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oxigenului 

Rezumat:  
Teza de faţă investighează multiple posibilităţi de reglare a 

nivelului speciilor reactive ale oxigenului în organismul uman. Pe de o 
parte, s-a urmărit obţinerea/selectarea unor alimente multicomponent pe 
bază de compuşi naturali de extracţie, cu capacitate antioxidantă mare, 
cu un conţinut optim de macro- şi microelemente, care s-au introdus în 
dieta a 90 de subiecţi cu sindrom metabolic. S-au analizat efectele 
administrării dietei alese asupra  capacităţii organismului de neutralizare 
a speciilor reactive ale oxigenului prin investigarea mai multor parametrii 
de efect metabolic şi de progresie a aterosclerozei. Pe de altă parte, s-au 
investigat posibilităţile de reglare a unor factori genici implicaţi în 
controlul speciilor reactive ale oxigenului: genele corespunzătoare 
superoxid dismutazei extracelulare (EC-SOD) şi celor două izoforme α şi 
β ale proteinei de legare a secvenţei CCAAT (C/EBPα şi C/EBPβ. 
Folosindu-se metode şi  tehnici specifice, s-au identificat modificări ale 
secvenţei ADN la nivelul acestor gene şi s-a analizat modul cum aceste 
modificări se manifestă la nivel funcţional în vasculatură şi în ţesutul 
adipos. 
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LISTA CU ABREVIERI 
 

ROS Speciile reactive ale oxigenului 
RNS Specii reactive cu azot 
HPLC  Cromatografia lichid de înaltă performanţă 
ELISA Analiza activităţii enzimelor imobilizate pe imunoabsorant   
DHPLC Cromatografia de lichid de înaltă performanţă cu denaturare 
EMSA   Analiza şiftului de electromobilitate 
EC-SOD Enzima (proteina) superoxid dismutaza extracelulară 
EC-SOD (SOD3) Gena ce codifică superoxid dismutaza extracelulară 
C/EBPβ  Proteina de legare a potenţiatorului CAAT (izoforma β) 
C/EBPβ Gena ce codifică proteina de legare a potenţiatorului CAAT 

(izoforma β) 
C/EBPα  Proteina de legare a potenţiatorului CAAT (izoforma α) 
C/EBPα  Gena ce codifică proteina de legare a potenţiatorului 

CAAT(izoforma α) 
NO Monoxid de azot 
NOS NO sintetaza 
eNOS Nitric oxid sintetaza endoteliala 
GSH Glutation 
NAD(P)H  Nicotinamid-adenin dinucleotid redus 
COX Ciclooxigenaza 
XO Xantinoxidaza 
TNF-α Factor necrotic tumoral 
PDGF Factorul de creştere plachetar 
INF-γ Interferon-gamma 
DHA Acidul dehidroascorbic 
VLDL Lipoproteine cu densitate foarte mică 
LDL Lipoproteine cu densitate mică 
HDL Lipoproteine cu densitate mare 
PON-1 Paraxozonaza serică  
ET-1 Endotelina 1 
PGI2 Prostaglandină vasodilatatoare 
IL-6 Interleukina -6 
IR Rezistenţa la insulină 
IR-HOMA Index de rezistenţă la insulină 
IRS  Substratul pentru receptorul insulinic 
PI3K Fosfoinozitol 3- kinaza 
Akt Akt kinaza 
VSMC Celulele muşchiului neted vascular 
MAPK protein kinaze activate de mitogeni 
PAI-1 Inhibitorul activării plasminogenului  
FVII Factorul de coagulare FVII 
sGC Guanilat cilaza solubilă 
GMPc GMP ciclic 
AMPc Adenozin monofosfat ciclic 
NF-Kb  Factorul hepatic nuclear 
p44 MAPK Proteina p44 din categoria protein kinazelor activate de mitogeni 
SNP Modificarea unei singure nucleotide din secvenţa ADN 
SST Situsul de start al transcripţiei unei gene 
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SLFT Situsuri de legare a factorilor de transcripţie 
Cu,Zn-SOD 
(SOD-1) 

Superoxid dismutaza citoplasmatică 

Mn-SOD (SOD-2) Superoxid dismutaza mitocondrială 
ADNc ADN complementar 
HBD Domeniul de legare a heparinei 
bZIP  Fermoar de leucină 
AUG  Codon start 
PPARγ Receptor hormonal nuclear numit proliferator peroxizomal 
C/EBP(GAAD153) care este homologul proteinelor C/EBP (C/EBP zetta) care poate 

induce oprirea creşterii şi apoptoza celulelor ca răspuns la 
stresul celular sau ca răspuns la degradarea ADN. 

ADD1/SREBP-1c Element de diferenţiere şi determinare a adipocitelor/proteina de 
legare a elementului care răspunde la sterol-1c 

PEPCK  Fosfoenolpiruvatcarboxikinaza 
IRS1 Substratul pentru receptorul insulinic-1 
GLUT4 Transportor de glucoză 
CREB Proteina de răspuns la AMPc 
DPPH 1,1`-difenil-2-picril-hidrazil 
FRAP Capacitatea de reducere a ionului feric de către plasmă 
TROLOX Echivalent structural al vitaminei E 
IMT CCA Grosimea intimei medii a carotidei 
IMC Indice de masă corporală 
PCR Reacţie de polimerizare în lanţ 
dNTPs Dezoxinucleotid trifosfat (datp, DGTP, dctp, DTTP)  
ddNTP Didezoxinucleotid trifosfat (ddatp, ddgtp, ddctp, ddttp) 
DGGE Electroforeză în gel denaturant cu gradient 
qRT-PCR Cuantificarea în timp real a produşilor PCR 
SSCP Polimorfism conformaţional pe o singură catenă 
TEAA Acetat de trietilamoniu 
ACN Acetonitril 
Soluţii tampon 
NEB  

Soluţii tampon (New England Biolabs) 

RFLP Analiza fragmentelor obţinute prin metoda digestiei enzimatice 
cu enzime de restricţie 

TSR Agent de supresie a matriţei ADN cu rol de a împiedica formarea 
buclelor de ADN  

STAT5 Signal transduction activat 
SMARCA3  Proteină reglatoare de cromatină dependentă de actină, asociată 

matrixului din familia SWI/SNF 
BLIMP-1  Proteina 1 care induce maturarea limfocitelor B (transcriptional 

repressor B lymphocyte induced maturation protein-1) 
Oct-1  Proteina 1 de legare de octameri (octamer binding protein 1) 
Oct-1.P  Proteina 1 de legare de octameri cu domeniu POU (octamer 

binding protein 1) 
TATA  Caseta TATA recunoscută de ARN polimeraza 
SF1 Factorul steroidogenic 1 
GATA Proteina de legare a secvenţei TATA 
CHOP 
(GAAD153) 

omologul proteinelor C/EBP (C/EBP zetta) care poate induce 
oprirea creşterii şi apoptoza celulelor ca răspuns la stresul 
celular sau ca răspuns la degradarea ADN. 
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E2F Proteina E2F implicată în ciclul celular 
ETS Familia de proteine protooncogene 
c-Myb  Echivalentul celular al oncogenei v-Myb a virusului mioblastozei 

aviare 
NRF2  (GABP) Factorul nuclear respirator 2 (proteina de legare a unităţilor 

repetitive GA) 
PEA3  Papiloma virus enhancer  
GC box  Caseta GC 
MZF Factorul de transcripţie mieloidic de tip deget de zinc (mieloid 

zinc finger) 
HOX homeodomeniu HOX 
COMP1 Proteina ce cooperează cu proteinele miogenice în complexe 

multiproteice 
SOX5 factor de transcripţie specific testicular 
DBP Proteina de legare a domeniului D a albuminei 
FREAC.2 Proteina activatoare „fork head related”-2 
p53 Proteina tumor-supresoare p53  
ELK-1 Proteina din familia ETS  
BRIGHT Proteina BRIGHT, reglator al transcripţiei imunoglobulinei H în 

celulele β pancreatice 
ERK1/2 Kinază din familia MAPK kinază  
p38 Proteina implicată în ciclul celular  
JNK Kinază din familia MAPK kinază 
IRF-1 Factorul de transcripţie  
SREB Proteina de legare a elementului reglat de sterol (sterol 

regulatory binding protein) 
NFAT Factorul  nuclear al celulelor T activate 
AhR Hidrocarburi aromatice 
ARNT Receptorul hidrocarburilor aromatice 
SP1 Proteina stimulatoare 1  
KKLF Factorul de transcripţie de tip deget de zinc din categoria 

Kruppel specific rinichiului 
GKLF Factorul de transcripţie de tip deget de zinc din categoria 

Kruppel specific intestinal 
BKLF Factorul de transcripţie de tip deget de zinc din categoria 

Kruppel simplu  
EKLF Factorul de transcripţie de tip deget de zinc din categoria 

Kruppel specific eritroid 
Elf-1 Factor de transcripţie din familia de protooncogene ETS 
Spi-B Factor de transcripţie din familia de protooncogene ETS  
Spi-1/PU.1 Factor de transcripţie din familia de protooncogene ETS 
YY1 Proteina represoare Yin şi Yang 
NRSE Elementul de silencing restrictiv neuronal 
EGR-1 Factorul 1 de răspuns la creştere 
AP-1 Proteina activatoare-1 
AP-2 Proteina activatoare-2 
AP-4 Proteina activatoare-4 
Sp-1 Proteina stimulatoare de tip deget de zinc SP1 
ZNF219 Proteina  219  de tip deget de zinc din familia Kruppel 
ZBP89 Proteina  89  de tip deget de zinc 
ZIC2 Proteina  de tip deget de zinc 
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HLTF Factor de transcripţie asemănători helicaselor  
AML1/CBFA2  proteina de legare a potenţiatorului virususlui papiloma virus 

(papiloma virus enhancer binding protein 2) subunitatea  alpha 
B1 

RUNT  Familie de factori de transcripţie  
ERR Receptorul de estrogeni 
IK-1  Proteina IKAROS-1 din categoria familia IKAROS proteine critice 

pentru dezvoltarea liniei hematopoietice 
CP2 factorul de transcripţie al α-globinei 
TCF/LEF1  Heterodimer specific celulelor T (T cell factor/ lymphoid 

enhancing factor) 
PU.1  Factor de transcripţie cu domeniu PU din familia ETS 
HIVEP1 Proteina de legare a stimulatorului HIV-1  
MelI  
(MDS/EVI 1/ ) 

Omologul oncogenei EVI I în leucemiile acute mieloide şi 
sindrom mielodisplastic (MDS) 

HNF4  Factorul hepatic nuclear 1 
PPAR/RXR  Heterodimer PPAR/elemente de răspuns la acidul retinoic 
NUDR Factorul nuclear asociat proteinei DEAF-1  
INSM1 Factorul de transcripţie insulinoma 
PAX2 Factor de transcripţie specific pancreatic 
GCM1 Factorul corionic specific (glial cell missing homolog 1) 
USF Factorul stimulator din aval (upstream stimulatory factor) 
WT-1 Supresorul tumorilor Wilms (Wilms tumor supressor) 
Gli-1 Oncogena omoloagă asociată glioma (glioma associated 

oncogene homolog 1) 
Cotransfecţie Procesul de introducere a ADN-ului corespunzător a două 

plasmide diferite simultan 
G418 geneticină 418 (antibiotic de selecţie) 
3T3-L1 Celule embrionare murine de tip fibroblaşti 
3T3-F442A Celule preadipocite murine 
HDAC1-mSin3A Complex format din elemente mSin3A şi deacetilaza histonelor 

(HDAC1) 
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I. INTRODUCERE 

 
 

 În cercetarea modernă, există ştiinţe de graniţă în care se întrepătrund în 
mod fericit ingineria chimică, genetică, bioingineria şi biotehnologia. Folosirea 
combinată a metodelor specifice acestor domenii duce la rezolvarea unor aspecte 
complexe ale temelor de cercetare, deşi vizează probleme de o specificitate 
deosebită. Complexitatea problemelor care privesc producerea, acţiunile şi 
neutralizarea speciilor reactive ale oxigenului, necesită o astfel de îmbinare a 
metodelor cu care operează ingineria chimică, ingineria genetică şi biotehnologia. 
 Speciile reactive ale oxigenului sunt specii chimice generate în procesul 
normal al respiraţiei celulare. Trecerea organismelor la metabolismul aerob a dus la 
generarea permanentă a speciilor reactive ale oxigenului ca produşi secundari. 
Deoarece această trecere a avut ca rezultat un imens câştig energetic, organismele 
vii s-au adaptat acestei situaţii dezvoltând mecanisme variate de neutralizare a 
acestora la nivelul de echilibru, care să nu afecteze viaţa organismului. Perturbările 
mecanismelor de menţinere a nivelului speciilor reactive la echilibru, cunoscute 
generic sub denumirea de stres oxidativ, sunt implicate în iniţierea şi progresul 
multor boli, printre care sindromul metabolic, bolile cardiovasculare, cancer şi 
diabet. Cercetările în acest domeniu au relevat complexitatea mecanismelor 
implicate în generarea, acţiunile sau neutralizarea acestor specii reactive, care 
trebuie să ţină cont de aspecte multiple (chimice, genetice sau fiziologice) atunci 
când studiază implicarea acestor specii într-un anumit tip de boală.  
 În teza de faţă s-a analizat implicarea speciilor reactive ale oxigenului în 
sindromul metabolic, care stă la baza principalelor maladii ce afectează omenirea: 
diabetul şi bolile cardiovasculare. În acest context, teza de faţă îşi propune, pe baza 
unei analize riguroase a parametrilor chimici, metabolici şi genetici să efectueze o 
analiză multifactorială a unor mecanisme biochimice care controlează speciile 
reactive cu relevanţă în sindromul metabolic. 
 Teza este structurată în două părţi principale:  
 În partea I, care cuprinde consideraţii teoretice generale, sunt prezentate 
cunoştinţele actuale privind chimia speciilor reactive ale oxigenului, producerea, 
controlul şi neutralizarea acestora. Sunt prezentate exhausiv mecanismele de 
protecţie antioxidantă (chimice, biochimice şi genetice) implicate în neutralizarea 
fenomenului de stres oxidativ.  
 În partea II, ce cuprinde contribuţiile proprii, se prezintă un studiu complet 
în care se întrepătrund cercetarea fundamentală privind factorii ce controlează 
speciile reactive ale oxigenului, cu cercetări aplicative privind extracţia unor principii 
naturale din plante medicinale şi aromatice cu caracter antioxidant, caracterizarea 
acestora şi utilizarea lor în diete cu profil antioxidant administrate subiecţilor cu 
sindrom metabolic. 
  În cadrul tezei s-au urmărit în principal două direcţii ce corespund la două 
modalităţi de control a nivelului speciilor reactive ale oxigenului în organism: 

1. creşterea capacităţii organismului de neutralizare a speciilor reactive ale 
oxigenului prin administrarea unor alimente cu capacitate antioxidantă mare 
la subiecţii cu sindrom metabolic 

BUPT



Introducere 18 

2. prin identificarea unor noi posibilităţi de reglare fină a nivelului ROS prin 
reglarea expresiei  genelor EC-SOD ,  C/EBPα, C/EBPβ  care sunt factori 
genici importanţi în modularea nivelului ROS. 

Obiectivele specifice îndeplinite în cadrul celor două direcţii de cercetare au fost: 
1. Obţinerea, identificarea şi caracterizarea unor compuşi naturali cu activitate 

antioxidantă obţinuţi prin extracţie din plante medicinale şi aromatice. 
2. Prezentarea tehnologiei de obţinere a unor alimente îmbogăţite cu compuşi 

de extracţie naturali 
3. Investigarea capacităţii antioxidante şi a conţinutului în metale grele a 

alimentelor îmbogăţite cu compuşi de extracţie naturali folosite în dieta 
subiecţilor cu sindrom metabolic 

4. Evaluarea efectului administrării dietei alese la subiecţii cu sindrom 
metabolic prin analiza unor parametri de efect metabolic (rezistenţa la 
insulină, profilul lipidic, adiponectina, leptina, interleukina-6, factorul 
necrotic tumoral-α, nivelul de radicali liberi din sîngele periferic şi 
capacitatea antioxidantă a plasmei datorată antioxidanţilor hidro- şi 
liposolubili) şi a unor parametri de progresie a aterosclerozei (valoarea 
grosimii peretelui arterial) 

5. Investigarea unor factori genetici implicaţi în controlul speciilor reactive ale 
oxigenului  

  
 Studiile au fost realizate prin metode moderne de analiză precum 
cromatografia de lichid de înaltă performanţă (HPLC), analiza activităţii enzimelor 
imobilizate pe imunoabsorant (ELISA), cromatografia de lichid de înaltă performanţă 
cu denaturare (DHPLC), secvenţializarea ADN, analiza activităţii luciferazei, analiza 
şiftului de electromobilitate (EMSA) precum şi alte tehnici de biologie moleculară 
moderne precum mutageneza dirijată şi transfecţia celulară.  
 Finalizarea acestor studii a contribuit la obţinerea unui oţet balsamic de 
miere cu miere şi cătină îmbogăţit cu plante aromatice, la identificarea posibilităţilor 
de utilizare a unor extracte vegetale ca ingredienţi naturali pentru alimente care 
contribuie la terapia în sindromul metabolic, la biotehnologia de modificare a 
expresiei unor gene care modulează  nivelul speciilor reactive ale oxigenului, la 
identificarea unor markeri genetici în sindromul metabolic. 
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PARTEA I 

STADIUL ACTUAL AL CUNOŞTINŢELOR ÎN 
DOMENIU 

 
I.1. Contribuţia speciilor reactive ale oxigenului 

la stresul oxidativ 
 

I.1.1. Speciile reactive ale oxigenului 
 

 Speciile reactive ale oxigenului (ROS) reprezintă o categorie de specii 
chimice derivate de la oxigen în procesul normal al respiraţiei celulare. Din această 
categorie fac parte  radicalul superoxid (O¯

2
•) , radicalul hidroxil (HO•) precum şi 

alte specii ROS care nu sunt radicali liberi în adevăratul sens al cuvântului dar au 
proprietăţi oxidative ce contribuie la stresul oxidativ, aşa cum sunt apa oxigenată 
(H2O2)  şi acidul hipocloros (HOCl). Principalele specii reactive ale oxigenului sunt 
prezentate în fig.1.  

O  O  

O O  

O  

O  O  H

H  O O  H

H  O  

H  

O  

O  

oxigenul triplet (atmosferic)

oxigenul singlet

anionul superoxid

apa oxigenatã

radicalul hidroxil

ionul hidroxil

radicalul hidroperoxid

 
 

Fig. 1. Specii reactive ale oxigenului (ROS) 
 

Există specii reactive care se formează în urma acţiunii speciilor reactive asupra 
moleculelor biologice aşa cum sunt  radicali lipidici (LOO•) care fac parte din 
categoria ROS şi specii reactive cu azot (RNS) printre care se numără şi 
peroxinitritul (ONOO-•). Atât ROS cât şi RNS sunt implicate în diferite procese la 
nivel celular: reacţii catalitice, transportul de electroni mitocondrial, transmiterea 
semnalelor şi expresia genică, activarea factorilor de transcripţie nucleari, 
modificarea oxidativă a moleculelor, celulelor şi a ţesuturilor, acţiunea 
antimicrobiană a neutrofilelor şi macrofagelor, precum şi în procesul de îmbătrânire 
al organismului. Datorită reactivităţii lor foarte mari, aceste specii constituie un 
punct de interes al cercetărilor actuale privind diverse condiţii fiziologice şi 
fiziopatologice. Implicarea acestor specii în disfuncţia endotelială face ca acestea să 
fie un punct de interes şi în cadrul temei de faţă. Dintre speciile reactive ale 
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oxigenului cele mai importante din punct de vedere al reactivităţii cu moleculele 
biologice sunt: anionul superoxid, apa oxigenată şi radicalul hidroxid. 

 
I.1.1.1. Radicalul superoxid (O¯

2
•) 

 
 O¯

2
• ia naştere prin reducerea incompletă a oxigenului molecular cu un 

electron, fiind generaţi prin acţiunea numeroaselor oxidaze. 
 

