69], IP-10 [108], and fractalkine
[131], as well as the secretion of sPLA;—group [[A [8Y]. sol-
uble ICAM-1 [132], and the secretion of the vasoconstrictor
endothelin-1, E'F-1 [133], in vascular SMC. These increases
in chemokines and other mediators coupled with increases in
surface expression of class IT antigen [91], the fibronectin re-
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ceptor alphad beta | integnin [134], ICAM-1 {135}, V-CAM
[136], CD40L [112) and PDGF receptors [137] would be
consistent with plaque progression. However, as with the in
vitro endothelial studies, IFN-v effects on vascular SMC can,
in some instances, be considered vascular protective. [FN-vy,
for example up-regulates extracellular superoxide dismuzase
as well as the expression of mitochondrial manganese su-
peroxide dismutase [138]. Increased superoxide dismutase
activity could limit tissue damage mediated by superoxide
radicals. [n a separate study, human vascular SMC secretion
of GM-CSF and G-CSF induced by IL.-1 was inhibited by
IFN-y [139]. In view of the stimulatory effects of GM-CSF
on macrophage effector functions, reduced expression of
GM-CSF, if demonstrable by IFN-v in vivo, could also have
a vascular protective effect. Finally, IFN-y induces the ex-
pression of indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO) in vascular
SMC [140Q, 141]. A link between increased TDO activity and
persistence of Chlamydia pneumoniae due 1o reduced levels
of tryptophan, as well as the continued interest in the rela-
tionship between Chlamydial infections and atherosclerotic
disease offer an additional perspective as to how [FN-y ef-
fects on vascular SMC can influence plaque progression.
IFN-y effects on macrophages have been extensively re-
viewed [16, 18] and will not be covered in any depth. IFN-y
stimulatory effects on antigen presentation by macrophages
include class I and class IT antigen up-regulation, induction
of TAP-1 and LMP?2 for class I antigen processing [41] as
well as induction of cathepsin S for processing the invari-
ant chain associated witb class I1 antigen presentation [142].
However, while increasing cathepsin S expression, other
proteases including cathepsin L. and MMP-9 induction were
inhibited by [FN-v [142, 143]. In contrast to the general ef-
fects of [FN-v on promoting plaque instability, the decrease
in TNF induced MMP-9 by IFN-y would suggest a possible
positive effect on plaque stability.

IFN-v has been reported to increase the synthesis of neopter-
in and 7, 8 dihydroneoptenn in human macrophages which
can promote LDL. oxidation [144]. IFN-y, through Stat! and
IRF-1 dependent signaling can also increase macrophage
mediated oxidant injury by inducing the gp9 1™ subunit of
the NADPH oxidase [39]. The ability 1o promote increased
LDL oxidation coupled with the increase in SR-PSOX may
provide a mechanism for gxidized LDL clearance within the
atherosclerotic lesion [70] but this must be viewed relative 1o
the down-regulation of other scavenger receptors by IFN-y
as previously discussed. Possibly reievant to the effects on
scavenger receptors, IFEN-v inhibits the increased clearance
of apoptotic cells by macrophages that are induced in viiro
by glucocorticoids such as dexamethasone [145]. Whether
this is through TFN-y mediated scavenger receptor down-
regulation remains to be determined.