    •−− ⎯⎯ →⎯+ 2Oe oxidaza
2O  

 
Structura electronică a moleculei de O2 este redată în fig.2 şi constă în existenţa a 
doi orbitali monoelectronici de tip π∗ care fac din molecula de oxigen un biradical 
stabil cu proprietăţi paramagnetice. Molecula de oxigen poate fi redusă prin 
acceptarea pe rând a câte unui electron în orbitalii de tip π∗; molecula reacţionează 
mai greu cu moleculele de substrat organic (RH) şi mai rapid cu speciile radicalice: 

Fig. 2. Structura electronică: A. Molecula de O2 şi B. Anionul superoxid 
 
O¯

2
• este un radical liber încărcat negativ ce participă la reacţii chimice cu 

componente ale sistemelor biologice. Anionul superoxid reacţionează cu el însuşi cu 
o viteză constantă de  8x10 4 mol/s pentru a forma H2O2 si O2 [1]. Enzimele din 
familia superoxid dismutazei ( SOD) au rolul de a accelera eliminarea O¯

2
•; ca 

urmare, viteza de reacţie creşte la  2x10 9 mol/s pentru reacţia :  
 
                                    O¯

2 
• + O¯

2
• + 2H+  SOD     H2O2 + O2  

 
Membrana celulară nu prezintă permeabilitate pentru O¯

2
•. Prin urmare, 

acesta va acţiona doar la nivelul compartimentului unde este generat [2]. O¯
2
•  

poate acţiona şi ca agent reducător, cedând electronul in plus pentru a forma ONOO-

• cu NO conform ecuaţiei chimice de mai jos: 
                                              O¯

2 
• + NO→ ONOO•- 
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O¯
2
• reacţionează cu NO cu o viteza mult mai mare decât cea a reacţiei de 

dismutaţie, dar, în condiţii fiziologice, concentraţia NO fiind mică, Anionul superoxid 
(O¯

2
•) va forma H2O2 în urma acţiunii enzimelor SOD. Apa oxigenată este mai puţin 

reactivă decât radicalul peroxinitrit ce rezultă din reacţia O¯
2
• cu NO (ONOO•-). In 

felul acesta, concentraţii fiziologice de NO produs de eNOS sau prin intervenţii 
terapeutice exercită un efect antioxidant în prezenţa unor cantităţii normale, 
fiziologice de SOD. [1] 

O¯
2
• reacţionează cu proteinele Fe-S de la nivelul lanţului respirator 

participând fie la inhibarea funcţiei mitocondriale fie la procesele de semnalizare 
celulară prin intermediul ionilor de fier. Oxidarea proteinelor catalizată de metale 
poate duce la alterarea stabilităţii anumitor proteine de către speciile ROS prin 
oxidarea metalelor care sunt legate de metaloenzime. Proteinele astfel marcate 
devin astfel mai sensibile la degradarea proteolitică [3,4]. 

 
O¯

2
• reacţionează cu agenţi vasoactivi precum catecolaminele norepinefrină 

şi epinefrină, inactivându-le prin inhibarea interacţiunii cu receptorii adrenergici. 
 

I.1.1.2. Apa oxigenată (H2O2) 
 
H2O2 este o moleculă fără încărcătură electrică ce poate difuza liber prin 

membrana celulară şi între celule. Datorită faptului că este o moleculă difuzibilă şi 
stabilă, iar producţia şi înlăturarea ei sunt reglate strict, H2O2 este un candidat sigur 
la familia mesagerilor secunzi [1,5] în multiple mecanisme de semnalizare. Datorită 
capacităţii sale de a reacţiona cu proteinele, apa oxigenată contribuie la alterarea 
structurii unor proteine cheie în diverse căi de semnalizare celulară. Reacţiile 
chimice ale apei oxigenate cu proteinele sunt centrate pe modificarea resturilor de 
cisteină din structura proteinelor: 

 
a) Modificarea oxidativă a resturilor de cisteină ale proteinelor. 
Gruparea –SH a restului de cisteină poate fi transformată prin oxidare în grupare 

sulfenică (-SOH), sulfinică (-SO2H), sulfonică  (-SO3H) sau S-glutationilată (-SSG) 
după cum este redat în reacţiile următoare: 

 

 
Fig. 3. Oxidarea resturilor de cisteină ale proteinelor 

 
Dacă restul de cisteină este poziţionat în domeniul catalitic sau în domeniul de 
legare ADN atunci activitatea proteinei respective este afectată. 
 b) Formarea punţilor de sulf intramoleculare afectează conformaţia 
proteinei respective după cum se poate vedea în figura de mai jos:  
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Fig. 4. Formarea punţilor de sulf  intramoleculare 

  
c) Dimerizarea proteinelor prin formarea punţilor de sulf 

intermoleculare poate avea loc prin formarea punţii disulfidice între două resturi 
de cisteină de la două molecule identice sau diferite de proteină. 

 
Fig.5. Dimerizarea proteinelor prin formarea punţilor de sulf intermoleculare 

 Apa oxigenată, ca şi anionul superoxid, participă la alterarea stabilităţii 
anumitor proteine prin oxidarea metalelor care sunt legate de metaloenzime. Spre 
exemplu centrele Fe-S ale proteinelor reglatoare ale fierului din organism pot fi 
oxidate de către ROS prin mecanisme asemănătoare reacţiei FENTON [1,6]:  

   
   H2O2 + Fe2+ (Cu+)  →  HO• + HO- + Fe3+ (Cu2+ ) 
 

Înlăturarea H2O2 este reglată in principal de două enzime importante:  catalaza  
(CAT) şi glutationperoxidaza (GPX).  
a. Catalaza metabolizează H2O2 dar nu şi peroxizii lipidici (produşi ai H2O2 cu 

lipide), iniţial prin reducerea H2O2 la H2O ca rezultat al cedării a doi electroni din 
Fe hemic, formând un intermediar hemic foarte oxidant, Compusul I . [1] Hemul 
compusului I al catalazei este apoi redus la forma iniţială de hem feric prin 
oxidarea unei a doua molecule de H2O2 la O2: 

   Catalaza  + H2O2    →      H2O + Compusul I 
   Compusul I   + H2O2     →     O2 + H2O + Catalaza 
 
b. Glutatioperoxidaza metabolizează H2O2 si alţi peroxizi biologici prin reducerea lor 

cu ajutorul electronilor proveniţi din oxidarea glutationului (GSH)  la forma sa 
disulfidică GS – SG :      

                               R(H)OOH + 2 GSH GSH peroxidaza   R(H)OH + GS – SG + H2O 
      Enzima conţine un aminoacid rar, selenocisteina.  

 
I.1.1.3. Radicalul hidroxil 

 
 Radicalul hidroxil este produs ca rezultat al radiaţiilor ionizante si reprezintă 
cel mai activ mutagen produs de radiaţiile ionizante. Radicalii hidroxil denaturează 
proteinele, acizii nucleici si acizii graşi din lipidele membranare. Există numeroase 
evidenţe care sugerează că reacţia peroxizilor cu Fe2+ legat de proteine sau de 
molecule cu mase moleculare mici are ca rezultat obţinerea radicalului HO• cu 
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reactivitate mare, capabili să participe în procesele de semnalizare oxidând selectiv 
anumite molecule cheie în procesele de semnalizare [1,7]: 
 
   O¯

2
• + H2O2  →  HO• + HO- + O2                          (reacţia HARBER – WEISS [8]) 

   H2O2 + Fe2+ (Cu+)   →  HO• + HO- + Fe3+ (Cu2+ )        (reacţia FENTON [6]) 
 
Componentele celulare ţintă ale radicalului hidroxil, sunt: ADN-ul, proteinele şi 
lipidele (lipoproteinele cu densitate mică). La nivelul ADN reacţiile anionului hidroxil 
au loc la resturile de deoxiriboză şi la bazele azotate din structura ADN. 
  

A. Acţiunea HO• asupra ADN-ului 
 

a) Acţiunea asupra deoxiribozei are loc prin atacul radicalului HO• la C4 al 
deoxiribozei cu ruperea legăturii C4-C3, urmată de ruperea legăturii între baza 
azotată şi restul de riboză :  

  
Fig. 6.Acţiunea HO• asupra deoxiribozei din structura ADN 

b) Acţiunea asupra bazelor azotate se manifestă prin modificarea 
oxidativă a acestora. ADN-ul mitocondrial este mai susceptibil la oxidare decât ADN-
ul nuclear. Mitocondria reprezintă ţinta majoră de acţiune a speciilor reactive ale 
oxigenului în ţesuturile îmbătrânite. Există o corelaţie inversă între ADN-ul 
mitocondrial oxidat şi durata de viaţă a unui organism, în timp ce această corelaţie 
nu se observă la ADN-ul nuclear. ADN-ul nuclear este protejat de stresul oxidativ 
prin legarea de proteine de tip histonă, iar leziunile ADN sunt reparate de enzime 
specifice ce acţionează permanent (atât proteinele de tip histonă cât şi enzimele 
reparatorii lipsesc mitocondriilor). Creşterea vitezei de deteriorare a ADN şi 
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reducerea capacităţii de reparare a ADN-ului pot accelera viteza procesului de 
îmbătrânire, scăzând astfel durata vieţii.  
  

B. Acţiunea HO• asupra proteinelor 
 

 Se modifică preferenţial catenele laterale ale resturilor următorilor 
aminoacizi : metionina, valina, histidina, arginina, lizina, fenilalanina, tirozina, 
cisteina (vezi fig.7). Oxidarea resturilor de tirozină (Y) duce la formarea de 
ditirozină. Acest lucru permite legarea încrucişată a moleculelor de proteină între ele 
pentru a forma dimeri, oligomeri sau chiar polimeri aşa cum este redat în reacţia de 
mai jos: 

 
La nivelul întregii proteine se produce o creştere a susceptibilităţii la proteoliză 
(schimbarea conformaţiei facilitează acţiunea proteazelor). 

 
Fig. 7. Acţiunea HO• asupra resturilor de aminoacizi din structura proteinelor 
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 C. Acţiunea HO• asupra lipidelor  
 O ţintă majoră a atacului ROS sunt lipidele membranare, datorită prezenţei 
dublelor legături în structura acizilor graşi polinesaturaţi (în structura fosfolipidelor 
membranare, acizii graşi polinesaturaţi cei mai frecvent întâlniţi sunt: acidul linoleic, 
acidul linolenic şi acidul arahidonic). Reacţiile radicalice ale acestor procese cuprind: 
etapa de iniţiere (formarea de peroxizi), etapa de propagare (amplificarea oxidării 
acizilor graşi sub acţiunea peroxizilor), întreruperea propagării lanţului de reacţii 
radicalice prin neutralizarea radicalilor liberi formaţi procesul are loc in prezenta 
vitaminei E, care acţionează ca agent reducător. Ulterior, forma oxidată a vitaminei 
E se reface în prezenţa vitaminei C :        
 
   Vit E-OH + L•→ VitE-O• +LH  
   VitE-O• + Vit C→ VitE-OH + VitC• 
   2VitC•→ VitC+ VitCoxidat 
 
Consecinţele oxidării lipidelor membranare sunt:  reducerea fluidităţii şi modificarea 
permeabilităţii membranei celulare şi în final dezorganizarea membranei celulare. 
Acţiunea radicalilor liberi asupra lipidelor se constituie ca un factor important în 
etiopatogenia unor afecţiuni cardiovasculare ca: ateroscleroza, hipertensiunea 
arterială, neoxigenarea post-ischemică. In cazul acestor patologii, un indicator 
important este gradul de oxidare al fracţiunii lipoproteice circulante LDL. 
 

 Fig. 8. Acţiunea HO• asupra lipidelor 
 

Neutralizarea HO• la nivel celular se realizează prin reducerea monoelectronică a 
acestuia, reacţie catalizată de complexul citocromoxidază. Din cauza afinităţii mari 
pentru substrat, a reactivităţii şi a specificităţii radicalului hidroxil, mecanismele 
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fiziologice defensive ale organismului nu sunt eficiente; organismul nu a fost 
pregătit pentru un atac din partea acestor radicali, ci doar la un atac din partea 
precursorilor lui, radicalul superoxid şi apa oxigenată. Ca apărare, organismul 
blochează ionii de fier si cupru necesari pentru sinteza radicalilor hidroxil în 
complexe proteice cu rol de transport sau de stocare. Stresul oxidativ mobilizează 
însă ionii metalici din complexele în care se găsesc, creând astfel condiţii pentru 
sinteza acestui radical. 
 

I.1.2. Mecanisme de generare a speciilor reactive ale 
oxigenului în organism 

 
 Alterarea transportului electronilor în mitocondrie este prima cauză a 
creşterii stresului oxidativ. Acest lucru se întâmplă în procesul de îmbătrânire şi în 
situaţiile de ischemie-reperfuzie. O sursă importantă de ROS este reprezentată de 
activarea leucocitelor. Pe lângă acestea, multe studii epidemiologice au demonstrat 
faptul că homocisteina este un factor de risc independent pentru infarctul miocardic, 
accidentul vascular cerebral şi decesul de cauză coronariană. Unul dintre 
mecanismele prin care homocisteina poate declanşa apariţia aterosclerozei este 
efectul său citotoxic direct asupra celulelor endoteliale, parţial legat de formarea 
radicalilor liberi atunci când homocisteina redusă este oxidată de către fier. 
Atât factorii de mediu cât şi stilul de viaţă pot cauza creşterea nivelului stresului 
oxidativ în organism. Aceşti factori sunt: expunerea prelungită la soare, expunerea 
la radiaţii; contactul cu agenţi carcinogeni (de exemplu, azbestul); fumatul; 
medicaţie contraceptivă; exerciţii fizice excesive sau incorect executate; consum 
excesiv de alcool; stres intelectual; şoc termic; poluarea; agenţii infecţioşi, etc. 
dieta dezechilibrată reprezintă un factor major de stres oxidativ. Fructele şi 
legumele sunt principalii constituenţi ai raţiei alimentare care conţin antioxidanţi, 
fiind bogate în vitamine (A, C, E), oligoelemente şi polifenoli. În contrast, consumul 
regulat de alimente tip fast-food, în special la persoanele tinere, aduce un aport 
scăzut de substanţe antioxidante. 
Oxigenul atmosferic este sursa majoră de specii reactive ale oxigenului. Acesta se 
găseşte sub formă de oxigen triplet (prescurtat 3O2 ). Dacă oxigenul triplet (fig.9A) 
absoarbe suficientă energie din mediu, el se va transforma în oxigen singlet (fig 9 B 
sau C) care este foarte reactiv. 
 

 
Fig. 9. Reprezentarea repartizării electronilor pe orbitalii π∗ ai oxigenului triplet (A) şi 

singlet (B şi C) 
 
Radicalul superoxid (O2

●-) poate fi obţinut din oxigenul triplet prin acceptarea unui 
electron. Acest proces de acceptare a unui electron poartă numele de reducere 
monovalentă. Rezultatul reducerii monovalente a oxigenului triplet este radicalul 
superoxid ce prezintă o încărcătură negativă.  
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Apa oxigenată (H2O2) este produsă în special din radicalul superoxid prin reducere 
monovalentă: 

O¯
2
• + O¯

2
• + 2H+  →  H2O2 + O2 

 
Prin această reducere ia naştere ionul peroxid (O2

-2) având o încărcătură negativă 
dar care în sistemele biologice este neutralizată de către doi protoni formând apa 
oxigenată (H2O2)   
Această reacţie se poate desfăşura fără a fi nevoie de prezenţa unui catalizator, dar 
dacă se desfăşoară în prezenţa catalizatorului SOD reacţia se desfăşoară  de 10 5 ori 
mai repede [1].  
Teoretic toate tipurile de celule din sistemul cardiovascular produc O¯

2
• si H2O2, dar 

se pare ca anumite structuri din sistemul cardiovascular au un rol preponderent [9]. 
Dacă până acum se ştia ca neutrofilele şi macrofagele produc ROS in procesul de 
digestie al microorganismelor patogene, în urma cercetărilor recente s-a descoperit 
că şi fibroblaştii, celulele endoteliale, celule musculare netede si cardiomiocitele 
produc ROS [10-13]. Sursele de ROS cuprind lanţul respirator mitocondrial, 
NAD(P)H oxidaza, NO sintetaza, ciclooxigenaza, xantinoxidaza localizarea acestor 
surse de ROS fiind diferită (tabel 1).  
 

Tabel 1 Surse celulare de radicali liberi 

Surse Localizare 

Lipooxigenaza, ciclooxigenaza, NADPH 
oxidaza 

Membrana celulară 

Transportul electronilor în catena respiratorie mitocondrie 

Xantinoxidaza, hemoglobina, catecolamine, 
riboflavina, metale tranziţionale (Fe2+/3+; 
Cu+/2+) 

citosol 

Oxidaze, flavoproteine peroxizomi 

Citocrom p450 şi b5 Reticulul endoplasmatic 

 
 Lanţul respirator mitocondrial 

Mitocondria produce ROS prin transferul unui electron în cadrul lanţului respirator. 
În condiţii fiziologice normale, mici cantitati de ROS se formează prin respiraţia 
celulară şi sunt detoxifiate prin mecanismele de apărare locale. Figura 10 redă 
modul de formare a speciilor reactive ale oxigenului în cadrul desfăşurării lanţului 
respirator. 
Formarea O¯

2
• se realizează printr-o disfuncţie la nivelul complexului mitocondrial I, 

la care se asociază si o disfuncţie a complexului III [12,14]. Această disfuncţie 
constă în scăderea activităţii enzimelor din complexul I mitochondrial ce duce la un 
blocaj al transportului electronilor şi o producţie crescută de O¯

2
• . 

 NAD(P)H oxidaza 
Cercetări recente au arătat ca NAD(P)H oxidaza este o sursa majoră de radical 
superoxid in celulele vasculare si miocite. Enzima prezintă diferenţe de structură în 
funcţie de localizarea ei, precum şi capacitate diferită de a produce ROS. Această 
enzimă multicomponent catalizează reducerea O2 la O¯

2
• prin transferul unui 

electron de la NADPH la O2 (aflat în afara membranei plasmatice). NAD(P)H oxidaza 
fagocitară este alcătuită din 2 subunităţi membranare care conţin situsuri 
flavoproteinice şi hem, iar în timpul activării celulare se genrează o NAD(P)H oxidază 
foarte activă ce produce cantităţi mari de O¯

2
• la nivelul suprafeţei externe a 
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membranei plasmatice. În timpul procesului de fagocitoză, membrana plasmatică 
este internalizată aşa încât membrana externă este orientată către interior 
direcţionând anionii superoxid şi metaboliţii săi reactivi către interior pentru 
distrugerea localizată a microbilor [15]. Multe din subunităţile NAD(P)H oxidazei 
leucocitare se regăsesc în NAD(P) H oxidaza din celulele vasculare, dar capacitatea 
enzimei reprezintă doar o treime din cea a neutrofilelor [16]: O¯

2
•
 este produs in 

decurs de minute-ore in celulele endoteliale, miocite vasculare şii fibroblaşti în timp 
ce în neutrofile este eliberat aproape instantaneu [17,18 ] 
Activitatea NAD(P)H oxidazei este reglată de citokine, hormoni şi forţe mecanice 
care sunt implicate şi în patogeneza bolilor cardiovasculare. Stimularea miocitelor 
vasculare cu Angiotensina II, trombina, factorul de creştere plachetar-PDGF 
(Platelet-derived growth factor), TNF-α (Tumor necrosis factor), lactozilceramida 
creşte producţia de ROS prin creşterea activităţii NAD(P)H oxidazei [19-23].  
  

 
Fig. 10. Modul de formare a speciilor reactive ale oxigenului de oxigen în cadrul desfăşurării 

lanţului respirator 
 

 Xantinoxidaza 
Xantinoxidaza este o enzimă cu molibden ce oxidează bazele azotate din acizii 
nucleici la acid uric şi apă oxigenată. Este prezentă atât în plasmă cât şi legată de 
glicozaminoglicani în peretele arterial şi foloseşte O2 pentru a da naştere atât la O¯

2
•
  

cât şi H2O2. În celulele endoteliale activitatea xantinoxidazei este sporită de INF-γ 
(interferon-gamma) [10, 24]. Studii recente au aratat că în cazul insuficienţei de 
molibden această enzimă nu mai utilizează xantina ca şi substrat, dar poate utiliza 
NADH ca donor de electroni pentru a forma anionul superoxid. În aceste condiţii, 
enzima nu poate fi inhibată de oxipurinol [25]. 

 eNOS (nitric oxid sintetaza endoteliala) 
Sintetaza eNOS, localizată la nivelul caveolelor membranare, este o enzimă ce 
catalizează sinteza de NO (fig.11). Enzima necesita prezenţa tetrahidropterinei care 
se leagă la în apropierea grupării prostetice hem pentru a transfera electronii către 
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L-arginină şi a produce NO. Absenţa substratului L-arginină şi al biopterinei (BH4) 
duce la producţia de O¯

2
•
 si H2O2 [26-28]. 