[FN-vy has also been reported to decrease the expression of in-
sulin like growth factor 1, (IGF-1) in [L-4 stimulated mouse
macrophages through a Stat) dependent pathway [146]. As
IGF-1 is involved in types I and III collagen synthesis this
would provide further examples for [FN-y in decreasing ma-
tnx synthesis by regulaling macrophage IGF-1 production.
Additional studies have demonstrated that synthesis of type
VIII collagen by human macrophages was reduced by IFN-y
[147] thus providing further support for the role of I[FN-v in
plaque destabilization.
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In distinction to the decrease in IGF-1 synthesis, IFN-y
increases expression of the ubiquitous, high mobility group
box 1 (HMGRB1) protein [148, 149]. HMGB is a non-histone
chromatin associated protein that can also be detected in the
cytoplasm of activated macrophages and released through a
non-signal peptide dependent pathway. HMGBI has been de-
tected primarily in macrophages but also in endothelial cells
and some intimal SMC within atherosclerotic lesions [149].
The most intense staining was observed adjacent Lo necrotic
cores within the atherosclerotic lesions. Increased expression
of HMGB! was reporied following [FN-y treatment of THP-
| cells and primary monocytes [148, 149]. These increases in
HMGRB1 were inhibited in part by PI3 kinase or JAK2 kinase
inhibilors or by TNF neutralization {148, 149]. HMGBI
increases NK cell production of IFN-y when NK cells are
cocultured with IL-1 or IL-12 [150]. While remaining an in
vitro observation, it does suggest that within the atheroscle-
rotic plaque IFN-y may increase macrophage production of
HMGB]1 resulting in further producuon of IFN-v by NK cells
and possibly other cell types through a cytokine loop distinct
from the more classic macrophage derived monokines.
Whereas, most of the I[FN-y effects on monocytes and
macrophages are pro-inflammatory, IFN-v down-regulates
expression of the high affinity leukotriene B, receptor, BLT1
[151], the CCR2 receptor for MCP-1 [151-153], CXCR4
on monocytes [153, 154] and endothelial cells [155], 15-
lipoxygenase expression in IL-4 stimulated monocytes
[156], as well as CD163, a scavenger receptor recognizing
hemoglobin-haptoglobin complexes [157]. The down-regu-
lation of both BLT] and CCR2 messages was detected 4
hrs after IFN-v addition and was associated with a reduc-
lion in cell surface receptor expression. In distinction to the
down-regulation of BLT1, CCR2 and CXCR4, IFN-y did not
reduce the expression of other chemokine receptors includ-
ing CCRI, CCR3, CCRA4. or CCRS5 [153]. The reduction in
surface expression of BLT! and CCR2 resulted in a loss in
the monocyte chemotactic response 1o LTB; and MCP-1
respectively. Therefore, while inducing MCP-1 in human
monocytes and endothelial cells [107, 158, 159], this pro-
inflammatory response elicited by [FN-y may be blunted by
CCR2 down-regulation.

Finally, the demonstration that the apo E KO mouse crossed
with the BLT! KO had reduced atherosclerotic lesions rela-
tive to the apo E KO parent [160] as well as earlier studies
in the apo E KO using an L TB, receptor antagonist [161)
would sugpest a protective role of [FN-y by down-regulat-
ing the BLTI receptor. Similar genetic crosses between the
apo E KO and the CCR2 KO aiso revealed reductions in
atherosclerotic lesions [110, 162] suggesting that [FN-y, by
down-regulating BLT1 and CCR?2 receptors, may in certain
instances reduce lesion progression. However, it has not yet
been determined whether IFN-y induces a simvlar reduction
of these receplors in vivo.

IIL. IFN-vy effects in preclinical cardiovascular
disease models

IFN-v in addition 10 its role in atherosclerotic disease has
also been directly linked to other forms of cardiovascular dis-
ease (Table 3} including a detrimental role in post-transplant
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Table 3. /i vive eflects of IFN-v 1n pre-clinical cardiovascular disease
madels.

Model Lesian Severity Reference
[FN-yR KO x apn E KO Decreased {169]
[FN-y KO x LINLR KO Decressed [170)
IFN-v infnsion inio apo E KO Increased [171)
Cardiac allograft o [TFN-y KO Decreased {163, 166)
Human anerial grait-SCID mice. Decreased J163. 164]
IFN-y nentrulized

Porcine or Trman grafi-SCID muce, Increased [137)
IEN-y infusion

CaCly indiiced aontic aneurysm in Decreased [167]
IFN-y KO

Aertic allograft induced anenrysm in Increased [16%]
IFN-yR KO

graft ameriosclerosis [ 137, 163-166] as well as in abdominal
aortic aneurysm [167, 168]. The contribution of [FN-y to
atheroscluerotic plague progression has been demonstrated
in both the apo E and LDLR KO mouse models [169, 170].
Apo E KO nuce lacking the [FN-yR for example, had a 60 %
reduction in lesion lipid content, an overall decrease in le-
sion size und cellularity, and an increase in lesion collagen
[169]. In view of the effects of TFN-y on lipid trafficking,
chemokines and its nezauve effect on collagen synthesis
(Tables 1, 2}, these in vivo effects were consistent with the in
vitro results. However, un increase in phospholipid/apo A-IV
particles was also observed which would have an atheropro-
tective effect. Thus 1o what extent the decrease in lesions
relauve to the apo E KO parent was due (o anti-inflammatory
effects within the lesion versus systemic effects via plasma
lipoprotein modulation could not be dissected. Similar re-
ductions in lesions were also observed when LDLR KO mice
were crossed with [FN-y KO mice [170]. In this study, the
absence of [FN-v did not affect serum lipoproteins or choles-
terol but did significantly reduce lesion size compared to the
LDLR KO parent. There were fewer macrophages and SMC
within the lesion afier 8 weeks on diet but this effect was not
apparent by 20 weeks. Total lesion size al the aortic arch was
reduced by 73 % at 8§ weeks and 43 % at 20 weeks. Interest-
ingly, while class 1l antigen expression was significantly
decreased on macrophage and SMC, class LI expression on
the endothelial cells remained elevated, suggesting an [FN-y
independent process for class Il antigen expression on the
vascular endothelium. Collectively, these loss of function
studies demonstrated that disruption of the IFN-y pathway
by ablating either IFN-vy or its receptor resulted in reduced
atherosclerntic lesions in these hypercholesterolemic mouse
models. Conversely, infusion of IFN-y into apo E KO mice
increased aoruc lesions approximately 2 fold with similar in-
creases i the number of T lymphocytes and class I1 positive
cells within the lesion [171). These increases in aortic lesions
occurred despite a modest reduction in serum cholesterol,
thereby diminishing the effect of serum lipid changes in
modulating lesion size.

Additional studies have focused on the role of IFN-v in
lesion progression when other inflammatory stimuli were
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used in vivo to provoke lesion progression [172, 1 73] Infu-
sion of IL-18 inte apo E KO mice for 30 days, for cxumple,
resulted in an increase in aortic lesion area when comparcd
to saline controls. However, when similar experiments we:z
performed in the combined apo E and IFN-y knockout, thz
lesion area was similar between the saline and IL- 18 infused
animals suggesting that the exacerbauon of aortic lesions via
{L-18 is dependent on increased [FN-y preducuon [172.
Similar studies performed in apo E KO mice thut were also
severe combined immunodeficient (SCID) demonstrated that
[L- 18 increased both circulating and lesion concentrations of
IFN-v in a mouse model characterized by the absence of T
cells [173]. These increases in IFN-y were observed in mac-
rophages, NK cells and in aortic vascular cells, Increases n
aortic surface area lesion content, and in the lesion expres-
sion of CD6&, VCAM-1, class Il antigen and CXCL 16 were
also observed demonstrating that [FN-vy induced by T[.-18 in
ihe absence of T cells was sufficient to exacerbate the lesion
size and inflammmatory state within the lesion microenviron-
ment.