 

 
 

Fig.11. Producţia de NO catalizată de eNOS 
 

Acetilcolina, serotonina, trombina, bradikinina şi stresul mecanic favorizează legarea 
ionilor de calciu de calmodulină reducând interacţiile calmodulină-caveolină-1 care 
inhibă activitatea eNOS şi stimulează astfel producţia de NO. Dimetilarginina 
asimetrică (ADMA) şi alţi analogi de L-arginină sunt inhibitor al producţiei de NO; 
nivelul ridicat al ADMA este asociat cu disfuncţia endotelială şi ateroscleroza [29].  

 Ciclooxigenaza (COX) 
COX este o sursă suplimentară de anion superoxid în timpul sintezei 
prostaglandinelor (PGs) sau a metabolizării peroxizilor datorită capacităţii sale de a 
cooxida NAD(P)H [30]. O2

●- poate fi produs în prezenţa O2 prin autooxidarea unor 
molecule cum ar fi gliceraldehida, FMNH2, FADH2, adrenalina, noradrenalina, 
dopamina şi a moleculelor care conţin grupari tiol, cum ar fi cisteina.  La nivelul 
circulaţiei cerebrale principala sursa de O2

-• este citocrom c oxidaza mitocondrială. 
 Anticorpii 

Legarea anticorpilor la antigenii corespunzător poate genera ROS. Sunt peste 100 de 
tipuri de anticorpi care generează H2O2 în timpul  reacţiei dintre oxigenul singlet 
(generat de neutrofilele fagocitare in cadrul proceselor oxidative) şi apă: 
 

2H2O+ 1O2  (oxigen singlet)  2H2O2 
 
Anticorpii nu produc doar H2O2 ci şi ozon (O3). Ozonul este folosit pentru a distruge 
antigenii, dar în acelaşi timp intervine şi ca agent declanşator în procesul inflamator. 
Anticorpii, în prezenţa oxigenului singlet pot distruge antigenele chiar şi în absenţa 
celulelor imune sau  a altor proteine (cum ar fi proteinele complement). 
 
Radicalul hidroxil (HO•) este generat prin interactiunea O¯

2
• si H2O2 în cursul reacţiei 

HARBER – WEISS catalizata de fier (Fe)[8]: 
 
                                       O¯

2
• + H2O2                 HO• + HO- + O2 

 
O alta reacţie generatoare de HO• este  reacţia FENTON [6]: 
 
                                H2O2 + Fe2+ (Cu+)                  HO• + HO- + Fe3+ (Cu2+ ) 
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I.1.3. Mecanisme de neutralizare a speciilor reactive ale 
oxigenului 

 
Organismul uman dispune de mai multe sisteme antioxidante capabile să menţină 
nivelul ROS şi RNS în limite fiziologice corespunzătoare pentru funcţionarea normală 
a organismului uman. Aceste sisteme sunt atât endogene cât şi sisteme exogene 
care împreună alcătuiesc un tot unitar integrat de care depinde capacitatea 
antioxidantă a întregului organism uman (tabelul 2). 

 
Tabel 2. Sisteme endogene şi exogene de neutralizare a speciilor reactive ale oxigenului 

Antioxidanţii endogeni 
 

Antioxidanţii exogeni 

⎯ NADH şi NADPH 
⎯ Glutation şi tioli 
⎯ Coenzima Q 
⎯ Acid uric  
⎯ Bilirubină 
⎯ Metaloenzime  
⎯ Enzimele SOD, GPX, catalază 
⎯ Proteine care leagă metalele 
⎯ Metale Se, Cu, Zn 

⎯ Vitamina C 
⎯ Vitamina E 
⎯ Carotenoizii 
⎯ Polifenoli şi flavonoide 
⎯ Alţi antioxidanţi existenţi în  
      băuturi şi plante aromatice 
 
 

 
Acest sistem unitar integrat cuprinde molecule mici de antioxidanţi care 
neutralizează radicalii liberi (acid uric, bilirubină) , enzime care catalizează reacţii de 
transformare a radicalilor liberi sau a speciilor reactive în alţi compuşi ducând la 
terminarea reacţiilor radicalice în lanţ (enzimele SOD, CAT, GPX) şi proteine capabile 
de a forma legături cu metalele tranziţionale fier şi cupru, împiedicând astfel 
participarea acestora ca şi catalizatori ai unor reacţii de oxidare (ex. ceruloplasmina, 
metalotioneina, albumina sechestrează cuprul, iar transferina, feritina şi mioglobina 
sechestrează fierul). NADPH / NADH, glutationul (GSH) şi grupările sulfhidril (-SH) 
ale proteinelor constituie antioxidanţi endogeni importanţi. Funcţionarea unora 
dintre ei depinde totuşi de dietă (sinteza NADPH şi NADH necesită niacină, iar GSH 
necesită sulf). Dieta furnizează de asemenea şi vitamina C care are capacitatea de a 
reacţiona cu speciile radicalice ale oxigenului din plasmă şi citosol, în timp ce 
vitamina E şi carotenoizii sunt sisteme antioxidante în faza lipidică şi oferă protecţie 
acizilor graşi nesaturaţi din membrana celulară. Metale precum Se, Cu şi Zn sunt 
cofactori enzimatici pentru enzimele implicate în neutralizarea ROS (Se este cofactor 
al glutation peroxidazei, Cu şi Zn al enzimelor SOD)  
 
 1. Superoxid dismutaza (SOD) 
 Superoxid dismutaza asigură eliminarea anionului superoxid, prima specie 
toxică ce se formează din oxigen, reprezentând astfel prima linie de apărare 
împotriva stresului oxidativ. Pentru a funcţiona corect, este necesară prezenţa unor 
oligoelemente: cupru şi zinc (pentru SOD din citosol) şi mangan (pentru SOD din 
mitocondrii).  

2 O2
• - + 2 H+ ⎯⎯→⎯SOD

 O2 + H2O2 

 
Scăderea concentraţiei SOD se poate datora deficitului de oligoelemente. Absenţa 
acestei enzime este incompatibilă cu viaţa. De asemenea, concentraţiile prea mari 
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de SOD determină leziuni tisulare datorită producţiei unei cantităţi mari de apă 
oxigenată. 
 
 2. Catalaza 
Catalaza este o hemoproteină ce catalizează reacţia de desfacere a apei oxigenate în 
oxigen şi apă. Este prezentă în toate celulele, în peroxizomi, cu excepţia eritrocitelor 
care nu conţinaceste organite, caz în care ea este o enzimă citoplasmatică. Catalaza 
are un rol protector asemănător glutation peroxidazei. 
 

2 H2O2 ⎯⎯⎯ →⎯CATALAZA
 O2 + H2O 

 
 3. Glutation peroxidaza 

Este o enzimă cu localizare citoplasmatică şi mitocondrială cu rol de 
îndepărtare a apei oxigenate din celule prin transformarea ei în apă. Este o seleno-
proteină, dar nu există o corelaţie între nivelul seleniului seric şi glutation oxidaza 
din eritrocite. Acţiunea glutation peroxidazei este cuplată cu cea a glutation 
reductazei  cu coenzimă NADPH + H+, care reface glutationul redus. 
 

H2O2+2glutation redus (GSH) ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ →⎯ −PEROXIDAZAGLUTATION
glutation oxidat (GSSG)+H2O 

 

GSSG + NADPH + H+ ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ →⎯ −REDUCTAZAGLUTATION
 2 GSH + NADP+ 

 
Fig.12.  Acţiunea glutation peroxidazei 

 
Calea pentozofosfaţilor este o sursă majoră de NAD(P)H, iar GSH reductaza – 
NADPH dependentă este responsabilă de menţinerea GSH în forma sa redusă. 

  
4. NADH 
Nivelul de NADH citosolic este determinat de producţia acestuia prin 

acţiunea gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazei şi utilizarea acestuia prin funcţionarea 
şuntului mitocondrial şi a lactat dehidrogenazei care menţin NADH în forma oxidată 
NAD+ la nivelul citosolului [31-33]. În condiţii hiperglicemice, o altă sursă de NADH 
este sorbitolul [33]. La rândul lui, nivelul de NADH controlează producţia de anion 
superoxid la nivelul NAD(P)H oxidazei. Menţinerea unui raport ridicat între formele 
reduse şi cele oxidate este de o mare importanţă atât pentru capacitatea 
antioxidantă a acestor sisteme dar şi în implicarea acestora în semnalizarea celulară 
prin modificarea statusului redox  intracelular. 

 
5.Tioredoxinele şi tioredoxin reductaza 
Tioredoxinele sunt enzime cu o activitate antioxidantă intrinsecă şi, ca şi 

majoritatea proteinelor, posedă grupări tiol. Ele contribuie la reglarea sistemului 
imun. O dată oxidate, tioredoxinele sunt reduse de tioredoxin reductază (o enzimă 
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ce posedă un rest de selenocisteină în situsul său activ). Tioredoxin reductaza 
intervine de asemenea, în degradarea peroxizilor lipidici şi a apei oxigenate şi în 
regenerarea acidului ascorbic de la radicalul ascorbil. 

 
6. Hem oxigenaza (HO) 
Sistemul hem-oxigenazic este constituit din trei izoenzime: forma HO-1 

inductoare, forma HO-2 constitutivă şi forma HO-3. În sistemele biologice HO 
catalizează conversia hemului la monoxid de carbon, biliverdină şi fier. Efectul 
protector al HO împotriva stresului oxidativ este indirect: o dată formată, biliverdina 
este convertită la bilirubină ce are o activitate puternică antioxidantă. De asemenea, 
fierul produs stimulează sinteza de feritină, care are un răspuns antioxidant. 

 
7. Proteinele şocului termic 
Proteinele şocului termic formează o familie de proteine chaperone care au 

rol în stabilizarea, translocaţia şi asamblarea proteinelor. Ele intervin şi în repararea 
modificărilor de structură a proteinelor cauzate de stresul oxidativ. O creştere a 
nivelului acestor proteine reprezintă un răspuns adaptativ la stresul oxidativ produs 
de hipo- şi hipertermie, acidoză, ischemie-reperfuzie, infecţii virale, exerciţii fizice, 
etc. 

8. Carotenoizii 
Unii carotenoizi ca (de exemplu, β-carotenul) sunt precursorii vitaminea A ce 

joacă un rol cheie în percepţia vizuală. Majoritatea carotenoizilor şi vitamina A 
interacţionează cu oxigenul singlet şi astfel, previn oxidarea unor substraturi 
biologice, în special a acizilor graşi polinesaturaţi. 

 
9. Vitamina C 
Vitamina C sau acidul ascorbic nu este sintetizat în organismul uman şi din 

această cauză nivelul său plasmatic depinde de dietă şi de modificările survenite în 
fluxul sangvin hepatic. Vitamina C are rolul de a proteja substraturile biologice 
(proteine, acizi graşi, ADN) împotriva oxidării. La concentraţii fiziologice, vitamina C 
previne oxidarea fracţiunii LDL-colesterolului cauzată de ROS (neutrofile activate, 
celule endoteliale activate). Unele studii arată că o scădere a concentraţiei vitaminei 
C sub 4mg/dL creşte riscul dezvoltării bolilor cardiovasculare.  

 
10. Vitamina E 
Caracterul hidrofob al vitaminei E determină inserarea acesteia printre 

lipoproteinele şi acizii graşi din structura membranei celulare, unde joacă un rol 
protector împotriva peroxidării lipidelor determinată de stresul oxidativ. Toţi 
tocoferolii, în special, tocoferolii α şi γ au proprietăţi antioxidante. 

   
11. Glutationul 
Glutationul este un  tripeptid  format din acid glutamic, cisteină şi glicocol. 

Glutationul redus (GSH) poate interacţiona direct cu speciile reactive ale oxigenului, 
dar în primul rând serveşte ca substrat glutation peroxidazei. GSH se oxidează în 
prezenţa  speciilor reactive ale oxigenului la GSSG. Un nivel crescut de GSSG are 
mai multe consecinţe din punct de vedere al semnalizării celulare: contribuie la S-
tiolarea proteinelor sau la formarea punţilor disulfidice  precum şi la creşterea 
nivelului celular de H2O2: 

 
GSSG + RSH (tiolii proteinelor cheie) → GSH + RSSG 
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Nivelul scăzut de GSH s-a demonstrat a fi asociat cu descreşterea capacităţii 
de proliferare celulară la celulele endoteliale [34,35] şi cu creşterea proliferării 
fibroblaştilor [36]. Concentraţiile scăzute de GSH determină slăbirea apărării 
organismului prin mecanisme imune.  GSH influenţează expresia genelor ce 
codează unele proteine pro- şi antiinflamatorii. GSH este oxidat la GSSG (glutation 
oxidat) în cursul stresului oxidativ, iar o evaluarea a acestuia se poate face 
calculând raportul GSH/GSSG (valori normale ale raportului GSH/GSSG: 156-705) 

 
12. Proteinele ce conţin grupări tiol 
Majoritatea proteinelor posedă grupări tiol (-SH) care reacţionează rapid cu 

ROS. Deoarece în plasmă există o abundenţă a acestor proteine (albumina posedă 
grupări tiol) determinarea cantitativă a acestor proteine este complementară 
determinării GSH. 

 
13. Acidul uric 
Acidul uric reprezintă produsul final de catabolism al purinelor. El posedă 

proprietăţi antioxidante, putând interacţiona cu speciile reactive ale oxigenului în 
special cu radicalul hidroxil. Produşii săi de oxidare (de exemplu, alantoina), atunci 
când sunt oxidaţi generează specii toxice. 

 
14. Coenzima Q10 
Ubichinona sau coenzima Q10 (Co Q10) joacă un rol important în producerea 

de energie la nivel mitocondrial. Co Q10 redusă (ubichinol-10 sau Co Q10H2) posedă 
proprietăţi antioxidante. La fel ca şi vitamina E, ea inhibă peroxidarea lipidelor. Pe 
de altă parte, nivelul Co Q10poate fi un parametru important pentru depistarea 
subiecţilor cu risc crescut pentru boala coronariană.  

 
14. Seleniul 
Acest oligoelement nu este el însuşi antioxidant, dar participă la apărarea 

organismului împotriva ROS ca şi cofactor al enzimei glutation peroxidaza. Scăderea 
concentraţiei serice a seleniului sub 45-50 µg/L se asociază cu apariţia bolii 
coronariene. 

 
15. Cuprul 
Cuprul este unul din cofactorii enzimei superoxid dismutaza (SOD). 

Concentraţiile crescute ale cuprului poate indica o creştere a stresului oxidativ. S-a 
evidenţiat o creştere a cuprului seric în cursul procesului de îmbătrânire. 

 
16. Zincul 
La fel ca şi cuprul, zincul este şi el unul din cofactorii enzimei superoxid 

dismutaza (SOD). De asemenea, zincul are efect protector asupra grupării tiol din 
structura proteinelor şi poate inhiba parţial reacţiile de producere a ROS. Deficitul de 
zinc creşte sensibilitatea la leziuni produse de stresul oxidativ. Studii efectuate pe 
persoanele vârstnice cu boli degenerative au pus în evidenţă un raport Cu/Zn 
crescut în comparaţie cu subiecţii aparţinând aceleiaşi categorii de vârstă dar fără 
boli degenerative. 

 
I.1.4. Noţiunea de stres oxidativ 

 
Procesele normale care au loc în  organismele aerobe se desfăşoară cu 

producerea de radicali liberi pe baza oxigenului. Chiar viaţa, aşa cum o cunoaştem 
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noi, este posibilă datorită reactivităţii oxigenului şi a speciilor reactive ale acestuia 
(ROS). Supravieţuirea organismului în aceste condiţii s-a datorat în primul rând 
dezvoltării, de-a lungul evoluţiei, a unor mecanisme de protecţie împotriva atacului 
acestor specii, cu funcţie reparatorie, şi de asemenea sisteme de semnalizare bazate 
pe ROS şi RNS. Organismul uman dispune, la nivel celular, de următoarele 
mecanisme de protecţie: izolarea locurilor în care se generează ROS, inhibarea 
propagării reacţiilor radicalice, neutralizarea speciilor ROS şi repararea leziunilor la 
nivel celular provocate de ROS. Atunci când producţia de ROS depăşeşte capacitatea 
acestor sisteme de protecţie apare stresul oxidativ. 

Noţiunea de stres oxidativ se referă  la un dezechilibru între producţia de 
specii reactive ale oxigenului şi sitemele de apărare antioxidantă, când producţia de 

specii reactive ROS şi RNS depăşeşte capacitatea antioxidantă a organismului. 

Fig.13 Noţiunea de stres oxidativ 
 
Stresul oxidativ prelungit duce la oxidarea moleculelor biologice: ADN, 

proteine, carbohidraţi şi lipide, având drept consecinţă numeroase boli precum 
sindromul metabolic, bolile cardovasculare, cancerul, diabetul sau boli asociate cu 
îmbătrânirea organismului (ex. cataractă) 
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I.2. Compuşi naturali cu activitate 
antioxidantă 

 
 

I.2.1. Vitaminele E 
 

Rolul vitaminei E în organism a fost îndelung studiat după descoperirea 
vitaminei E în 1922 (Evans şi Bishop). Dintre cei opt compuşi naturali care se 
reunesc în această categorie (α-,β-,γ- şi δ-tocofeoli şi tocotrienoli) cea mai mare 
activitate biologică o are α-D-tocoferolul [37]. La adulţii sănătoşi un aport alimentar 
de vitamina E de 10-30 mg menţine nivelul normal de vitamină E. Un nivel 
plasmatic <0.5 mg/dL se consideră a fi deficienţă a vitaminei E [37]. Principalele 
funcţii ale vitaminei E sunt: 

 protejarea membranele celulare de atacul speciilor reactive ale oxigenului 
asigurând integritatea structurală şi funcţională a membranelor celulare  

 reglarea funcţiei mitocondriale  
 reglarea agregării plachetare prin inhibarea producţiei de prostaglandine 

(tromboxani) 
 reglarea activităţii proteinkinazei C 
 reglarea metabolismului acizilor nucleici şi a proteinelor 
 reglează producţia hormonală (este vitamina antisterilităţii) 
 stimularea răspunsului imun 

Rolul vitaminei E în anumite boli precum cancer, boli cardiovasculare, 
îmbătrânire prematură a fost intens studiat. În ceea ce priveşte bolile 
cardiovasculare, s-a demonstrat la subiecţi umani sănătoşi că prin acţiunea 
antioxidantă sinergică a vitaminei E şi C se inhibă oxidarea LDL [38]. Cercetările 
efectuate pe modele animale au arătat că suplimentarea vitaminei E în dietă previne 
şi tratează ateroscleoza [39,40].  

Printre factorii ce influenţează biodisponibilitatea vitaminei E se numără 
absorbţia intestinală, transportul plasmatic şi funcţionarea transportului hepatic prin 
intermediul proteinei de transfer a  α-tocoferolului. Eficienţa absorbţiei vitaminei E, 
chiar şi la indivizii sănătoşi este de 15-45%. Absorbţia intestinală de vitamina E 
depinde de procesele care duc la digestia grăsimilor care implică acţiunea acizilor 
biliari şi a lipazelor şi esterazelor pancreatice [41,42]. Toate formele vitaminei E 
provenind din dietă sunt absorbite şi secretate în mod egal sub formă de 
chilomicroni, chiar dacă ulterior concentraţiile plasmatice ale anumitor forme sunt 
mai mici [43]. Diverse studii au demonstrat că absorbţia vitaminei E la nivel 
intestinal interferă cu absorbţia colesterolului şi a trigliceridelor [44]. În timpul 
catabolismului chilomicronilor,  vitamina E absorbită este transferată proteinelor 
circulante şi o altă parte rămâne în compoziţia resturilor chilomicronice. În timpul 
lipolizei, vitamina E este preluată de HDL şi este transferată diverselor lipoproteine 
circulante prin acţiunea proteinei de transfer PLTP (phospholipid transfer protein) 
[45]. Vitamina E conţinută în resturile chilomicronice ajunge la ficat de unde numai 
α-RRR- tocoferolul  [46-48] şi alte forme 2R [49] ale vitaminei E ajung în circulaţie, 
ceea ce denotă că nu intestinul ci ficatul discriminează între diversele forme ale 
vitaminei E existente în dietă. Transportul vitaminei E de la ficat în circulaţie se face 
prin intermediul unei proteine de transfer (α-tocoferol transport protein sau α-TTP) 
care transportă preferenţial α-tocoferol. Catabolismul chilomicronilor şi secreţia 
preferenţială a α-tocoferolului de către ficat cu preluarea acestuia de către VLDL 
sunt procese mediate de către lipoprotein lipaze [50]. 
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Capacitatea antioxidantă a vitaminei E derivă din structura acesteia. Prin 
oxidarea la nivelul inelului croman în prezenţa radicalilor pro-oxidici are loc oxidarea 
de doi electroni a α-tocoferolului la α-tocoferolchinona (vezi schema de reacţii din 
fig.14). Produşii de oxidare ai α-tocoferol există în cantităţi mici in vivo ceea ce 
dovedeşte reducerea radicalului α-tocoferil de către alţi agenţi antioxidanţi. 