The early effects of IFN-y on cell surface markers have also
been investigated, 18 hrs following TEN-vy infusion, in apo
E or LDLR KO mice [174]. These studies demonstrated
increases in class 11 antigen and CD80 in peritoneal macro-
phages from both mouse models as well as increased CID40
in ape E KO mice suggesting functional changes in plaque
relevant cell types, early after I[FN-v exposure [174]). In a
distincl model investigating the microvascular response in
mildly hypercholesterolemic mice by intravital microscopy,
increased leukocyte adhesion and emigration in cremastenic
venules as well as an increased oxidative burst were ob-
served in wild type mice in response o a high cholesterol
diet {1753]. In contrast, sinular studies failed to observe any
effect of hypercholesterolemia on increasing the vascular
inflammatory effects in IFN-y KO mice. Similar increases
in serum cholesterol were observed between the wild type
and the [FN-y KO mice. Therefore, IFN-v has been demon-
strated to promote vascular inflammatory changes associated
with increases in Jesion mass. Conversely, disruption of this
pathway with either [FN-y or IFN-y receptor ablation is as-
sociated with decreases in vascular lesions.

In a distinct form of atherosclerosis, graft coronary arterio-
sclerosis, the major late cause of cardiac allograft failure, the
rofe of IFN-v in the pathology associated with grafi arterial
disease has been investigated in IFN-y deficient mice. Allo-
geneic donor hearts were transplanted into wild type C57/B6
or into IFN-y KO mice and both myocardial rejection and
grafi arterial disease monitored. While myocardial rejection
was similar berween the two crosses, there was no detect-
able graft arterial disease or intumal thickening detected in
the IFN-y KO recipients | 166]. The increases in class U an-
tigens, ICAM-1 and VCAM-1 associated with graft disease
in the allograft were attenuated in the [FN-y KO recipient.
The role for IFN-y in graft artery disease was independ-
ently demonstrated in this same study by preventing graft
artery disease in the wild type recipients when treated with
a monoclonal antibody against [FN-v. Similar results were
observed when BALB/c hearts were transplanted into wild
type immunosuppressed €57 or IFN-y KO recipient mice
[165]. Lesions consistent with graft arterial disease including
significant intimal thickening, severe luminal occlusion, and
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a SMC enriched neointima were observed when the donot
hearts were transplanted into the C57 recipient. In distinc-
tion, these same parameters of arterial disease were reduced
by greater than 50% when hearts were grafted into IFN-y
KO recipients.

[n separate studies, transplant of human epicardial coronary
arteries into the aorta of SCID mice with transfer of human
peripheral blood mononuclear ceils resulted in infiltraton of
IFN-vy expressing human T cells into the allografi [164]. This
infiltration was associated with intima as well as adventitial
thickening and vascular inflammation of the grafi. Trealment
of the recipients with anti IFN-y monoclonal antibodies re-
sulted in intubition of the intimal thickening and adventibia
expansion while [FN-y infusion exacerbated these effects. In
a related model invelving porcine or human epicardial coro-
nary artery transplant into the aorta of SCID mice, infusion
of porcine or human IFN-y resulted in graft intimal thicken-
ing and increased intimal cellularity without similar effects
in the adjacent mouse aortic tissue [137]. These vascular
changes were associated with SMC prohferation and in-
creased PDGF and PDGF receptlor expression. These effects
were apparent without infusion of peripheral blgod mononu-
clear cells suggesting that IFN-y was directly impacting the
intima vascular SMC.

I[FN-vy also contributes to graft arterial disease through
changes in endothelial and inducible NOS [163]. Human
coronary artery grafts in SCID mice coupled with human pe-
ripheral biood mononuclear cell infusion resulted in grafts,
7-9 days post-transplant, that were impaired for vessel re-
laxation 1o NO dependent vasodilators including bradykinin
and substance P when compared to similar grafts without
mononuclear cell infusion. Evaluation of vascular tone
by two weeks revealed SMC dysfunction with depressed
response to NO donors including nitroprusside. Inducible
NOS was detected by histology in the infiltrating T cells and
RT-PCR demonstrated increased iNOS and decreased eNOS
in the grafi. These changes in NOS expression were blocked
with IFN-y monoclonal antibody wealment. Therefore, the
mononuclear cells infilirating the graft had changes in NOS
expression that could explain the aberrant response in vessel
relaxation to bradykinin and these effects were reversible
with [FN-y necutralization. However, when similar studies
were performed with TNF monoclonal antibodies, anti TNF
reversed the eNOS effect whereas iINOS expression remained
elevated. Collectively, these studies demonstrate that in pre-
clinical models of graft artenal disease, IFN-y can contribute
to disease progression through intimal remodeling involving
SMC proliferation and through dysregulation of eNOS and
iNOS resulting in vascular tone impairment. These preclini-
cal resulis provide support for the role of IFN-y in human
coronary graft arteriosclerosis.

IFN-y contributes to other forms of vascular disease includ-
ing abdominal aorlic aneurysms. However, whether IFN-y
plays a protective or detnmenial role is dependent on the
nature of the aneurysm model [167, 168]. In one model,
exposure of the external surface of the abdominal aorta, be-
tween the renal and bifurcation of the iliac arteries, t0 0.25 M
CaCl,, resulted in aoric diameter increases al § weeks [167].
These increases in aortic diameter were not apparent in [FN-
v KO mice. Similar results were also seen in mice lacking
CD4 positive cells where aneurysms could be reconstituted
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in CD4 deficient mice with IFN-v infusion. Gel zymography
revealed depressed MMP-2 and MMP-% in the IFN-v and
CD4 KOs, while both were increased with ITFN-y infusion.
The role of [FIN-y in MMP expression would suggest that
IFN-y contributes (o abdominal acrtic aneurysms through its
stimulatory effects on MMPs and its inhibitory effects on col-
lagen synthesis. The reported elevation of circulating IFN-v
levels in patients with abdominal aortic aneurysms would be
consistent with these preclinical observations [176). How-
ever, in a disunct model involving aortic transplantation
into wild type or IFN-yR KO recipients it was observed that
allografis on the [FN-yR KO background developed severe
aneurysms with increases in MMP-2, 3,9, 12,13, 15 and 19
[L68]. These grafts were associated with a shift towards a
Th2 response with increases in IL-4 and the increases in an-
eurysms were inhibited with antibodies against IL-4. These
results suggest a potential protective role for IFN-y, at least
in this form of abdominal aortic aneurysm, by maintaining a
Thl environment within the allograft.

In summary, most in vivo studies that have addressed the role
of IFN-y in atherosclerotic lesions would suggest a negative,
pro-inflammatory role for this cytoking resulting in lesion
progression. In addition, the well described effects of IFN-
v on endothelial cells, SMC and macrophages provides a
mechanistic understanding as 1o how [FN-v could contribute
to plague progression and eventual destabilization. However,
as with the in vitro studies, there are in vivo examples where
[FN-y may provide a vascular protective effect, as in the al-
lograft abdominal aortic aneurysm model. In total, the com-
bined preclinical studies would suggest that in most phases
of plaque development, IFN-y, as a pre-inflammatory media-
tor, would promote plaque progression and destabilization,
Clearly, the preclinical studies involving [FN-y in graft arte-
rial disease as well as in abdominal aortic aneurysms would
suggesl thal [FN-v plays a central role in many forms of
vascular discase. beyond atherosclerosis. The involvement
of IFN-v in plaque progression would suggest that targeted
interventions in the IFN-y pathway might have a favorable
impact on disease progression. However, it remains 1o be
determined whether one will be able 10 effectively titer
interventions, directed against the IFN-y pathway. so as 10
minimize the impact on host defense.

IV. Statins as inhibitors of [FN-y mediated
inflammatory processes

3-Hydroxyl-3-methylgiutaryl coenzyme A (HMG CoA)
reductase competitive inhibitors or statins, by inhibiting de
novo cholesterol biosynthesis, lower serum cholesterol and
are the drug of choice for patients with elevated LDL cho-
lesterol. In addition, the non-lipid dependent, anti-inflam-
matory effects of stauns are increasingly being understood
as also playing a role in reducing clinical events associated
with atherosclerotic disease [177-181]. The expanding role
for statin use in autoimmune diseases including multiple
sclerosis [182] is evidence {or their beneficial effects beyond
LDL cholesterol lowenng.