 

 
Fig.14. Acţiunea antioxidantă a vitaminei E 

 
Tocotrienolii diferă de tocoferoli la nivelul catenei laterale. Catena laterală 

lipofilică de tip izoprenic a tocotrienolilor  este mai scurtă şi mai rigidă comparativ cu 
restul de fitil existent în cazul tocoferolilor. Inelul de tip croman este prezent şi la 
tocoferoli şi la tocotrienoli. Deosebirile dintre izoformele tocoferolilor şi 
tocotrienolilor se datorează substituienţilor la nucleul croman (vezi fig.15).  

 
      Fig. 15 Structura tocotrienolilor (A) şi tocoferolilor (B) 

 
Activitatea α-tocotrienolului în reacţia cu radicalii peroxil este de 1.5 ori mai mare în 
lipozomi comparativ cu cea a α-tocoferolului [51]. Capacitatea antioxidantă mai 
mare la α-tocotrienol comparativ cu  α-tocoferolul se poate explica prin catena 
laterală mai scurtă şi mai rigidă care face ca  α-tocotrienolul să fie distribuit mai 
aproape de suprafaţa  membranei celulare şi să aibă astfel o viteză de reciclare mai 
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mare comparativ cu tocoferolul [52]. Deşi eficacitatea tocotrienolilor ca antioxidanţi 
este mare decât a tocoferolilor, preluarea acestora de către ţesuturi după ingestia 
orală este mai mică comparativ cu cea a α-tocoferolului datorită prezenţei proteinei 
de transfer care transferă preferenţial α-tocoferolul crescându-i biodisponibilitatea în 
circulaţie. În afară de rolul tocotrienolilor ca agenţi antioxidanţi, tocotrienolii se pare 
că inhibă sinteza de colesterol. Există studii [53] efectuate pe porc care au aratat că 
tocotrienolii din dietă au efect protectiv asupra endoteliului, reducând nivelul 
plasmatic de colesterol, apolipoproteina B, tromboxan B2 şi factorul plachetar 4.  
Rezultatele studiilor pe subiecţi umani sunt contradictorii. [54,55].  
 

I.2.2.Vitamina C 
 

Vitamina C (acidul ascorbic) este o vitamină solubilă în apă foarte răspândită în 
plante. Organismul uman şi cel al altor primate nu au abilitatea să sintetizeze 
vitamina C datorită unor mutaţii la nivelul genei corespunzătoare L-gulono-γ-
lactono-oxidazei care o fac incapabilă de sinteza acestei enzime responsabilă de 
producerea vitaminei C în organism pe calea acidului glucuronic. 
Vitamina C poate participa la reacţiile redox din organism datorită faptului că are 
capacitatea de a ceda electroni, transformându-se prin oxidare fie în acidul 
semidehidroascorbic care este un intermediar de tip radicalic instabil, fie în forma 
mult mai stabilă - acidul dehidroascorbic (DHA). Acidul semidehidroascorbic fiind 
instabil se poate transforma rapid şi reversibil înapoi în acid ascorbic sau poate fi 
oxidat prin pierderea altui electron la acidul dehidroascorbic. DHA poate fi redus la 
acidul ascorbic de către glutation sau prin alte reacţii enzimatice. Dacă nu este 
redus, DHA duce la hidroliza ireversibilă la acidul 2,3-cetogulonic ce poate fi 
metabolizat la xiloză, oxalat, xilonat sau lixonat. 
 

 
Fig.16. Forma oxidată, redusă şi ionizată a acidului ascorbic 

 
Speciile reactive ale oxigenului –ROS, RNS şi HOCl pot oxida acidul ascorbic 

la acid dehidroascorbic iar acest fapt stă la baza capacităţii antioxidante a vitaminei 
C. De asemenea vitamina C are capacitate de a se oxida mai mare decât alte 
molecule de antioxidanţi (α-tocoferolul, GSH, acidul uric, β-caroten) şi în acest fel 
acţionează în scopul regenerării lor din speciile lor radicalice. În plus radicalul 
semidehidroascorbic format nu este periculos deoarece este instabil [56] (are durată 

BUPT



   Stadiul actual al cunoştinţelor în domeniu - I 38 

de viaţă de 10-5 s). Datorită proprietăţilor sale, vitamina C funcţionează ca 
antioxidant în celule unde reglează expresia proteinelor (prin reglarea statusului 
redox), în plasmă inhibă peroxidarea lipidică [57], iar în stomac previne formarea 
nitriţilor care sunt agenţi mutageni. 

În afară de proprietăţile sale antioxidante vitamina C este cofactor enzimatic 
pentru anumite enzime implicate  în biosinteza colagenului, carnitinei, 
norepinefrinei, hormonilor peptidici sau în metabolismul tirozinei. 

Vitamina C, datorită proprietăţilor sale reducătoare contribuie la absorbţia 
fierului în organism prin menţinerea sa în forma redusă. S-a demonstrat că o doză 
de 20-60 mg de vitamina C stimulează absorbţia fierului la nivelul intestinului 
subţire [58,59] şi pot îmbunătăţi anumiţi parametri hematologici pe termen scurt. 

Distribuţia tisulară a vitaminei C variază destul de mult. Glandele 
suprarenale şi hipofiza au cea mai mare concentraţie de vitamina C (30-400 mg/100 
g de ţesut). Ficatul, splina, pancreasul, rinichiul, creierul conţin cantităţi cuprinse 
între 10-50 mg/100 g de ţesut [60]. Deoarece masa ficatului este mare, ficatul 
constituie cel mai mare depozit de vitamina C din organism. Studiile pe animale au 
arătat că concentraţiile tisulare de vitamina C depind de aportul de vitamina C 
[60,61] şi că anumite organe preiau selectiv vitamina C din circulaţie [62,63]. 
Biodisponibilitatea vitaminei C depinde de mai mulţi factori: distrugerea acesteia la 
nivelul tractului intestinal, a mucoasei intestinale, sau la nivelul ficatului, 
incapacitatea de absorbţie a vitaminei C la nivel intestinal datorită legării vitaminei C 
la altă moleculă şi de excreţia urinară a vitaminei C. 

 
I.2.3.Carotenoizii 

 
În această categorie de compuşi se reunesc aproximativ 600 de compuşi 

fiecare cu particularităţile sale structurale, dar având câteva elemente structurale 
comune: 

 40 de atomi de carbon.  
 inele tip iononic  
 catenă laterală poliizoprenică  

Catena poliizoprenică, datorită legăturilor duble conjugate ce permit 
delocalizarea extinsă este responsabilă, în afară de conferirea anumitor 
particularităţi structurale şi de manifestarea proprietăţilor de pigmentare, de 
absorbţie radiaţiei UV şi reactivitatea chimică a carotenoizilor 

Ciclul β–iononic este absolut obligatoriu pentru carotenii care îndeplinesc 
funcţia de provitamine A. Dintre acestea fac parte α–, β–, şi γ–carotenii (fig.17) care 
sunt hidrocarburi şi derivaţii lor oxigenaţi numiţi carotinoide (xantofile). Cel mai im-
portant dintre ei este β–carotenul, care conţine 2 cicluri β–iononice şi din care, în 
principiu, prin descompunere oxidativă simetrică, rezultă două molecule de vitamina 
A. α– şi γ–Carotenul conţin fiecare câte un ciclu β–iononic şi un ciclu α–iononic, 
respectiv o structură aciclică γ–iononică. Ei vor putea genera în cel mai bun caz doar 
o moleculă de vitamina A.  

Structura carotenoizilor influenţează localizarea lor în sistemele biologice. 
Polaritatea, lungimea şi conformaţia moleculelor respective influenţează orientarea 
carotenoizilor căte micele, lipoproteine şi membrane [64,65]. Carotenoizii prezenţi 
în structura membranelor celulare influenţează stabilitatea acestora şi sensibilitatea 
membranelor la lezarea oxidativă [66]. Carotenoizii hidrofobi (aşa cum este β 
carotenul) sunt plasaţi în regiunea centrală a membranelor, în timp ce moleculele 
xantofile se orientează la suprafaţa membranelor expunând partea lor polară către 
exterior unde pot interacţiona cu proteinele care le menţin într-o poziţie fixă la 
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nivelul membranei [67] ceea ce conferă membranei rigiditate şi rezistenţă mecanică, 
precum şi posibilitatea apărării acestora de lezarea oxidativă produsă de radiaţia UV. 
Orientarea moleculelor de carotenoizi la nivelul membranelor şi în exteriorul 
acestora influenţează efectul sinergic al amestecurilor de carotenoizi în apărarea 
antioxidantă [68]. 

 
Fig.17. Structura moleculelor de α–, β– şi γ–caroten 

 
Datorită structurii ce permite delocalizarea extinsă a electronilor, carotenoizii 

absorb foarte puternic lumina în domeniul vizibil (400-500 nm), emiţând radiaţia 
caracteristică pentru culorile galben, portocaliu şi roşu [50]. Spectrul de absorbţie şi 
maximul de absorbţie se folosesc pentru caracterizarea carotenoizilor. Proprietăţile 
de absorbţie depind de condiţiile de mediu şi, în mediul biologic, sunt diferite faţă de 
cele din vitro. 

Activitatea antioxidantă a carotenoizilor se bazează pe existenţa dublelor 
legături conjugate care fac posibilă inhibarea iniţierii reacţiilor radicalice prin 
neutralizarea acţiunii oxigenului singlet şi a radicalilor peroxil. Exită două modalităţi 
de neutralizare a acţiunii oxigenului singlet: pe cale chimică (prin reacţie directă cu 
oxigenul singlet) şi pe cale fizică (prin  transferul energiei de excitare de la oxigenul 
singlet la moleculele carotenoizilor). Reacţia chimică cu oxigenul singlet este 
responsbilă de neutralizarea acţiunii a numai 0.05 % din totalul oxigenului singlet 
neutralizat de carotenoizi [50]; sistemul conjugat al carotenoizilor preia energia 
emisă de atomii excitaţi (oxigenul singlet sau alţi radicali) transformându-se într-un 
radical stabil (datorită delocalizării electronilor π). Capacitatea carotenoizilor de a 
prelua prin tranfer energia de excitare de la alte specii (aşa cum este oxigenul) şi de 
a o disipa într-o manieră nepericuloasă stă la baza acţiunii carotenoizilor de 
fotosensibilizare a celulelor la acţiunea luminii. Acest efect de fotosensibilizare ale 
loc numai în condiţiile în care catena poliizoprencă a carotenoizilor are cel puţin 8 
duble legături conjugate [69,70] iar molecula de carotenoid este orientată către o 
altă moleculă (proteină) pentru un transfer optim de energie.  

Particularităţile structurale ale carotenoizilor precum deschiderea nucelului 
β-iononic, prezenţa substituienţilor la nucleul β-iononic, înlocuirea nucleului β-iononic 
cu alte grupări funcţionale influenţează activitatea antioaxidantă a acestora [71,72] 
şi de asemenea există diferenţiale activităţilor antioxidante între formele cis- şi 
trans- [73,74]. Prezenţa unei grupări ceto la nucleul β-iononic creşte capacitatea 
antioxidantă a carotenoizilor respectivi. Sunt dovezi care arată că β-carotenul este 
implicat în mecanismul de regenerare a α-tocoferolului la nivelul ficatului [75] ceea 

BUPT



   Stadiul actual al cunoştinţelor în domeniu - I 40 

ce conduce la ideea unei acţiuni sinergice cu alţi antioxidanţi; alte studii au arătat că 
amestecurile de carotenoizi au acţiune antioxidantă mai mare la nivelul lipozomilor 
multilamelari decât carotenoizii individuali [68]. În acest fel devine tot mai clar că 
acţiunea concertată a mai multor agenţi antioxidanţi, fiecare cu particularităţile sale 
structurale şi de reactivitate este mult mai eficientă decât acţiunea individuală a 
fiecărui antioxidant. Un alt punct de vedere important este posibilitatea 
carotenoizilor de a funcţiona ca agenţi prooxidanţi în anumite circumstanţe 
determinate de numeroasele duble legături din moleculă, fie datorită  metaboliţilor 
de oxidare a carotenoizilor (aldehide) care pot funcţiona ca mesageri secunzi 
intervenind astfel în procesele de semnalizare celulară. În aceste circumstanţe 
capacitatea antioxidantă a carotenoizilor depinde de cele două procese: reacţia cu 
speciile reactive ale oxigenului şi formarea metaboliţilor de oxidare a carotenoizilor. 

 Absorbţia carotenoizilor la nivelul celulelor mucoasei intestinale are 
loc, după acţiunea prealabilă a lipazelor, prin difuzie pasivă [76] şi este ajutată de 
formarea micelelor de acizi biliari în lumenul intestinului subţire. Structura 
moleculelor de carotenoizi [77,78] precum şi conţinutul micelelor în acizi graşi [76] 
influenţează solubilitatea carotenoizilor în micelele respective. Procesarea 
carotenoizilor la nivelul mucoasei intestinale este un mecanism puţin înţeles. 
Scindarea specifică organismului animal este cea care are loc la legătura C15=C15'. 
Datorită unei asemenea acţiuni, molecula de β–caroten se va transforma în două 
molecule de retinal. Totuşi, degradarea nu se realizează numai la legătura C=C 
centrală, ci şi la nivelul altor duble legături, mai apropiate de unul din ciclurile 
iononice, urmată apoi, de scindări succesive care scurtează progresiv lanţul lateral, 
până la realizarea moleculei de retinal. Acest fapt explică de ce, "in vivo" 
randamentul de producere al vitaminei A este sub cel teoretic. 

 
Fig. 18. Biosinteza vitaminelor A 

  
Carotenoizii sunt esterificaţi cu acid palmitic şi intră în fracţiunea lipoproteică 

a chilomicronilor prin  intermediul cărora ajung apoi în circulaţie. Fracţiunea LDL 
este responsabilă de transportul carotenoizilor hidrofobi (β–carotenul şi licofenul 
[79-81] iar HDL transportă xantofilele care au molecule cu polaritate mai mare 
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[82,83]. După acţiunea lipoproteinlipazelor asupra chilomicronilor, resturile 
chilomicronice ajung la ficat unde carotenoizii se acumulează. De la ficat la ţesuturi 
transportul carotenoizilor se face prin intermediul VLDL şi mai ales LDL.  

Dintre ţesuturi cele mai mari depozite de carotenoizi sunt în ficat şi ţesutul 
adipos [84], dar sunt prezente în multe alte ţesuturi: pancreas, rinichi, plămâni, 
glandele medulosuprarenale, testicule şi ovare, splină, inimă, tiroidă şi ochi. La nivel 
plasmatic, cantitatea de carotenoizi depinde de dietă, de mecanismele de absorbţie 
şi metabolismul carotenoizilor [85]. 

 
 

I.2.4.Compuşi fenolici naturali 
 

I.2.4.1 Clase şi subclase de compuşi fenolici naturali 
 
Compuşii polifenolici naturali care contribuie la apărarea antioxidantă a 

organismului sunt proveniţi prin aport exogen din dietă. Această largă gamă de 
compuşi include: flavonoide, acizi fenolici şi polimeri fenolici (taninuri). În tabelul 3 
[50] sunt prezentaţi într-un mod sintetic compuşii fenolici cei mai reprezentativi 
prezenţi în plante:  

Tabel 3. Compuşii fenolici 
A. ACIZI FENOLICI 

A.1.Acizi hidroxicinamici 

CH CHCOOH

               
Structura  caracteristică        Acid cafeic     Acid clorogenic  Acid p-cumaric 

 

              
Acid   Ferulic   Acid Cinamic      Acid o-cumaric    Acid sinaptic           

BUPT



   Stadiul actual al cunoştinţelor în domeniu - I 42 

                         
Acid    Rozmarinic                Acid Carnozic                  Gingerol 

 
 

             
Hidroxitirozol                       Oleuropeină 

 
Surse: mure, cireşe, pere, mere, portocale, grapefruit, ghimber, 

flori, nuci, seminţe şi în produse derivate din plante: vin, ceai, cafea sau 
ulei de măsline 

A.2. Acizi hidroxibenzoici 

COOH

OH

 Structura caracteristică                    

            
Acid  Ellagic                                Acid Galic 

Surse: căpşuni, zmeură 
B. Flavonoide 
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B. Flavonoide 
B.1 Flavonoli 

O

O
OH

                   
Structura caracteristică flavonolilor           Quercetina 

                             
Kaemferol                                                     Miricetina   

            Rutina  
Surse: Măsline, ceapă, frunze de salată verde, fragi, roşii, broccoli şi în 

produse derivate din plante: sucuri de mere, portocale şi grapefruit , vin roşu, ceai 
verde şi negru 

B.2. Flavanoli 

O

OH

            
Structura caracteristică flavanolilor                                                            
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  Catechina                                                Epicatechina 

Surse: pere, mere, vin şi ceai verde 
B.3 Flavone 

O

O

            
Structura caracteristică flavonelor                        Apigenina   
 

                 
              Luteolina                                              Crizina 
Surse: Ţelină, pătrunjel (apigenina), salvia tomentosa (luteolina), 

floarea pasiunii (crizina) 
B.4 Flavanone 

O

O

                       
Structura caracteristică flavanonelor                      Hesperitină           
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Hesperidină                                         Naringenină 

 

 
Naringină 

Surse : citrice 
B.5.Izoflavani 

 

O

         
Structura caracteristică izoflavanilor                     Glabridină               

Surse: rădăcină de licorice 

B.6. Izoflavone 
 

 

O

O

                 
Structura caracteristică izoflavonelor                      Genisteină                     
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Daidzeină 

Surse: boabe de soia 
C. Taninuri 

 

O

O

O

 
Polimeri formaţi prin condensare          Polimeri catehinici şi epicatehinici 
 

Surse: rodii, vin roşu şi alb şi suc de mere 
 

I.2.4.2. Acidul cafeic şi antioxidanţi din categoria acizilor 
hidroxicinamici 

 
 Acizii hidroxicinamici sunt larg răspândiţi în plante şi în produsele 

obţinute din plante (vezi tabelul nr.3). Componenţii acestei subclase pot fi sintetizaţi 
pornind de la fenilalanină şi contribuie, la rândul lor,  la biosinteza altor compuşi 
fenolici cu structură mai complexă aşa cum sunt flavonoidele [86,87]. Totodată sunt 
componenţi ai peretelui celular, contribuind astfel la menţinerea structurii şi 
susţinerea plantelor. În plante, aceşti acizi hidroxicinamici se găsesc sub formă de 
esteri sau pot fi glicozilaţi ori legaţi de acizi organici sau lipide şi sunt într-o continuă 
interconversie (vezi fig.19). Cei mai răspândiţi în natură sunt acidul cafeic, esterul 
său (acidul clorogenic) şi precursorul său acidul p-cumaric.  

 Activitatea antioxidantă a acestor compuşi este determinată de 
existenţa grupărilor –OH fenolice şi este influenţată de substituienţii existenţi la 
nucleul fenolic. Prin oxidarea monoelectronică a grupării –OH fenolică de către 
speciile radicalice reactive se obţine un radical fenoxi care fie mai suferă o etapă de 
oxidare monoelectronică din care rezultă o chinonă, fie dimerizează şi formează un 
dimer stabil (vezi fig. 20). O grupare catecol conferă capacitate antioxidantă mai 
mare comparativ cu monofenolii (de ex. acidul cafeic are potenţial de oxidare mai 
mare decât acidul p-cumaric). Existenţa unor legături duble care extind conjugarea 
existentă la nucleul fenolic cresc de asemenea capacitatea antioxidantă a 
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compusului deoarece stabilizează radicalul format, în timp ce o catenă laterală 
saturată sau un –H inhibă activitatea antioxidantă.  