The in vitro effects of statins on [FN-y mediated inflammato-
Ty processes associated with plaque progression will be con-
sidered (Table 4) to exemplify how statin anti-inflammalory
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Table 4. Staun eilects on [EN-

Statin’ Effec Reference related inflammatory processe
— (s i b x ,.'\ ChH>Ch
A CFS Inhibits [FN-v synthesis in actvated T celis 1153, 185, 203]
AL PS Infiibits IFN-y induced ciass 11 anugen i wiacropluges [ 180, 185, 191, 196]
endothelial cells
AL [nfihits [FN-y induced endothelial 1C 40 -1 and VCAM-1 [ 186, 192]
C.F Iniiiuts [EN-y induced endothelial RANTES, MCP-| [14]
FL Inhibits iNOS induction and Statl phosshorylaiion, increases 189, 145]
SOCS-3 in macrophages
C.F Increases iNQS, teirzhydrobioptenn. CTP eyclohydrolase | in 204, 202)
L[FN-y induced SMC
A C.PL.S. Inhibits IFN-y induced CD40 in endoctelinl, SMC, macrophages, [192, 193)
reduces CDA0L induced 1L-6. 8, MCP-1
A [nfibits [FN-v induced CIMO, R 86 10 mouse and neoplerin (145, 187]
synihesis in human macrophages
Y Seatin abbrevintions: A Atorvastatin, C — Cepvastats. & - Fluvasu I:-.‘ L - Lovastatin, P — Pravastatn, S -

Simvastatn.

effects in vivo could occur in part through multiple interven-
tions along the IFN-y axis. Statins have been demonsirated
1o inhibit both IFN-v production in T celis by shifting the T
cell population towards the Th2 pathway [183-1&5] as well
as inhibiting IFN-v effects on macrophages, endathelial cells
and vascular SMC [186—198]. In general, the in vitro and in
vivo effects of statins on IFN-v stimulated cellular changes
were dose dependent and vary in potency depending on the
specific statin. These effects were often reversiblz with in
vitro supplementation of mevalonate, by circumuenung the
inhibitory effects on L-mevalonic acid synthesis. which are
required precursors for isoprenoid biosynthesis.

In vitro effects of statins on IFN-y activation of macrophag-
es include inhibition of INOS induction in LPS + IFN-y
stimulated RAW 264.7 cells [189, 198], neopterin synthesis
in human macrophage lines [187], TFN-v induction of CD40
[191, 195) and class [ but not class [ antgen on human
macrophages [191], as well as increases in the costimula-
tory molecules CD40, CD&0 and CD86 1n primury mouse
macrophages {185]. The decreased expression of CD4G,
CDB80, CD86, and class O antigens would be anticipated
to mitigate adaptive immunity within the atherosclerotic
lesion by inhibiting antigen presentation and subsequent
Thl cell polarization. By reducing Thl cell polarization a
decrease in IFIN-v secretion would be expecled, concomitant
with increases in Th2 cytokines. Therefore. statins would
be expected to disrupt this [FN-y axis by inhibiting [FN-y
induced vascular gene changes within an athercsiclerotic le-
sion as well as by reducing IFN-v synthesis by activated T
cells.

Statin effects on macrophages can occur through inhibiting
Stat I phosphorylation on tyrosine 701, as observed for lov-
astatin and fluvastatin effects on RAW 264.7 celis in inhibit-
ing INOS inductien, but can also occur without any effects
on Statl phosphorylation or nuclear translocation as seen in
human macrophage class I antigen induction [191]. In this
latter case, atorvastatin, lovastatin and pravastata inbibition
of class Il antigen expression was also seen in human en-
dothelial cells and in both endothelial celis and macrophages
involved a decreased expression of CII[TA by inhibiting the
inducible promoter [V activity of the transactivator CIITA.