 Fig. 19. Structura acizilor hidroxicinamici şi relaţia dintre ei în cadrul biosintezei 
 
Înlocuirea unei grupări –OH din structura o-hidroxi a acidului cafeic cu o grupare 
metoxi –OCH3 (ca în cazul acidului ferulic) sau un –H (cum este cazul acidului p-
cumaric) duc la scăderea capacităţii antioxidante a compusului respectiv.  

 
Fig.20. Activitatea antioxidantă a acizilor hidroxicinamici 
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Acizii hidroxicinamici îşi manifestă acţiunea antioxidantă prin: 
1. reacţia cu anionul superoxid previne iniţierea proceselor de oxidare prin 

intermediul      HO•  şi ONOO-. 
2. formarea de chelaţi cu metalele tranziţionale (Fe, Cu) la nivelul grupărilor –

OH fenolice 

 
3. întreruperea reacţiilor radicalice în lanţ din procesul de peroxidare lipidică 

prin stabilizarea peroxizilor lipidici 
4. regenerarea α-tocoferolului 

În ceea ce priveşte viteza de reacţie cu speciile reactive ale oxigenului, acizii 
hidroxicinamici au aproximativ aceeaşi viteză de reacţie cu radicalii peroxi ca şi 
flavonele, dar viteza de reacţie cu anionul superoxid este cu 2-3 ordine de mărime 
mai mare [88], ceea ce este foarte important având în vedere că anionul superoxid 
nu este foarte reactiv şi că acesta poate genera alte specii mult mai reactive aşa 
cum este HO• sau peroxinitritul ONOO-. Acidul clorogenic reacţionează cu 
peroxinitritul cu o viteză de aproximativ 1000 de ori mai mare decât acidul ascorbic 
şi glutationul [89,90]. 
Interacţiunea cu metalele tranziţionale este importantă pentru că acizii 
hidroxicinamici au capacitatea de forma chelaţi cu fierul atât în stare Fe3+ cât şi Fe2+ 
ceea ce duce la manifestarea atât a proprietăţilor antioxidante cât şi a celor 
prooxidante. Menţinerea fierului în starea redusă Fe2+ care este activă în reacţia cu 
apa oxigenată contribuie la acţiunea prooxidantă manifestată de aceşti compuşi; în 
acelaşi timp reducerea  de către acidul cafeic a Fe3+ la Fe2+ în centrul activ al unor 
enzime cu acţiune peroxidazică (ferilmioglobina [50], lipooxigenaza) duce la 
inhibarea producerii de specii reactive, ceea ce are un efect antioxidant protectiv. 
Această balanţă între manifestarea proprietăţilor antioxidante sau prooxidante 
depinde în mare măsură de condiţiile de mediu (pH, concentraţie, etc). O observaţie 
interesantă este aceea că efectele prooxidante au fost observate la concentraţii ale 
fenolilor cu un ordin de mărime mai mare decât concentraţiile la care fenolii inhibă 
peroxidarea lipidică [50].  
Regenerarea α-tocoferolului este de mare importantă pentru inhibarea oxidării LDL. 
Radicalul α-tocoferil format în decursul reacţiilor radicalice de iniţiere sau întrerupere 
a peroxidării lipidice este destul de stabil şi poate deveni el însuşi un agent 
prooxidant în condiţiile în care activitatea sau fluxul radicalilor oxidanţi  (ROS şi 
RNS) scade [91]. Prevenirea oxidării LDL necesită reducerea radicalilor peroxidici 
proveniţi din lipide de către α-tocoferolul existent în faza lipidică urmată de 
reducerea radicalului α-tocoferil de către un alt antioxidant care funcţionează în 
mediul apos. Cel mai bun antioxidant care poate face acest lucru, menţinând α-
tocoferolul în stare staţionară, este vitamina C (acidul ascorbic). Localizarea 
particulară a α-tocoferolului la suprafaţa membranelor (sau a fazei lipidice) [92-95] 
şi a acidului ascorbic în fază apoasă, favorizează interacţiunea dintre cei doi 
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antioxidanţi la interfaţa dintre cele două medii. Numeroase studii experimentale au 
studiat acţiunea sinergică antioxidantă a acidului cafeic cu α-tocoferolul şi vitamina 
C. Nardini et al. [96] a observat  că în condiţiile unei diete bogate în acid cafeic 
lipoproteinele au fost rezistente la acţiunea agenţilor antioxidanţi, iar suplimentarea 
acidului cafeic în dietă a dus la creşterea nivelului de α-tocoferol în plasmă şi 
lipoproteine. Stocker at al. [97,98] a demonstrat capacitatea acidului cafeic de a 
reduce α-tocoferolul, iar Laranjinha et al. [99] a arătat posibilitatea de regenerare a 
acidului cafeic din radicalul său prin intermediul acidului ascorbic. De fapt, cuplul 
redox acid cafeic/ascorbat stă la baza multor procese de detoxifiere în plante, 
demonstrând posibilitatea unui mecansm de acţiune sinergică α-tocoferolul / acid 
cafeic/acid ascorbic (aşa cum se observă în fig.21). 

 
Fig.21. Acţiunea antioxidantă sinergică a α-tocoferolului, acidului cafeic şi vitaminei C 

 
Localizarea celor trei componente este foarte importantă; acidul cafeic este puţin 
solubil în apă , dar are capacitatea de a pătrunde în faza lipidică unde regenerează 
α-tocoferolul.  
În afară de efectele pozitive precum acţiunea antioxidantă şi de efectul citoprotectiv 
indirect asupra celulelor endoteliale prin blocarea apoptozei celulelor [100], unii acizi 
aşa cum este acidul cafeic poate fi un agent mutagen din cauza efectului prooxidant 
şi a capacităţii de legare de ADN. 
La ora actuală se ştiu foarte puţine lucruri despre biodisponibilitatea şi metabolismul 
acestor comuşi în organismul uman. În ceea ce priveşte riscul toxic se consideră că 
acesta nu există deoarece, în mod obişnuit, se ingeră în cantităţi mari din plante. 
Cea mai mare parte a acizilor hidroxicinamici ingeraţi pe zi o constituie acidul cafeic. 
După ingestie compuşii fenolici sunt transformaţi în derivaţi metilaţi sau pot fi 
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conjugaţi cu acidul glucuronic (ex. conversia acidului cafeic în ferulic) [101]. În urină 
s-au identificat acizii ferulic, cafeic şi cumaric liberi după o dietă bogată în fructe 
[102].  
 

I.2.4.3.Flavonoidele 
 
 Flavonoidele (tabelul 2,B) reprezintă cea mai largă categorie de compuşi 
fenolici din plante (4000 de flavonoide identificate până acum).       
Flavonoidele conţin grupări hidroxilice ataşate la nucleele aromatice care le oferă 
activitate antioxidantă. Flavonoidele se regăsesc de regulă în plante sub formă 
glicozilată.Sunt două mari categorii de flavonoide: antociani (cel mai important grup 
de pigmenţi din plante) şi antoxantine (flavonoli, flavanoli, flavone, flavani şi 
izoflavone)  
Quercetina este principalul constituient al plantelor şi cel mai important flavonoid din 
dieta (ceapă, mere, ceai). Catechina şi epicatechina apar de regulă în combinaţie cu 
acidul galic în compuşi ca epigallocatehingalatul sau cu epicatehingalatul de regulă 
în ceai sau vinul roşu şi pot condensa la polimeri taninici ce sunt prezenţi în fructe şi 
legume. Izoflavonele sunt exclusiv prezente în legume (soia).  
Flavonoidele au acţiune antioxidantă puternică manifestată fie prin donarea 
echivalenţilor reducători către speciile reactive ROS şi RNS,  fie prin chelatarea  
metalelor tranziţionale, reducând posibilitatea acestora de a genera radicali liberi. 
Activitatea antioxidantă depinde de structura flavonoidului respectiv. Există câteva 
considerente generale privind corelaţia structura-activitate antioxidantă.: 

a. Grupările –OH la nucleul B conferă o mare stabilitate radicalului format în 
cazul reacţiilor radicalice de oxidare deoarece cresc delocalizarea 
electronică; grupările –OH de la C3 (nuceul C) şi C5 (nucleul A) cresc 
potenţialul antioxidant al flavonoidelor; 

b. Legătura dublă  între C2 şi C3 precum şi gruparea C=O (la C4) care apar la 
nucleul C în anumite subclase de flavonoide de asemenea extind 
delocalizarea electronilor de la nucleul B; eficienţa acţiunii antioxidante 
creşte cu hidroxilarea şi scade cu glicozilarea 

Acţiunea antioxidantă se manifestă prin inhibarea anumitor oxidaze (NADPH 
oxidaza, xantinoxidaza) ducând astfel la inhibarea iniţierii reacţiilor de oxidare în 
lanţ prin intermediul speciilor reactive ale oxigenului. Ca şi acizii fenolici, 
flavonoidele au capacitatea de a forma chelaţi atât cu ionii de fier divalent cât şi cu 
ionii de fier trivalent ceea ce poate avea nu numai efecte antioxidante, dar şi 
prooxidante, în funcţie de condiţii. Flavonoidele joacă un rol important în protecţia 
împotriva oxdării LDL deoarece sunt liganzi polidentaţi capabili să lege simultan 
suprafaţa mai multor lipoproteine [103] reducând astfel posibilitatea agregării LDL 
[104]. De asemenea, flavonoidele sunt foarte potrivite pentru protejarea 
membranelor celulare împotriva oxidării deoarece au o parte lipofilică şi una 
hidrofilică. Datorită particularităţilor structurale, aceste molecule se poziţionează 
parţial în membrane, protejând celulele de atacul radicalilor liberi atât din exterior 
cât şi din interior. O altă formă de protejare a LDL împotriva oxidării este protecţia 
vitaminei E şi a carotenoizilor din LDL prin regenerarea lor din radicalii 
corespunzători. Protejarea LDL împotriva oxidării duce la scăderea nivelului de 
peroxizi lipidici care inhibă enzima paraxozonaza serică PON-1 [105]. Această 
enzimă este asociată fizic cu HDL din ser şi are rol în protejarea LDL cât şi a HDL 
împotriva oxidării, fiind responsabilă de hidroliza radicalilor lipidici asociaţi LDL.  
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I.3. Stresul oxidativ în sindromul metabolic 
 
 

I.3.1. Disfuncţia endotelială –o legătură între diferitele 
patologii în sindromul metabolic 

 
Noţiunea de sindrom metabolic reuneşte un grup de factori de mare risc pentru 
dezvoltarea diabetului şi a bolilor cardiovasculare. Prevalenţa sindromului metabolic 
în rândul populaţiei este mare 15-20% [106] şi este în continuă creştere datorită 
stilului de viaţă sedentar şi a unei diete necorespunzătoare. Toate cele trei 
importante organizaţii mondiale: Federaţia Internaţională de Diabet - International 
Diabetes Federation (IDF), Panelul III de Tratare a Adulţilor - Adult Treatment Panel 
III (ATP III) şi Organizaţia  Mondială a Sănătăţii -World Health Organisation (WHO) 
admit, cu anumite diferenţe între ele, un trunchi comun al factorilor ce definesc 
sindromul metabolic: obezitate, dislipidemie, hipertensiune arterială şi sindromul 
rezistenţei la insulină sau diabetul [106]. World Health Organisation (WHO) 
consideră, pe lângă factorii menţionaţi anterior, microalbuminuria ca un posibil 
factor de risc pentru ateroscleroză deoarece este un marker al disfuncţiei endoteliale 
[107]. Noţiunea de sindrom metabolic este destul de controversată datorită faptului 
că nu există un mecanism molecular unic şi în consecinţă nici o strategie terapeutică 
unică deoarece reuneşte mai mulţi factori de risc pentru diabet şi bolile 
cardiovasculare, fiecare cu contribuţia sa specifică la starea patologică a 
organismului uman. Cu toate acestea prezenţa simultană a obezităţii, dislipidemiei, 
diabetului şi hipertensiunii arteriale a fost semnalată încă din anii 1970 la mulţi 
subiecţi cu boli cardiovasculare, fiind asociată cu ateroscleroza [108], mai târziu s-a 
demonstrat că rezistenţa la insulină face şi ea parte din acest grup de factori de risc. 
Reaven a introdus pentru prima dată conceptul de rezistenţă la insulină [109]. 
Rezistenţa la semnalul insulinic de preluare a glucozei de către ţesuturi determină 
celulele β pancreatice să producă mai multă insulină pentru a menţine nivelul 
glucozei în limitele normale. După un anumit timp celulele β pancreatice nu mai sunt 
capabile să producă necesarul cronic ridicat de insulină şi acest lucru duce la apariţia 
diabetului zaharat de tip 2. Sindromul de rezistenţă la insulină [110] caracterizat de 
hiperinsulinemie, dislipidemie, hipertensiune arterială, hiperglicemie şi obezitate 
[107], [111] a mai fost denumit sindrom X [107] şi sindrom metabolic [112]. Însă, 
nu toţi subiecţii care au sindrom de rezistenţă la insulină, îndeplinesc criteriile 
corespunzătoare sindromului metabolic  (aproximativ 78% din subiecţii cu sindrom 
metabolic au rezistenţă la insulină şi numai 48% dintre subiecţii cu rezistenţă la 
insulină prezintă sindrom metabolic [104]). Ideea de a reuni din punct de vedere 
diagnostic acest grup de factori drept sindrom atunci în loc să se considere fiecare 
factor de risc ca un factor individual şi să se trateze ca atare, este şi ea discutabilă 
incă. Este evident ca prezenţa mai multor factori la un pacient creşte foarte mult 
riscul unor complicaţii cardiovasculare, dar este de preferat identificarea fiecăruia 
dintre factori la timp şi intervenţia eficace pentru a preîntâmpina dezvoltarea bolilor 
cardiovasculare. Factorii implicaţi în sindromul metabolic se manifestă şi la nivel 
endotelial. În condiţii fiziologice normale endoteliul realizează o barieră între 
peretele vascular şi lumen, menţinănd homeostazia vasculară. Celulele endoteliale 
menţin tonusul vascular şi nivele scăzute ale stresului oxidativ prin producţia 
agenţilor vasodilatatori (NO, PGI2) şi vasocontrictori (ET-1, angiotensina II). În plus, 
endoteliul reglează permeabilitatea vasculară pentru diferiţi constituenţi plasmatici, 
precum şi procesele de adeziune leucocitară şi plachetară, agregarea acestora şi 
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tromboza. În prezenţa complexului de factori de risc ce definesc sindromul 
metabolic, menţinerea funcţionării normale a endoteliului este afectată prin diverse 
mecanisme care duc în final la disfuncţia endotelială care reprezintă un dezechilibru 
între producţia de agenţi vasodilatori şi vasoconstrictori. Aceasta este asociată cu 
creşterea expresiei moleculelor de adeziune, sinteza crescută de factori 
proinflamatori şi protrombotici, stres oxidativ crescut, toate acestea conducând la 
reglarea necorespunzătoare a tonusului vascular cu consecinţe la nivel funcţional 
[113]. Mecanismele prin care obezitatea (centrală sau abdominală) conduce la 
disfuncţia endoteliului sunt multiple şi complexe. În general, creşterea ţesutului 
adipos visceral conduce la un dezechilibru al producţiei anumitor metaboliţi (acizi 
graşi liberi), hormoni (leptina, adiponectina, rezistina) şi citokine (TNF-a, IL-6) care 
favorizează descreşterea sensibilităţii la insulină a ficatului şi muşchiului scheletic şi 
la disfuncţia endoteliului prin crearea unui mediu proinflamator şi proaterosclerotic. 
Rezistenţa la insulina (IR) determină disfuncţia endotelială prin creşterea stresului 
oxidativ urmată de reducerea biodisponibilităţii NO, prin producerea unor compuşi 
proinflamatori precum şi prin mecanismele de acţiune ale insulinei [114]. Acţiunile 
insulinei au efecte divergente asupra funcţiei endoteliale în IR. Mecanismul de 
semnalizare pe calea PI3K/Akt (fosforilarea receptorului insulinic, substratului 
receptorului insulinic, PI-3 kinaza şi Akt) stimulat de insulină, ce favorizează 
pătrunderea glucozei în celulele metabolic active şi produce relaxarea vasculară 
datorită creşterii producţiei de NO, este inhibat [115]. Pe de altă parte, în IR, calea 
de semnalizare MAP kinazică stimulată tot de insulină nu este inhibată fiind 
stimulată producţia vasoconstrictorului endotelina I (ET-1), apariţia inflamaţiei şi 
apoptoza celulelor endoteliale. Dacă ţinem cont că, în IR, pentru a menţine nivelul 
plasmatic al glucozei este stimulată sinteza de insulină ca un efect compensator, 
atunci este evident că dezechilibrul existent în desfăşurarea celor două căi de 
semnalizare este şi mai accentuat având ca rezultat disfuncţia endotelială [116]. 
Disfuncţia endotelială este de asemenea prezentă la subiecţii cu diabet zaharat de 
tip 2 deoarece ceilalţi factori precum rezistenţa la insulină, hiperglicemia (cel mai 
probabil datorită stresului oxidativ indus de starea hiperglicemică [117], 
hipertensiunea arterială, dislipidemia, obezitatea contribuie fiecare la dezechilibrul 
care generează disfuncţia endotelială [118]. Există studii care arată apariţia 
disfuncţiei endoteliale timpuriu în procesul de ateroscleroză [119], unele constatând 
prezenţa acesteia la subiecţi cu factori de risc dar la care ateroscleroza nu se 
manifestă clinic încă [120]. Aceste studii experimentale  sugerează că disfuncţia 
endotelială reprezintă o legătură din punct de vedere mecanistic intre factorii de risc 
menţionaţi mai sus şi dezvoltarea patologiei cardiovasculare, fiind un factor predictiv 
timpuriu nu numai al apariţiei bolilor cardiovasculare, dar şi un factor care 
modelează parcursul clinic al bolii. Îmbătrânirea şi expunerea la factorii de risc duc 
la denudarea endoteliului prin apoptoza celulelor endoteliale [121]. Disfuncţia 
endotelială vine astfel în sprijinul ipotezei „solului comun” formulată de Stern [122] 
care presupune antecedente comune de natură genetică şi condiţii de mediu pentru 
bolile cardiovasculare şi diabet  care, după cum s-a putut constata se întrepătrund 
cu cele ale sindromului metabolic. Se pare că există dovezi care vin în sprijinul 
ipotezei solului comun a lui Stern [122], care presupunea existenţa unor mecanisme 
generale similare pentru diabet şi bolile cardiovasculare, deoarece de-a lungul 
timpului, în cadrul sindromului metabolic au mai fost adăugaţi câţiva factori 
hemostatici: PAI-1, fibrinogen şi FVII [123,124]. Ca urmare, Societatea Americană 
de Endocrionologie şi Organizaţia Mondială a Sănătăţii recunosc sindromul 
cardiometabolic drept un grup de factori metabolici, hemostatici şi de risc 
cardiovascular [125] ca o boală multifactorială care contribuie la creşterea 
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morbidităţii şi mortalităţii în urma bolilor cardiovasculare. Procese precum 
inflamaţia, disfuncţia endotelială, semnalizarea celulară prin intermediul speciilor 
reactive ale oxigenului sau a altor mediatori, procesele de coagulare, care au loc la 
interfaţa dintre sindromul metabolic, diabet şi bolile cardiovasculare (fig.22) 
reprezintă subiecte de interes al cercetării actuale în domeniu. 