Similar inhibitory effects on IFN-y induciion of class I1 an-
ligens on human microvascular endothelial cells have been
reported for simvastatin and also involved inhibiting CLTA
induction without effecting Stall phosphorylation [19¢
These inhibitory effects were not seen in consrtitutive ¢lass
[T expression on dendritic cells or B cells nor in induction of
class I antigen on endothelial cells [191]. Furthermore, that
this inhibinon of CIITA could occur without any inhibitorv
effects on Statl phosphoryiation or translocation provides
further support for Stat] independent signaling tor [FIN-y
activation.

Statins can also inhibit [FN-y effects on macrophages by
increasing SOCS-3 expression [198]. In this study, RAW
264.7 weated with lovastatin or fluvastalin demonstrated a
dose dependent increase in SOCS-3 message and protein
without increasing the expression of SOCS-1, 2, 5 or 6. The
increase in SOCS-3 was inhibited by exogenous mevilonate.
Statin mediated SOCS-3 induction was also associated with
an ighibition of IFN-y induced Stati phospborylation. The
demonstration of statin mediated inhibition of IFN-y in-
duced Statl phosphorylation in this instance but not in hu-
man macrophages or endothelial cells [191, 196)] sugzests
that species and or differences in cell types can determine
whether statin effects on IFN-y stiroulated gene changes are
through inhibiting Stat] phosphorylation. Statin inhibitory
effects on macrophages extend beyond inhibiting the IFN-y
axis with antioxidant effects and intibition of oxidized LDL
uptake by macrophages being observed {199]. Furthermore,
patients treated with simvastatin have raduced circulating
levels of [L-6, [1.-8 and MCP- | with similar effects observed
in vitro in stimulated peripheral blood mononuclear cells and
endothelial cells [200].