 
Fig.22. Factorii de risc aflaţi la interfaţa dintre sindromul de rezistenţă la insulină, 

sindromul metabolic, diabet zaharat tip 2 şi bolile cardiovasculare 
 

I.3.2. Stresul oxidativ la nivelul endoteliului vascular 
 
 Apariţia dezechilibrului între producţia de ROS la nivel vascular şi 
capacitatea mecanismelor vasculare de neutralizare are multiple cauze:  
⎯ creşterea producţiei de specii reactive ale oxigenului 
⎯ reducerea cantităţii de NO 
⎯ presiunea O2, ale cărei modificări sunt sesizate de oxidazele vasculare care 

conduc la posibile adaptări la noile condiţii ce implică expresia genelor şi 
proliferarea 

⎯ fluxul sangvin, ale cărui modificări produc schimbări în semnalizarea oxidantă 
care generează un răspuns vascular adaptativ schimbând expresia proteinelor 
cheie din mecanismul de semnalizare redox [126,127] 

⎯ presiunea la nivelul peretelui vascular care generează o producţie excesivă de 
ROS  [128] care prin mecanismele de semnalizare oxidantă contribuie la 
răspunsul acut al ţesutului vascular la presiunea asupra peretelui vascular 
[129] 
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La nivelul endoteliului vascular, reacţia dintre anionul superoxid şi NO duce la 
formarea peroxinitritului, un compus cu azot foarte reactiv: 
     O¯

2
• + NO→ ONOO- • 

are o deosebită importanţă datorită faptului că NO este un important factor care 
produce relaxarea vasculară la nivelul muşchiului neted vascular. În absenţa enzimei 
SOD, concentraţiile intracelulare ale anionului superoxid sunt de ordin nanomolar; în 
prezenţa enzimei SOD acestea scad la nivel picomolar datorită dismutaţiei anionului  
superoxid. Aceste nivele scăzute de O¯

2
• nu interacţionează direct cu sistemele de 

semnalizare, dar apa oxigenată produsă în urma reacţiei de dismutaţie poate 
interacţiona cu sistemele de semnalizare celulară [1]. Concentraţii de NO de ordin 
nanomolar intră în competiţie cu enzimele SOD pentru neutralizarea anionului 
superoxid [130,131] viteza reacţiei dintre NO şi anionul superoxid fiind de 3 ori mai 
mare decât a reacţiei de dismutaţie.  
 La concentraţii mai mari de anion superoxid acesta interacţionează cu NO şi 
catecolaminele vasoactive ducând la apariţia unui răspuns vascular vasoconstrictor; 
NO este responsabil de inhibarea agregării plachetare şi de inhibarea adeziunii 
leucocitelor la endoteliu. În momentul în care creşte concentraţia de NO la nivel 
nanomolar, acesta intră în interacţiune cu anionul superoxid, competiţionând cu 
dismutaţia acestuia prin intermediul enzimelor SOD. Modul în care desfăşurarea 
acestei reacţii contribuie la semnalizarea vasculară depinde de nivelele de anion 
superoxid şi NO disponibile şi de cantitatea de produs de reacţie format  

⎯ reducerea cantităţii de NO  
La concentraţii de ordin nanomolar NO se leagă de gruparea de tip hem a guanilat 
ciclazei solubile (sGC) şi la complexul hem-cupru al citocromoxidazei producând 
stimularea cGMP (GMP ciclic) responsabilă de efectul vasodilatator. NO este 
responsabil de asemenea de inhibarea agregării plachetare sau adeziunea 
neutrofilelor la endoteliu. Scăderea concentraţiei NO în urma reacţiei cu anionul 
superoxid duce la un răspuns vasoconstrictor dar şi la  creşterea permeabilităţii 
endoteliului pentru proteinele plasmatice şi recrutarea proteinelor şi celulelor 
inflamatoare. Scăderea producţiei sau a bioactivităţii NO ca vasodilatator este unul 
dintre markerii timpurii ai aterosclerozei şi se datorează mai multor mecanisme 
posibile: 

 existenţa substratului L-arginină şi a cofactorului enzimatic BH4; 
 inhibarea sintezei de NO la nivelul eNOS de către ADMA şi alţi analogi ai L-

argininei; 
 decuplarea eNOS datorită oxidării BH4 de către peroxinitrit cu transformarea 

ei într-o sursă de radicali O¯
2
•  ; 

 biosinteză scăzută a BH4 datorită unor mutaţii la nivelul genei implicată în 
sinteza BH4; 

 producţie crescută de ROS; 
 activitate redusă a enzimelor SOD;  
⎯ reducerea cantităţii de anion superoxid  

Reducerea disponibilităţii anionului superoxid afectează mecanismele de reglare a 
proceselor de diferenţiere şi creştere celulară, supravieţuire şi apoptoză. Contribuţia 
la procesele de reglare a creşterii şi diferenţierii celulare se datorează în foarte mare 
măsură şi producţiei de H2O2 care este un mediator important al acestor procese. S-
a arătat că inducerea generării anionului superoxid în celulele endoteliale cu 
angiotensină II [132] stimulează calea Raf-1/MAPK ducând la o expresie anormală a 
unor gene. S-a demonstrat că stimularea expresiei SOD inhibă proliferarea celulară 
[133] şi creşte susceptibilitatea celulelor pentru apoptoză, în timp ce inhibarea 
expresiei SOD stimulează proliferarea celulară şi inhibă apoptoza. În afară de 
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implicarea anionului superoxid şi a H2O2 în reglarea proceselor de diferenţiere şi 
creştere celulară, acestea sunt implicate şi în procesele de remodelare vasculară sau 
de lezare tisulară prin: 

 activarea proteinelor tirozin-kinazice; 
 stimularea tirozinfosfatzelor şi factorilor de transcripţie (ex. NF-Kb şi AP-1) 

care induc expresia genelor proinflamatoare cu rol în procesul de inflamaţie 
vasculară asociată cu hipertensiunea şi ateroscleroza; 

 stimularea procesului de depunere al proteinelor din matricea extracelulară 
la nivelul endoteliului care contrbuie la procesele de remodelare vasculară;  

 creşterea permeabilităţii endoteliului şi infiltrarea limfocitelor; 
⎯ formarea peroxinitritului ONOO-•  

Reactivitatea ridicată a acestei specii duce la modificarea structurii ADN, alcoolilor şi 
glucidelor, a structurii proteinelor şi lipidelor modificări care pot conduce la lezarea 
ţesutului vascular în condiţiile în care se menţine o producţie ridicată a acestuia pe o 
perioadă mai lungă de timp. Una dintre cele mai importante acţiuni de semnalizare a 
peroxinitritului o constituie reacţiile de nitrozare ale tiolilor de tipul: 
                        RSH + ONOO-•→RSNOx 
  RSNOx +GSH →R(SH)SSG 
  RSNOx + R`SH→ RSH + R`SNOx  
care prin posibilitatea reversibilităţii lor constituie o modalitate de reglare foarte fină 
a acestor procese prin intermediul sistemelor redox celulare.  
În cazul  nitrozării anumitor tioli din compoziţia gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazei 
sau creatin kinazei se produc anumite disfuncţionalităţi în metabolismul glucidic iar 
nitrozarea tiolilor la nivelul proteinei G p21ras stimulează activarea căii 
proteinkinazelor activate de mitogeni (p42/p44 MAPK). Alte modalităţi de 
semnalizare se datorează interacţiei ONOO-• cu centrele Fe-S ale proteinelor 
componente ale lanţului mitocondrial şi a aconitazei care inhibă desfăşurarea 
proceselor mitocondriale corespunzătoare. Formarea ONOO-• este asociată cu 
inhibarea catalazei [32], GSH peroxidaza [134], MnSOD [135] ceea ce duce la 
creşterea semnalizării oxidante şi la procesele de lezare celulară. De asemenea PGI2 
sintaza este mai sensibilă la acţiunea ONOO-• la nivelul unui rest de tirozină în urma 
căreia enzima poate fi inhibată.  
 Menţinerea stării de stres oxidativ la nivelul endoteliului vascular pe o 
perioadă mai lungă de timp duce la perturbarea echilibrului dintre producţia şi 
neutralizarea speciilor reactive care pune în acţiune mecanismele de semnalizare 
precizate anterior care conduc la dezechilibrul dintre vasodilatare şi vasoconstricţie. 
Acest dezechilibru este cauza disfuncţiei endoteliale şi iniţiază procese implicate în 
procesul de ateroscleroză printre care: creşterea permeabilităţii endoteliului, 
agregarea plachetară, adeziunea leucocitelor şi generarea de citokine [136,137]. 

 
I.3.3. Factori genetici implicaţi în controlul speciilor reactive ale 

oxigenului 
 
 Controlul speciilor reactive ale oxigenului este un subiect de cercetare intens 
studiat la ora actuală din cauza implicării acestor specii chimice în iniţierea şi 
progresul unor boli majore cu care se confruntă omenirea precum bolile 
cardiovasculare, diabetul, cancerul şi îmbătrânirea. Controlul producţiei şi 
neutralizării acestor specii presupune mecanisme complexe de reglaj fin al unui 
număr mare de procese. Un factor important care influenţează desfăşurarea tuturor 
acestor procese este factorul genetic, determinat de secvenţa ADN din genomul 
individului, care influenţează de asemenea  predispoziţia, parcursul bolii, dar şi 
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răspunsul la o anumită terapie. Modificările secvenţei ADN la nivel nucleotidic 
(translocări cromozomiale, polimorfime, mutaţii, etc [138]) au repercursiuni asupra 
funcţionalităţii anumitor gene şi se manifestă atât la nivelul expresiei genice cât şi la 
nivelul funcţionalităţii proteinelor codificate de aceste gene. Polimorfismele şi 
mutaţiile cauzate de modificarea unei singure nucleotide (SNP) sunt cele mai 
frecvente modificări ale secvenţei ADN existând mai mult de 5 milioane de SNP 
detectate până în prezent. În funcţie de frecvenţa în populaţie, aceste variaţii 
genetice de numesc SNP (frecvenţa >1%) sau mutaţii (frecvenţa <1%). SNP-urile 
sunt foarte folositoare ca markeri ADN, incidenţa mutaţiilor fiind de 10-

9/locus/generaţie 
 
                     ......CTCCCCGTGGAGCT... 
                    ......CTCCCCGTCGAGCT... 

Fig. 23. Situsul polimorfic la nivelul a 2 secvenţe ADN 
 
Mijloacele folosite în domeniul ingineriei genetice permit, pe de o parte, identificarea 
modificărilor naturale ale secvenţei ADN asociate cu anumite patologii, dar şi 
modificarea artificială a secvenţei ADN in vivo şi in vitro în scopul reglării expresiei şi 
funcţiei anumitor proteine cheie. Aceste mijloace sunt reunite într-o strategie relativ 
nouă: analiza funcţională a secvenţei genice. 
Analiza funcţională a polimorfismelor şi mutaţiilor implică o gamă variată de metode 
atât metode bioinformatice cât şi metode experimentale. De regulă folosirea mai 
multor metode pentru validarea unui rezultat oferă mai multă încredere în 
rezultatele obţinute. Atunci când se investighează posibilitatea ca gena respectivă să 
fie o genă candidat pentru o anumită boală atunci, cea mai folosită metodă este 
asocierea polimorfismelor identificate în populaţie cu boala respectivă, pentru că 
este uşor de aplicat şi rapidă totodată. Indiferent de plasarea situsului polimorfic la 
nivelul genei, studiile populaţionale care se realizează în scopul stabilirii unor 
asocieri semnificative din punct de vedere statistic între frecvenţele diferitelor 
genotipuri corespunzătoare polimorfismului în cauză şi parametrii care definesc sau 
caracterizează o anumită stare patologică sunt întotdeauna un mijloc foarte bun de 
investigare a funcţionalităţii respectivului polimorfism. Deşi aceste studii contribuie 
la investigarea relaţiei genotip-fenotip totdeauna trebuie să ţinem cont că procesele 
de creştere celulară precum şi nivelele de proteină în ser sunt influenţate de mulţi 
alţi factori în afară de factorul genetic, aşa că interpretarea rezultatelor este mult 
mai dificilă. O altă metodă utilă de asemenea în investigarea  tuturor 
polimorfismelor este crearea animalelor transgenice în care gena endogenă a fost 
înlocuită cu varianta polimorfică a genei analizate şi observarea schimbărilor care au 
în fenotip. În afară de cercetarea realaţiei genotip-fenotip in vivo prin studii pe 
modele umane sau animale, în funcţie de poziţia polimorfismelor la nivelul secvenţei 
genice (fig. 24) se aplică metode variate:  
 Polimorfismele la nivelul secvenţei ce codifică proteinele care duc la 

modificarea secvenţei de aminoacizi a proteinelor se studiază prin obţinerea 
variantelor recombinate ale proteinelor. Acestea vor fi folosite pentru investigarea 
capacităţii de legare a diferiţilor liganzi/receptori sau pentru studierea interacţiunilor 
proteină-proteină. 
 Polimorfismele la nivelul intronilor care se presupune că afectează 

splicing-ul se studiază folosind metoda de cuantificare semicantitativă a numărului 
de copii rezultate în urma amplificării PCR a fragmentului cuprins între joncţiunile de 
splicing ale ARN-ului extras dintr-un anumit tip de celule prin tehnica Real Time PCR 
(RT-PCR).  
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Fig. 24. Structura genei cu evidenţierea organizării modulare a promoterului 

 
 Polimorfismele la nivelul regiunii netranslatate 3`sunt investigate cu 

ajutorul metodei ce măsoară activitatea reporterului atunci când secvenţa 
polimorfică este plasată în aval faţă de gena reporter în cadrul unui construct 
plasmidial cu care se transfectează celulele de interes. Activitatea reporterului poate 
fi influenţată pozitiv sau negativ de prezenţa secvenţei polimorfice de interes.  
Analiza funcţională a polimorfismelor din regiunile promotor şi elementele 
stimulatoare care pot afecta reglarea genei se poate face printr-o combinaţie de 
metode computaţionale şi experimentale [139-142], care conectează caracteristici 
legate de organizarea specifică a promotorului cu aspecte legate de procesul de 
reglare a expresiei genei prin investigarea anumitor interacţiuni in vivo şi in vitro. 
Promotorul unei gene, poziţionat de regulă în amonte de SST - situsul de start al 
transcripţiei unei gene - sau suprapus cel mai adesea peste primul exon al genei, 
reprezintă secvenţa de ADN cis-relatoare care iniţiază procesul de transcripţie al 
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genei. Regiunea promotor conţine secvenţe scurte de ADN (5-25 bp) numite situsuri 
de legare a factorilor de transcripţie (SLFT) capabile să recunoască şi să lege specific 
proteine reglatoare (factori de transcriptie sau FT) pentru a forma complexul de 
iniţiere a transcripţiei [143]. Caracteristicile organizaţionale ale promotorilor genelor 
umane determina funcţionalitatea unui promotor în contextul unei semnalizări 
specifice. Particularitatea este dată de organizarea promotorului în module 
structurale aranjate specific [144,145] (vezi fig.24). Aceste module sunt alcătuite 
din situsuri multiple pentru factorii de transcripţie aranjate după un anumit tipar 
bine definit [146] care determină un răspuns specific al promotorului la semnale 
specifice [146-148] într-un anumit tip de celulă sau ţesut. Funcţionalitatea 
promotorului este dată de organizarea ierarhică a acestor SLFT –uri în module [144] 
ce permite ca interacţiunile dintre proteinele reglatoare (FT), SLFT şi celelalte 
componente ale sistemului transcripţional să se desfăşoare într-un mod specific. 
Analiza complexă a funcţionalităţii promotorilor sau a elementelor stimulatoare 
cuprinde mai multe etape:  
1. Analiza computaţională a secvenţei genice respective care are ca scop 
identificarea computaţională a factorilor de transcripţie cu probabilitatea cea mai 
mare de a fi funcţionali. Aceasta cuprinde mai multe etape [149]: identificarea 
promotorilor, predicţia situsurilor de legare a factorilor de transcripţie (SLFT)  şi 
analiza profilului expresiei genelor co-reglate intraspecii sau comparaţie între specii  
(genomică comparativă sau amprentarea filogenetică) pentru identificarea regiunilor 
care au probabilitate mai mare de a funcţiona ca şi elemente reglatoare 
2. Metodele experimentale in vitro şi in vivo pentru validarea funcţionalităţii 
secvenţelor polimorfice identificate prin analiza computaţională au drept scop: 
înţelegerea interacţiunior dintre complexele proteice şi secvenţa ADN a promotorului 
(folosind metode precum: analiza diferenţei de electromobilitate - EMSA, analiza 
hipersensibilităţii la DNA-ză I (analiza HD), imunoprecipitarea cromatinei – CHIP – 
sau metoda de imunoprecipitare a cromatinei cuplată cu microarray – CHIP-chip)  şi 
înţelegerea modului cum aceste interacţiuni între factorii de transcripţie şi promotor 
afectează nivelul expresiei genice (analiza activităţii genelor reporter, qRT-PCR, 
microarray). Toate aceste strategii experimentale se întrepătrund pentru a înţelege 
cum complexele proteice interacţionează cu promotorul genei respective pentru a 
forma complexul de iniţiere a transcripţiei care este primul pas spre producţia de 
ARNm.  
 În scopul identificării unor factori genetici care controlează nivelul speciilor reactive 
ale oxigenului, studiul de literatură efectuat a identificat 3 gene candidat:  

 EC-SOD (SOD3) 
 C/EBPα 
 C/EBPβ  

ce corespund proteinelor: superoxid dismutaza extracelulară (EC-SOD) şi 
izoformelor α respectiv β a proteinelor de legare a stimulatorului CCAAT 
(C/EBPα respectiv C/EBPβ)  
care sunt implicate în modularea nivelului speciilor reactive ale oxigenului. 
  

I.3.3.1. Gena EC-SOD (SOD3)- factor implicat în controlul ROS la 
nivel vascular 

 
 EC-SOD (SOD3) umană localizată la nivelul cromozomului 4p16.3-q21 [150] 
constă din trei exoni şi doi introni şi codifică o metaloproteină homotetramerică 
cu masa subunităţii monomerice de 135 KDa [151]. Această proteină face 
parte din familia superoxid dismutazelor (SOD). Enzimele SOD, aşa cum s-a 
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precizat anterior, catalizează reacţia de dismutaţie a anionului superoxid. Cele 
trei enzime care fac parte din această familie sunt: CuZn-SOD (SOD-1), Mn-
SOD (SOD-2) şi EC-SOD (SOD-3). Acestea sunt compartimentalizate într-un 
mod care eficientizează acţiunea concertată a celor trei enzime în dismutaţia 
anionului superoxid: Cu, Zn – SOD are localizare citosolică, Mn-SOD are 
localizare mitocondrială şi EC-SOD are localizare extracelulară. Deoarece 
compartimentalizarea anionului superoxid are repercursiuni asupra efectului 
oxidant total, localizarea specifică a enzimelor SOD are o semnificaţie 
deosebită în apărarea antioxidantă a organismului. EC-SOD este o glicoproteină 
ancorată de suprafaţa membranei celulare prin intermediul domeniului său de 
legare la heparină care-i conferă afinitate pentru heparan sulfat şi alţi 
proteoglicani din membrana celulară şi din matrix.  
 EC-SOD a fost detectată pentru prima dată în plasmă, limfă, ascite şi lichidul 
cefalorahidian [152]. Un studiu efectuat de Folz şi Crapo [153] a arătat că inima, 
placenta, pancreasul şi plămânii sunt organele cu cea mai ridicată expresie EC-SOD, 
în timp ce creierul şi ficatul au cel mai scăzut nivel de expresie al EC-SOD.  
La nivel vascular, EC-SOD este secretată în principal din celulele muşchiului neted 
vascular şi distribuită la nivelul peretelui vascular în funcţie de afinitatea enzimei 
pentru heparan sulfat şi colagen I , regăsindu-se în concentraţii mari la nivelul 
endoteliului şi al intimei arteriale [154,155]. EC-SOD este principala izoformă SOD 
din artere datorită activităţii sale care este de aprox. 100 de ori mai mare în artere 
şi aorta toracică comparativ cu muşchiul scheletic sau ţesutul adipos [153,154] şi 
reprezintă 70% din activitatea tuturor enzimelor SOD în aorta [154]. În acest fel, 
prin localizarea sa strategică între endoteliu şi muşchiul vascular EC-SOD protejează 
NO de atacul radicalului superoxid  în timpul difuzei acestuia din endoteliu, făcându-l 
disponibil pentru manifestarea efectului vasodilatator [156-159]. Referitor la EC-
SOD care este cel mai puţin studiat membru al familiei EC-SOD se ştiu puţine 
lucruri despre structura, reglarea şi funcţiile acestei proteine. ADNc 
corespunzător EC-SOD codifică o secvenţă peptidică de 240 de aminoacizi care 
include 18 aminoacizi corespunzători peptidei semnal şi 220 aminoacizi 
corespunzători proteinei mature [160]. Proteina matură EC-SOD cuprinde trei 
domenii funcţionale (vezi fig.25):  