Statin inhibitory effects on IFN-y inducible genes in both
endothelial cells and vascujar SMC are simalar to these ob-
served in macrophages. Statins, for example, inhibit [FN-y
induced CD40 expression in human endothelial and SMC.
These effects were dose dependent and reversible by L-
mevalonate [192, 153]. In additien, CD40 ligand induced
IL-6, TL-8 and MCP-1 secretion were reduced in 1hese
statin reated cells. [FN-vy induction of cellular adhesion
molecules including ICAM-1 and VCAM-1 was inhibited in
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the transformed human endothelial cell Line ECV304 [186]
and in primary human endothelial cells [192] respectively.
Lovastatin treatment of the ECV304 cells did not inhibit
tyrosine 701 phosphorylation of Stati but did inhibit serine
727 phosphorylation as well as phosphorylation of the ERK
kinases on threonine 202 and tyrosine 204 [186]. Neither the
inhibjtory effects of atorvastatin on CD40 increases in [FN-y
and TNF stimulated human cndothelial cells nor were the
decreases in Stat] and NFxB nuclear transtocation and [RF-
1 synthesis reversible by L-mevalonate. However, the inhibj-
tion of VCAM-| induction was reversible with L-mevalonate
suggesting that within the same ceil type statun effects on
- [FN-y stimulated surface changes can be through pathways
dependent and independeni of mevalonate depletion.
Statins have also been demonstrated to inhibit cytokine
secretion in stimulated endothelial cells [194, 200). Ceriv-
astatin and fluvastatin treatment of mouse endothelial cells
stimulated with IFN-y and TINF resulted in a dose dependent
reduction in RANTES and MCP-] chemokine production
that was reversible with L-mevalonate [194]. [n distinction
o these inhibitory effects, cerivastatin and fluvastatin have
been reported to increase both iNOS mRNA as well as the
levels of BH4 and guanosine triphosphate cyclohydrolase [
mRNA in rat vascufar SMC stimulated with 1L-1 and [FN-y
[201, 202]. This stimulatory effect on INOS mRNA in the
statin treated cells was inhibited with the addition of exog-
enous L-mevalonate.
In addition 1o their direct effects on I[FN-y mediated changes
in vascular endothelial, SMC and macrophages, statins have
also been reported 1o decrease the preduction of IFN-v by
shifting T cell polarization towards a Th2 phenotype. Statins
decreased IFN-y secretion and increased IL-4 produclion
in CD4 positive T cells stiimulated in vitro with anti CD3
antibodies and splenic antgen presenting cells [183]. This
effect was dose dependent and reversible with L-mevalonate.
Furthermore, in vivo treatment with cerivastatin decreased
[FN-y synthesis following ex vivo ovalbumin challenge in
ovalbumin sensitized mouse lymph node cells. While these
effects were first reported in mouse lymphoid cells, a recent
study in patients with type II dyslipidemia reported similar
results [203]. Patients with type Ila and type b dyslipidemia
have increased ievels of IFN-vy release from phytohemagglu-
tinin stimujated lymphocytes. These increases in the type Ila
dyslipidernic patients were significantly reduced after 30 or
90 days treatment with fluvastatin or simvastatin.
In summary, these studies would suggest that statins can
inhibit IFN-v induced cellular changes associated with a
pro-inflammatory state and that in many but not all instances
these effects were reversible by providing exogenous L-me-
valonate 10 bypass the block in isoprencid synthesis. Fur-
thermore, by reducing IFN-y production in T cells, in part
by favoring a Th2 polarization as well as by inhibiting IFN-y
inducible antigen presentation, stalins appear to inhibit at
multiple points in the IFN-y pathway. It would be anticipated
that statins will have similar effects within the microenviron-
ment of an atherosclerotic lesion. Clearly statins could exert
an overal]l beneficial effect on plaque stability, independent
of LDL cholesterol lowering, by inhibiting IFN-v inducible
pro-inflammatory gene changes as well as by reducing 1FN-
+ levels within the microenvironment of the atherosclerotic
plaque.
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Figure 1. IFN-y plays cenuwral role in the progression of the athero-
sclerotic plaque. Changes in gene expression consistent with reducing
reverse cholesterol transpor, deereasing matnix synthesis, increasing
cellular infilration, procoagulant changes and enhanced activation of
both adaptive and innate immunily are observed. While gene changes
are also observed that would promote plaque stabilization, the overull
profile suggests that IFN-y will shift the balance trowards incressed
plaque destabilization.

Conclusions

In vitro studies using human arid murine macrophages, SMC,
and endothelial cells as well as in vivo studies in rodent mod-
els provide both evidence and mechanistic understanding for
the central and pathologic role that [FN-y plays in pluque
progression and atherosclerotic disease. These pathologic
processes include pro-inflammatery changes within the mi-
croenvironmen! of the atherosclerotic lesion, as well as the
disruption of lipid trafficking and reverse cholesterol trans-
port, all of which contribute to vascular disease. While in
vitro data is also available which suggests a potential vascular
protective role for [FN-vy, most gene changes induced by [FIN-
v in macrophages. endothelial and SMC are consistent with
the concept that [FN-y will contribute 10 plaque progression
and destabilization (Fig. 1). Inhibition of IEN-y processes at
the systemic level will, as with other interventions Largeling
innate or adaptive immunity, likely have a negative impaci on
host defense. Whether these issues can be resolved through a
more aggressive dosing regimen coupled with biomarkers to
predict a positive impact on coronary events is unclear.

In summary, the fundamental question regarding the central
role of IFN-y in atherosclerosis is whether inhibiting this
pathway by [FN-v receplor antagonists, by activaling nega-
tive feedback loops such as increasing SOCS-1 and SOCS-3
expression. or largeting kinases down stream of receptor
ligation such as JAK?Z will provide a greater efficacy with
an acceptable safety window than seen with current phar-
maceuticals. While statins will remain the foundation for the
treatrnent of atherosclerosis. opportunities for additional and
more largeted interventions in the [FN-y signaling pathway
remain exciling goals for pharmacologic intervention.
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