 
   Fig. 25. Domeniile funcţionale ale proteinei EC-SOD 
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1.Capătul N-terminal este responsabil de structura cuaternară a proteinei prin 
formarea punţilor disulfidice între unităţile monomerice [161].  
2.Domeniul central prezintă similaritate de aprox. 50% cu o parte din secvenţa 
proteinei Cu,Zn-SOD [160]. La nivelul regiunii centrale a EC-SOD se conservă 
resturile de aminoacizi esenţiale pentru legarea Cu şi Zn identificate şi la 
nivelul enzimei Cu,Zn-SOD. La nivelul regiunii omoloage din Cu,Zn-SOD există  
4 resturi de cisteină iar la nivelul EC-SOD s-au identificat 6 resturi de cisteină 
[160,161]. Peteresen şi Engild [161] au arătat că în funcţie de legăturile 
intramoleculare formate există mai multe izoforme EC-SOD.  
3.Capătul C-terminal este format din resturi de aminoacizi care-i conferă un 
caracter hidrofilic pronunţat [160]. Datorită conţinutului mare de resturi de Arg 
şi Liz, această regiune este susceptibilă la atacul proteazelor specifice pentru 
resturile bazice [161]. Regiunea C-terminală este implicată în localizarea 
enzimei în spaţiul extracelular, deoarece prezenţa resturilor bazice de Arg şi Liz 
favorizează legarea enzimei la heparan sulfat, alţi glicozaminoglicani şi colagen 
I [162] ducând la distribuirea enzimei în matrix în funcţie de afinitatea enzimei 
pentru anumiţi liganzi. Legarea acestora este determinată de 6  resturi Arg210-
Liz-Liz-Arg-Arg-Arg [161, 163, 164] care formează domeniul de legare la 
heparină (HBD-heparin binding domain) şi este dependentă de pH [165] [161]. 
Există mai multe posibilităţi de reglare a EC-SOD atât la nivel transcripţional, 
cât şi la nivel translaţional sau posttranslaţional. Mecanismul de reglare a 
activităţii enzimatice se bazează pe formarea mai multor tetrameri EC-SOD cu 
activitate enzimatică diferită [163] datorită celor două tipuri diferite de 
subunităţi: o formă activă (aEC-SOD) şi una inactivă (iEC-SOD) care determină 
existenţa a 5 tetrameri cu activitate diferită.  
Cele două forme EC-SOD diferă prin punţile de sulf intramoleculare ce se 
formează între resturile de cisteină existente în secvenţa de aminoacizi a EC-
SOD, în cazul formei active structura obţinută fiind mai compactă [161]. Nu se 
ştie cu exactitate care este cauza exactă şi rolul acestei forme inactive a EC-
SOD, dar  este posibil ca această variantă inactivă a EC-SOD să aibă o altă 
funcţie, ţinând cont de faptul că proteinele care au punţi de sulf la Cys vicinale 
participă la transferul de elecroni sau funcţionează ca molecule cheie de 
reglare a anumitor procese [161].  
Controlul localizării celulare a EC-SOD se face prin proteoliza domeniului C-
terminal (Glu209 este aminoacidul terminal) care duce la scăderea afinităţii 
enzimei pentru heparan sulfaţi şi respectiv pentru suprafaţa celulară sau 
matrix. Scindarea proteolitică a domeniului C-terminal cu pierderea domeniului 
de legare de heparină şi a afinităţii pentru matrix sau suprafaţa celulară 
facilitează pătrunderea formei trunchiate în vasculatură prin capilare şi fluxul 
limfatic [166]. Există dovezi că proteoliza are loc intracelular imediat înainte de 
secreţia proteinei în spaţiul extracelular [167,168].  
 La nivelul genei EC-SOD au fost studiate câteva polimorfisme. Cel mai 
intens studiată a fost mutaţia Arg213Gly care cauzează o creştere a nivelului 
plasmatic al EC-SOD  de 8-15 ori [169] fiind  investigată pentru asociere cu 
ateroscleroza [170]. Efectul acestui polimorfism se datorează faptului că 
substituirea Arg cu Gly modifică afinitatea pentru heparină şi pentru suprafaţa 
endoteliului vascular. O altă mutaţie identificată la nivelul genei SOD3 a fost 
Thr40Ala, care nu afectează capacitatea de legare de heparină [169].  
 Controlul expresiei genei EC-SOD este un domeniu puţin studiat şi nu 
se cunosc încă mecanismele de reglare a expresiei EC-SOD [171]. Implicarea 
directă a enzimei în dismutarea anionului superoxid, precum şi implicarea 
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acesteia în diferite patologii cardiovasculare [172] au condus la selectarea 
genei EC-SOD ca fiind unul dintre factorii cei mai importanţi ce pot exercita un 
control adecvat asupra nivelului speciilor reactive ale oxigenului din organismul 
uman. 

 
I.3.3.2. Genele ce codifică factorii de transcripţie C/EBPα şi 

C/EBPβ - implicate în reglarea speciilor reactive ale oxigenului la 
nivelul ţesutului adipos 

 
Familia CCAAT de factori de transcripţie fac parte din categoria factorilor de 
transcripţie din categoria bZIP şi acţionează ca reglatori ai diferenţierii 
celulare. Prin acţiunile lor de activare a transcripţiei unor gene, ei joacă un rol 
important în homeostazia glucozei, adipogeneză şi inflamaţie. Factorii de 
transcripţie din familia C/EBP  au o structură modulară formată dintr-un 
domeniu de transactivare (fig.26) situat în capătul N-terminal, un domeniu de 
legare ADN şi un domeniu de dimerizare de tip fermoar de leucină (bZIP) 
[173]. 

      
Fig.26. Modul de acţiune a factorilor de transcripţie din familia C/EBP pentru reglarea 

transcripţiei genelor 
 
Aceste proteine se leagă la secvenţa consens de recunoaştere a C/EBP: 
RTTGCGYAAY (R=A sau G; Y=C sau T) aflată în promotorii genelor care 
trebuiesc transcrise. Factorii de transcripţie din această categorie acţionează ca 
dimeri (homo- sau heterodimeri) [174,176]. Domeniul bZIP al factorilor de 
transcripţie ai membrilor din familia C/EBP  este alcătuit din 7 resturi de 
leucină şi pot dimeriza cu factori de transcripţie din aceeaşi familie sau cu alţi 
factori bZIP (precum NF-kB sau cei din familia Fos/Jun [173] prin interacţiuni 
electrostatice sau punţi disulfidice.  
Membrii familiei C/EBP prezintă omologie structurală şi funţională, dar diferă 
prin specificitatea de ţesut şi capacitatea de transactivare [173].La ora actuală 
sunt cunoscuţi 5 membri ai acestei categorii (α, β, γ, ε, δ şi ξ) care sunt 
prezentaţi pe scurt în tabelul 4. Exceptând C/EBPε şi C/EBPξ, ceilalţi mebrii ai 
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familiei C/EBP sunt sunt codificaţi de gene fără introni [173]. Mai multe 
proteine C/EBPα şi β rezultă prin translaţia alternativă din ARNm corespunzător 
C/EBPα şi C/EBP β generate de existenţa mai multor codoni AUG care 
generează proteine care au domeniul N-terminal trunchiat [173-177].  

 
Tabel 4. Familia de proteine C/EBP 

Factor  
de 

transcripţie 

Caracterizare Alte nume 

C/EBPα 
19q13.1 

Implicată în reglarea IRS1, GLUT4, 
acetyl-CoA carboxilaza, rezistina, 
leptina, adiponectina, stearoil-CoA 
desaturaza. acid gras sintetaza , 

receptorul nuclear X 

C/EBPα 

C/EBPβ 
20q13 

Reglează expresia genei IL-6 NF-IL6, 
IL-6DBP 

CRP2, AGP-EBP, 
NF-M, ApCEBP 

C/EBPγ 
? 

Dimerizează cu ceilalţi membri ai 
familiei  C/EBP şi inhibă transcripţia

Ig/EBP 

C/EBP δ 
8p11.2-p11.1 

 CELF, CRP3, 
RcCEBP2 

C/EBPε 
14q11.2 

Este pezent numai în linia 
mieloidică;este reglator vital al 

granulopoiezei . Îi lipseşte 
domeniul de transactivare şi  

acţionează ca o izoformă dominant 
negativă 

CRP1 

C/EBPξ 
12q13.1-q13.2 

Este o izoformă dominant negativă; 
dimerizează cu  C/EBP δ , C/EBPβ 

C/EBPα 
şi inhibă expresia genelor 

CHOP-10 
Gaad 153 

 
 Gena corespunzătoare C/EBPα uman conţine un singur exon ce codifică 
356 de aminoacizi [178]. La nivelul secvenţei de ARNm (GeneBank NM_00434) 
există 4 codoni de start AUG în cadrul de citire. Utilizând aceşti codoni start 
pentru iniţierea translaţiei, se obţin 4 proteine diferite: p42 C/EBPα, p38 C/EBPα, 
p30 C/EBPα, p20 C/EBPα. Mecanismul implicat în translatarea acestor izoforme 
dintr-o singură secvenţă de ARNm nu este încă elucidat complet. Mecanismul 
propus se bazează pe o greşeală de scanare ribozomală ca şi în cazul 
C/EBPβ.Gena corespunzătoare C/EBPβ uman este o genă fără introni al cărei 
ARNm generează mai multe izoforme [175]. Existenţa acestor izoforme 
multiple este importantă pentru reglarea diferitelor procese. Flodby et al. [179] 
a arătat că izoformele C/EBPβ  cu masă moleculară mică sunt induse ca 
răspuns la hepatectomie sugerând rolul lor în proliferarea celulelor hepatice. 
Izoformele p20 C/EBPβ (proteina inhibitoare specifică ficatului-LIP) şi p35 C/EBPβ 
(proteina activatoare specifică ficatului, LAP) au fost investigate privind 
contribuţia lor în procesul de adipogeneză. Proteina p35 C/EBPβ induce 
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diferenţierea adipocitelor 3T3-L1, iar supraexpesia izoformei p20 C/EBPβ în 
timpul procesului de diferenţiere inhibă p35 C/EBPβ ducând la inhibarea 
diferenţierii adipocitelor [180].  Mecanismul propus este cel al unei greşeli de 
scanare ribozomală [181,182] la care mai contribuie şi alte mecanisme 
[183,184].  
 Expresia celor doi factori de transcripţie este reglată ca răspuns la 
diferiţi factori: citokine, mitogeni, hormoni, nutrienţi sau stres oxidativ. 
Reglarea are loc la diverse nivele: transcripţional, translaţional, prin 
interacţiuni cu alte proteine, prin fosforilare-defosforilare, etc [185]. C/EBPα a 
fost identificat la nivelul ţesutului adipos, ficat, intestin, plămân şi placenta 
[186]. În ţesutul adipos şi ficat, în celulele diferenţiate, nivelul de ARNm al 
C/EBPα este cel mai ridicat. C/EBPβ este exprimată în ficat, intestin, placentă, 
ţesut adipos, splină, rinichi [185]. Aceşti factori de transcripţie joacă un rol 
important în homeostazia glucozei, în diferenţierea şi proliferarea celulară 
celulară (adipocite, celule mieloidice, hepatice) şi inflamaţie: 
1. Factorii de transcripţie C/EBPα şi C/EBPβ sunt reglatori majori ai 
adipogenezei. Procesul de adipogeneză este procesul în care preadipocitele se 
transformă în celule adipocite mature [187]. Celulele precursoare (preadipocite 
şi fibroblaşti pluripotenţi) se pot diferenţia la adipocite mature [188] în 
prezenţa unor stimuli hormonali (insulină, glucocoticoizi) sau a unor 
fosfodiesteraze care cresc nivelul de cAMP [180]. Stimularea preadipocitelor cu 
factori de creştere duce la formarea adipocitelor mature care acumulează lipide 
şi exprimă markeri specifici cum sunt leptina şi adiponectina [187]. Mecanismul 
complex de reglare a procesului de adipogeneză implică 3 clase mari de factori 
de transcripţie: PPARγ (receptor hormonal nuclear numit proliferator 
peroxizomal), C/EBP şi ADD1/SREBP-1c (element de diferenţiere şi determinare 
a adipocitelor/proteina de legare a elementului care răspunde la sterol-1c). 
Procesele care au loc în adipogeneză au fost studiate pe diverse culturi celulare 
şi au fost evidenţiate mai multe etape. În preadipocite, expresia C/EBPα este 
suprimată atât la nivel de promotor cât şi la nivel de cromatină. Inducerea 
adipogenezei se face folosind insulină, dexametazonă (glucocorticoid) sau 
metilizobutilxantina (MIX) care dau semnalul expansiunii clonale mitotice. 
Dexametazona activează direct C/EBPδ, iar metilizobutilxantina activează 
C/EBPβ [186]. Preadipocitele supuse inducerii urmează câteva cicluri de 
diviziune celulară. După 1 sau 2 cicluri de diviziune (trecând de G1-S), 
preadipocitele intră în faza G0 a ciclului celular, unde sunt forţate să se 
diferenţieze la celule adipocite mature. C/EBPβ este un factor care apare în 
etapele timpurii ale procesului de expansiune clonală şi este absolut necesar 
pentru desfăşurarea procesului de adipogeneză, deoarece el acţionează ca un 
activator transcripţional atât al PPARγ cât şi al C/EBPα [189]. PPARγ 
heterodimerizează cu receptorul acidului retinoic (RXR) pentru a exercita un rol 
cheie în funcţionarea celor mai multe gene specifice adipocitelor [187] aşa cum 
sunt enhancerii ai PEPCK (fosfoenolpiruvatcarboxikinazei) [190]. Produsul 
corespunzător genei C/EBPα nu este detectabil decât în stadiile târzii ale 
procesului de adipogeneză [191-192]. Ambele izoforme p42 C/EBPβ şi p30 C/EBPβ 
sunt prezente în etapa de diferenţiere, dar izoforma p30 C/EBPβ se exprimă 
înaintea izoformei p42 C/EBPβ care este singura capabilă să termine expansiunea 
clonală [194]  prin transactivarea promotorilor unor gene specifice adipocitelor 
mature. Odată ce creşterea celulară este oprită, expresia genelor  C/EBPβ şi 
C/EBPδ se reduce [195], iar etapa de diferenţiere terminală necesită, pe lângă 
C/EBPα şi ADD1/SREBP-1c care activează PPARγ [195-196] iar aceştia prin 

BUPT



   Stadiul actual al cunoştinţelor în domeniu - I 64 

legare la RXR activează C/EBPα [197]. La rândul său, C/EBPα reglează expresia 
PPARγ. C/EBPα activează foarte multe gene printre care IRS1 [198], GLUT4 
[199], acetyl-CoA carboxilaza [200], rezistina [201], leptina [202], 
adiponectina [203],  stearoil-CoA desaturaza [204], acid gras sintetaza [198], 
receptorul nuclear X din ficat ce reglează sinteza de colesterol şi preluarea 
glucozei la nivelul ficatului [205,206] . 
2. În afară de rolul lor major în adipogeneză, cei doi factori de transcripţie 
în discuţie sunt reglatori cheie ai metabolismului glucozei. Factorul de 
transcripţie C/EBPα a fost denumit „reglator central al metabolismului 
energetic”[195]. Acest lucru este valabil şi pentru C/EBPβ, ambele fiind 
implicate în reglarea expresiei a numeroase gene implicate în metabolismul 
glucozei. Mecanismele exacte implicate nu sunt cunoscute, dar sunt câteva 
date experimentale care dovedesc implicarea celor doi factori în metabolimul 
glucozei. Funcţionarea deficitară a C/EBPα la şoareci transgenici a avut ca efect 
moartea imediat după naştere şi scăderea expresiei de glicogen sintază, 
glucozo-6-fosfatază, fosfoenolpiruvat kinaza, tirozinaminotransferază [195]. 
Şoarecii la care ficatul nu exprimă C/EBPα (-/-) prezintă o scădere a expresiei 
enzimelor implicate în sinteza de glicogen, gluconeogeneză şi detoxifierea 
bilirubinei [195]. Modelele animale murine C/EBPα (-/-) prezintă o scădere a 
expresiei hepatice de glucokinază şi intoleranţă la glucoză [207] care sunt 
premisele pentru dezvoltarea diabetului zaharat de tip 2. Studiile in vitro 
efectuate pe celule de adipocite 3T3-L1 complet diferenţiate au arătat că TNF-α 
[208] şi insulina [209] suprimă expresia  C/EBPα.  
 Gluconeogeneza este reglată de insulină şi de glucocorticoizi prin 
intermediul factorului de transcripţie C/EBPβ. Acesta transactivează genele 
fosfoenolpiruvat carboxikianaza (PEPCK), tirozinaminotransferază şi acetil-CoA 
carboxilază [210]. PEPCK este o enzimă cheie în controlul gluconeogenezei. 
Reglarea PEPCK (inhibarea acesteia prin insulină şi stimularea acesteia prin 
glucagon) se face la nivel transcripţional prin intermediul C/EBPβ. 
Semnalizarea insulinică prin calea PKB duce la incapacitatea de a se forma un 
complex proteic din C/EBPβ şi o proteină acivatoare p300/CBP care are drept 
consecinţă incapacitatea complexului de a se lega de elementele de răspuns la 
insulină existente în promotorul PEPCK, deci incapacitatea C/EBPβ de a activa 
transcripţia PEPCK [211]. Trancripţia PEPCK este activată prin intermediul c-
AMP  mediată de unitatea de răspuns la cAMP (CRU) [212].  
La rândul său cAMP poate activa proteinkinaza A (PKA) care stimulează 
expresia factorului de transcripţie CREB (proteina de legare a elementului de 
răspuns la cAMP). CREB controlează transcripţia C/EBPβ [213]. De asemenea s-
a sugerat că insulina controlează expresia C/EBPβ şi prin creşterea nivelului de 
proteină trunchiată p20 C/EBPβ [214] în defavoarea izoformei p35 C/EBPβ [215]. 
3. Factorii C/EBPα şi C/EBPβ au un rol important în procesul inflamator. 
Inflamaţia este răspunsul fiziologic al organismului la infecţii sau lezare 
tisulară. Acest proces este însoţit de un răspuns de fază acută în care se 
modifică expresia mai multor proteine (TNF-α, IL-6, receptori, molecule de 
adeziune şi proteine de fază acută precum fibrinogen, albumină). Factorii 
C/EBPα şi C/EBPβ au un rol important în reglarea expresiei acestor proteine de 
fază acută. La nivelul ficatului, a ţesutului adipos şi plămânului, C/EBPβ este 
indus de stimuli inflamatori precum lipopolizaharide sau citokine, în timp ce 
C/EBPα este represat [216]. C/EBPβ este reglator a anumitor gene ale 
proteinelor de fază acută ca răspuns la semnalul dat de IL-1 şi IL-6, C/EBPβ 
fiind factorul de transcripţie specific al IL-6 identificat pentru prima dată ca 
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mediator al semnalizării IL-6 legându-se la promotorii proteinelor de fază acută  
de anumite secvenţe cunoscute ca elemente de răspuns la IL-6 [173]. 
 Prin implicarea acestor două proteine în reglarea anumitor procese 
importante pentru homeostazia glucozei, a unor procese implicate în reglarea 
funcţiei insulinei, adipogeneză, coagulare şi metabolismul acizilor graşi şi a 
lipoproteinelor plasmatice, C/EBPα şi C/EBPβ se constituie într-o echipă care 
coordonează reglarea factorilor hemostatici şi a proceselor care sunt comune 
pentru dezvoltarea sindromul metabolic, diabetului zaharat şi a bolilor 
cardiovasculare. Şi în cazul celor două gene C/EBPα şi C/EBPβ, variantele 
genetice pot influenţa atât expresia proteinelor respective, cât şi 
funcţionalitatea acestora manifestată la nivelul reglării genelor ţintă ale 
acestora care contribuie la dezvoltarea patologiei specifice sindromului 
metabolic, bolilor cardiovasculare sau diabetului. 
 În concluzie, studiile de literatură arată că factorii genetici precum EC-
SOD , care se implică direct în reglarea nivelului ROS din organism prin 
catalizarea reacţiei de dismutaţie a anionului superoxid, sau genele C/EBPα şi 
C/EBPβ , care reglează indirect nivelul ROS prin implicarea lor în procesele 
descrise anterior, se dovedesc a fi factori modulatori importanţi ai nivelului 
ROS, factori ce pot fi controlaţi la rândul lor prin mecanisme biochimice induse, 
pentru a creşte capacitatea organismului de a menţine aceste specii reactive la 
echilibru şi pentru a restabili funcţia endotelială, prevenind astfel dezvoltarea 
sindromului metabolic, a bolilor cardiovasculare şi diabetului. 
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PARTEA A II-A 
CONTRIBUŢII PERSONALE 

 
II.1. Principiul experimental  

 
 În cadrul tezei de faţă au fost urmărite două direcţii de cercetare în 
scopul de a investiga  anumiţi factori implicaţi, direct sau indirect, în controlul 
speciilor reactive ale oxigenului. Cele două direcţii de cercetare (fig.27) 
corespund la două modalităţi importante de control a nivelului speciilor 
reactive ale oxigenului în organism: 

1. creşterea capacităţii organismului de neutralizare a speciilor reactive 
ale oxigenului prin administrarea unor alimente cu capacitate 
antioxidantă mare la subiecţii cu sindrom metabolic 

2. prin identificarea unor noi posibilităţi de reglare fină a nivelului ROS 
prin reglarea expresiei  genelor EC-SOD, C/EBPα, C/EBPβ  care sunt 
factori genici importanţi în modularea nivelului ROS. 

Prima direcţie de cercetare  a urmărit:  
a. obţinerea unor extracte din plante medicinale şi aromatice şi 

caracterzarea acestora din punct de vedere al conţinutului în acizi 
fenolici, în metale şi din punct de vedere al capacitaţii antioxidante  

b. obţinerea unor alimente cu activitate antioxidată mare în vederea 
administrării acestora în dieta subiecţilor cu sindrom metabolic 

c. evaluarea efectelor administrării dietei la subiecţii cu sindrom metabolic 
prin determinarea unor parametri metabolici (indicele de rezistenţă la 
insulină IR-HOMA, adiponectin, leptina, interleukina-6, factorul de 
necroză tumorală TNF-α), a capacităţii antioxidante a plasmei, a 
nivelului de specii reactive ale oxigenului din sângele periferic, precum 
şi a parametrilor de progresie a aterosclerozei (grosimea peretelui 
arterial)  

Pentru realizarea obiectivelor specifice primei direcţii de cercetare s-au folosit 
metode chimice şi biochimice precum spectroscopia UV-VIS, HPLC, DPPH, 
FRAP, Folin-Ciocâlteu, ELISA, metoda chemiluminescentă pentru determinarea 
capacităţii antioxidante a plasmei sangvine, metoda FORT pentru determinarea 
nivelului de specii reactive ale oxigenului din sângele periferic al subiecţilor. 
 Pentru realizarea obiectivelor specifice celei de-a doua direcţii de 
cercetare s-a utilizat o gamă foarte largă de tehnici de biologie moleculară şi 
inginerie genetică, analiza funcţională a secvenţei ADN a celor trei factori 
genici (EC-SOD, C/EBPα, C/EBPβ) apelând la mijloace moderne precum: 
identificarea de noi polimorfisme la nivelul secvenţei ADN corespunzătoare 
celor trei gene folosind tehnica DHPLC ( cromatografia de lichid de înaltă 
performanţă cu denaturare) mai exact metoda Transgenomic WAVE™ DNA 
Fragment Analysis, care este relativ nouă la nivel mondial şi care, conform literaturii 
consultate, nu a mai fost folosită la noi în ţară. Rezultatele acestei metode şi a 
altor metode de genotipare folosite (RFLP) au fost validate prin 
secvenţializarea ADN. După evidenţierea polimorfismelor la nivelul celor trei 
gene s-a realizat o analiză statistică a rezultatelor în vederea identificării unor 
asocieri ale frecvenţei acestor polimorfisme cu ateroscleroza sau alţi factori de 
risc cardiovascular.  
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Fig.27. Principalele direcţii de cercetare în cadrul tezei 

 
Pentru identificarea factorilor de transcripţie cu potenţial reglator mare asupra 
expresiei celor trei gene, s-a utilizat analiza funcţională a secvenţei ADN 
normală şi mutantă a promotorului unei gene, strategie nouă în România.  
Mutageneza dirijată s-a folosit pentru modificarea secvenţei ADN şi crearea 
unui plasmid mutant cu aplicabilitate în biotehnologie prin folosirea lui 
ulterioară în scopul modificării expresiei genei C/EBPβ in vitro şi in vivo. 
Funcţionalitatea unor polimorfisme identificate la nivelul C/EBPα şi a factorilor 
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de transcripţie al căror situs de legare cuprinde situsul polimorfic a fost 
evaluată prin tehnici experimentale precum: transfecţii celulare stabile cu 
plasmide ce conţin secvenţele normale şi mutante, analiza activităţii genei reporter 
(Dual-Luciferase® Reporter Assay System) aflată sub controlul promotorului genei 
normale şi mutante în aceste celule, precum şi analiza şiftului de electromobilitate 
(EMSA) pentru aprecierea legării in vivo a factorilor de transcripţie nucleari la 
secvenţele normale şi mutante de interes. 
 
 
 

II.2. Obţinerea, identificarea şi caracterizarea 
unor compuşi naturali de extracţie din plante 

medicinale şi aromatice 
 
 

În cadrul acestui obiectiv am urmărit obţinerea extractelor de cătină, rozmarin, 
ghimbir, coacăze negre, armurariu, busuioc, angelica, coriandru, magheran, 
arnică, pufuliţă şi păpădie din diverse materiale vegetale şi le-am caracterizat 
din punct de vedere al principiilor active existente, al capacităţii lor 
antioxidante şi din punct de vedere al conţinutului metalic în vederea selectării 
extractelor cu capacitatea antioxidantă cea mai mare şi conţinutul în 
microelemente optim. Am selectat plantele medicinale şi aromatice aşa încât să 
nu conţină metale grele peste limitele naţionale admise.  
 
 

II.2.1. MATERIALE ŞI METODE 
 
 

II.2.1.1.Obţinerea extractelor de cătină, rozmarin, ghimbir, 
coacăze negre, armurariu, busuioc, angelica, coriandru, 

magheran 
 
S-a folosit fie material vegetal uscat obţinut din comerţ (angelica, arnica, 
armurariu, pufuliţă, păpădie, salvie, busuioc, coriandru, rozmarin, rădăcină de 
ghimbir uscată), fie direct materialul vegetal umed (coacăze, cătină), măcinate 
cu un blender. Materialul vegetal a fost constituit din: 

1. Angelica (Angelica Archangelica)   -tulpină şi frunze  
2. Arnica (Arnica Montana)                -flori 
3. Armurariu (Silybum  marianum)    -seminţe 
4. Busuioc (Ocimum Basilicum)    -tulpină şi frunze 
5. Coacăze (Ribes Negrum)    -fructe 
6. Coriandru (Coriandrum sativum)   -fructe 
7. Cătină (Hippophae rhamnoides)    -fructe 
8. Ghimbir (Zingiber officinale)    -rădăcină uscată 
9. Măghiran (Majorana hortensis sau Origanum majorana)-tulpină şi frunze 
10. Pufuliţă (Epilobium Hirsutum)    -tulpină şi frunze 
11. Păpădie (Taraxacum officinale)    -frunze 
12. Rozmarin (Rosmarinus officinalis)   -tulpină şi frunze 
13. Salvie (Salvia Officinalis)    -tulpină şi frunze 
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S-au realizat două variante de extracţie a principiilor active din aceste plante:  

a. Extracţie în alcool etilic 35% (macerare pe durata a 5 zile cu agitare 
intermitentă) la temperatura ambiantă (23-25 ºC) folosind 100g de 
plantă uscată sau umedă la 1000 ml de solvent. 

b. Extracţie în oţet de mere cu miere 9% obţinut prin fermentaţie acetică 
la S.C. Acetica Bistriţa (produs comercial) (macerare pe durata a 5 zile 
cu agitare intermitentă) la temperatura ambiantă (23-25ºC) folosind 
100g de plantă uscată sau umedă la 1000 ml de solvent. 

După macerare, amestecurile au fost filtrate şi filtratul a fost menţinut la 4°C 
până la efectuarea analizelor. 
                 
II.2.1.2.Caracterizarea extractelor de cătină, rozmarin, ghimbir, 

coacăze negre, armurariu, busuioc, angelica, coriandru, 
magheran, arnică, pufuliţă şi păpădie 

 
II.2.1.2.1. Identificarea unor compuşi cu activitate antioxidantă 

prezenţi în extractele obţinute 
 
II.2.1.2.1.1.Spectroscopia UV-VIS 
 
Acizii hidroxicinamici au maxime de absorbţie în două regiuni spectrale: 225-235 nm 
şi 290-330 nm [217]. La 320 nm, derivaţii acidului cinamic pot fi detectaţi fără 
interferenţe provenind de la derivaţii acidului benzoic care absorb la 254 nm. 
Detecţia la 280 nm se foloseşte pentru detecţia celor mai mulţi compuşi fenolici 
[218]. Absorbţia între 350-370 este atribuită unor derivaţi ai flavanolului, iar cea de 
la 280 nm corespunde compusului flavan 3-ol şi glicozide flavonolice [219]. Acidul 
galic şi siringic absorb la 271 nm şi respectiv 275 nm [220].  
Pentru analiza UV-VIS a extractelor obţinute, probele au fost filtrate iniţial prin filtru 
cu frită şi introduse în cuve de cuarţ (1 cm). Înregistrarea spectrului s-a realizat în 
domeniul 200-700 nm utilizând spectrofotometrul  (ABL JASCO nr. 580). 
 
II.2.1.2.1.2.Cromatografia de lichid de înaltă performanţă (HPLC) 
  
HPLC este o tehnică rapidă şi sensibilă, capabilă de detecţia şi cuantificarea 
compuşilor fenolici de interes din extractele obţinute din plante medicinale şi 
aromatice. Folosirea unui sistem de solvenţi polari,  metanol: acid acetic: apă, cu 
creşterea progresivă a concentraţiei de metanol în amestecul de solvenţi ce 
reprezintă faza mobilă, precum şi a diverselor tipuri de coloane de separare de 
dimensiuni mici şi cu dimensiuni foarte mici ale particulelor din umplutura coloanei, 
permite separarea compuşilor fenolici din plante cu rapiditate şi  acurateţe. Cuplarea 
cromatografiei HPLC cu sistemul de detecţie DAD (diode array detection) face 
posibilă detecţia la 280 nm a majorităţii compuşilor fenolici din extractele de plante 
medicinale şi aromatice.  
Analiza HPLC s-a realizat la USAMV Cluj în colaborare cu Prof. Dr. Socaciu Carmen în 
cadrul proiectului CEEX „Studiul bioactivităţii sinergice a alimentelor 
funcţionale antioxidante în reversibilitatea sindromului metabolic (met-
antiox)” [221,222]. Analiza s-a realizat pe un sistem cromatografic HPLC-DAD 
(Waters) folosind o coloană cu fază inversă C18 (cu diametrul particulelor de 5μm şi 
dimensiuni 250x46 mm). Înainte de injecţie, probele au fost filtrate pe un filtru de 
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nylon de 0.4 μm (Milipore. Co). Volumul de injecţie a fost de 20 μl. Solvenţii folosiţi 
au fost A (metanol: acid acetic glacial: apă = 10:2:88) şi solventul B  metanol:acid 
acetic glacial: apă = 90:3:7). Programul de gradient folosit a fost: min 0 - min 20 : 
solvent B 0%; min.20- min 35 -solvent B de la 0-50%; min. 35-min. 40, solvent B- 
de la 50 la 100%.  Debitul de eluţie a fost de 1 mL/min, pH=3.  
 

II.2.1.2.2. Determinarea capacităţii antioxidante a compuşilor 
naturali de extracţie 

 
II.2.1.2.2.1. Metoda DPPH 
 
Metoda DPPH se bazează pe reducerea radicalului liber de 1,1`-difenil-2-picril-
hidrazil (DPPH) de către antioxidanţii din proba de analizat după reacţia: 
 

S-a folosit o soluţie etanolică de DPPH  (0.1 mM). Soluţia alcoolică de DPPH are 
culoare violet (datorită delocalizării extinse a electronilor la nivelul moleculei) care 
se decolorează în galben pal pe măsură ce reacţia avansează. Soluţia de DPPH se 
păstrează la întuneric până în momentul folosirii sau se prepară proaspăt. La 2.9 ml 
de soluţie DPPH s-au adăugat 0.1 ml soluţie din fiecare extract. După 30 de min. de 
incubare la temperatura camerei s-au măsurat absorbanţele probelor la 517 nm 
(spectrofotometru Spectronic 401, Spectronic Instruments) folosind ca martor 
soluţia de etanol folosită la prepararea DPPH. S-a calculat procentul de inhibiţie I% 
ca fiind raportul: 

                                                    100%
1

21 ×
−

=
A
AA

I   

unde A1 reprezintă absorbanţa soluţiei de DPPH, iar A2 reprezintă absorbanţa soluţiei 
amestecului de reacţie (probă şi DPPH) după cele 30 de minute de reacţie, ambele 
măsurate faţă de soluţia de etanol 70% folosită pentru prepararea soluţiei de DPPH. 
Dacă absorbanţa probelor analizate a fost mai mare decât a celui mai concentrat 
standard, probele au fost diluate corespunzător şi s-a ţinut cont de această diluţie 
când s-au făcut calculele. Reducerea DPPH a fost cuantificată pe baza unei curbe 
standard folosind 5 soluţii standard de TROLOX (analog structural al vitaminei E). 
Rezultatele au fost exprimate în mmol TROLOX/g de substanţă uscată. 
 
II.2.1.2.2.2. Metoda FRAP 
 
Metoda FRAP (ferric reducing ability of plasm) se bazează pe reducerea ionului Fe3+ 
din complexul acestuia cu clorura de 2,4,6-tripiridil-s-triazină [(TPTZ)2Cl3] de către 
speciile reducătoare din probă în mediu acid. Sarea feroasă rezultată din reacţie are 
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o culoare albastră intensă a cărei absorbanţă poate fi monitorizată la 593 nm. 
Compoziţia reactivului de lucru FRAP: 10 părţi soluţie tampon acetat 300 mM/L 
(pH=3.6), 1 parte din soluţia 10   mM/L obţinută  prin adăugarea  TPTZ într-o 
sol. HCl 40 mM/L şi o parte  20 mM/L FeCl3⋅6HCl. S-au folosit 4 soluţii standard 
Fe2+ (sare Mohr) cu concentraţii de 0.1μM/mL (S1), 0.2μM/mL (S2), 0.4μM/mL 
(S3), 0.6μM/mL (S4). Câte 0.5 ml din fiecare soluţie standard, respectiv probă 
s-au adăugat la 2.5 ml reactiv de lucru FRAP în 5 eprubete distincte.  
Amestecurile astfel preparate s-au menţinut 10 min. la temperatura camerei, 
apoi s-a citit absorbanţa probelor la 593 nm faţă de reactivul FRAP utilizat ca 
soluţie martor (spectrofotometru SPECORD 205, Analytic Jena). Capacitatea 
antioxidantă totală a extractelor s-a exprimat în µM Fe+2/mL, iar în final s-a 
raportat la masa de material vegetal (µM Fe+2/100g).  
 

II.2.1.3. Determinarea conţinutului în metale al plantelor 
medicinale şi aromatice 

 
Metoda flamfotometrică  
 
Analiza conţinutului în metale a 9 plante medicinale: cătină (fructe), rozmarin 
(frunze), arnică (flori), coacăze negre (fructe), armurariu (fructe), busuioc 
(tulpină şi frunze), salvie (tulpină şi funze), pufuliţă (tulpină şi frunze) şi 
păpădie (frunze) s-a realizat utilizând o metodă flamfotometrică. În acest scop, 
10 g de plantă uscată (procurate din comerţ) au fost calcinate în etuvă timp de 4 
ore şi aduse la masă constantă. Reziduul a fost adus la un volum de 50 ml cu 
HNO3 0.5 N. 
Fructele de coacăze şi cătină, precum şi extractele hidroalcoolice ale celorlalte  
plantelor au fost mai întâi uscate şi apoi calcinate la masă constantă, după care 
reziduul a fost adus la un volum de 50 ml cu HNO3 0.5 N. 
S-a utilizat metoda flamfotometrică (flame atomic absorbtion 
spectrophotometry  sau FASS) şi un flamfotometru CONTRAA-300 (Analytik-
Jena). Metoda a fost optimizată pentru analiza plantelor uscate şi a extractelor 
hidroalcoolice la Universitatea de Ştiinţe Agricole a Banatului şi s-a lucrat în 
colaborare cu Prof.Dr. Gherghen Ioan [223]. S-a folosit flacăra unui amestec 
aer-acetilenă (99.99% puritate) într-un raport volumetric optimizat pentru 
fiecare metal în parte. În condiţiile optime alese pentru analiză s-au realizat 
curbele de calibrare pentru Na, K, Mg, Li, Ca, Fe, Mn, Zn, Cu, Cd, Ni,  Pb,  Sr şi 
Cr folosind un standard multielement (ICP-standard multielement CertiPUR, 
sol. IV (Sigma)) cu un conţinut de 1000 mg/l din fiecare Ag, Al, B, Ba, Bi, Ca, 
Cd, Cr, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl, Zn. Coeficienţii de 
corelaţie au fost cuprinşi între 0.9745-0.9891(vezi anexa 3).  
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II.2.2. REZULTATE ŞI DISCUŢII 
 
S-au obţinut extractele de busuioc, angelică, cătină, rozmarin, măghiran, 
ghimbir, coriandru, coacăze negre, armurariu şi salvie în etanol 35% şi oţet de 
mere cu miere 9%. Eficienţa extracţiei în alcool etilic a fost mai mare decât 
eficienţa extracţiei în oţet de mere cu miere 9%, raportul fiind de 1,3 :1.  
 
Analiza spectrelor UV-VIS 
Analiza spectrelor UV-VIS (anexa 1) a extractelor de busuioc, angelică, cătină, 
rozmarin, măghiran, ghimbir, coriandru, coacăze negre, armurariu şi salvie în 
etanol 35% şi oţet de miere cu miere 9% a evidenţiat prezenţa acizilor fenolici 
în toate extractele analizate (vezi tabelele 5 şi 6). S-au identificat acidul galic, 
protocatecuic, cafeic, clorogenic, sinapic, ferulic, p- şi o-cumaric. Tinctura şi 
extractul în oţet de mere cu miere obţinute din fructele de coacăze negre au 
prezentat o bandă caracteristică antocianilor (λ = 525 nm). În afară de 
prezenţa acizilor fenolici, în extractele din plante obţinute s-au identificat, aşa 
cum era de aşteptat şi flavonoide. Informaţiile referitoare la spectrele 
amestecurilor analizate au fost folosite împreună cu datele provenite din 
analiza cromatogramelor HPLC pentru formularea unor concluzii privind 
identificarea acizilor fenolici care intră în compoziţia fiecărui extract.  
 
Tabel 5. Caracteristicile tincturilor din plante medicinale şi aromatice în 

alcool 35%  rezultate din analiza spectrelor UV-VIS 
 

Planta Domeniul de absorbţie 
(nm) 

Corespunzător pentru 

Angelica  
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Armurariu  Acizi fenolici  

Busuioc 
 

Acizi fenolici 
 Flavonoide 

Coacaze negre 
 

Acizi fenolici  
Antociani 

Coriandru 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Cătină Acizi fenolici  

Ghimbir Acizi fenolici  

Măghiran Acizi fenolici  
Flavonoide 

Cătină  
 

Acizi fenolici 
Flavonoide 

Rozmarin 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Salvie 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

220-283 nm 
315-395 nm 

525 nm 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 
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Tabel 6. Caracteristicile extractelor din plante medicinale şi aromatice 
în oţet de mere cu miere 9%  rezultate din analiza spectrelor UV-VIS 

 

Planta Domeniul de absorbţie 
(nm) 

Compuşi identificaţi 

Angelica  
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Armurariu  
 

Acizi fenolici  

Busuioc 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Coacaze negre 
 

Acizi fenolici 
Antociani 

Coriandru 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Ghimbir 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Măghiran 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Cătină 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Rozmarin 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

Salvie 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

220-283 nm 
315-395 nm 

525 nm 
 

Acizi fenolici  
Flavonoide 

 
 
Analiza cromatogramelor HPLC 
Analiza cromatogramelor HPLC ale extractelor s-a realizat prin comparaţie cu 
cromatograma HPLC standard (anexa 2) şi s-au identificat diferiţi acizi fenolici care 
intră în compoziţia acestor extracte (vezi tabelul 7). Cromatograma standard 
prezintă 8 peak-uri caracteristice celor 8 standarde de acizi fenolici (Sigma Aldrich):  
 

(1) Acid galic:   tR= 4.3 min 
(2) Acid protocatecuic:  tR=6.7 min 
(3) Acid clorogenic:   tR= 13.15 min 
(4) Acid cafeic:   tR=14.18 min 
(5) Acid p-cumaric:   tR=19.9 min 
(6) Acid ferulic:   tR=21.75 min 
(7) Acid sinapic:   tR=22.65 min 
(8) Acid o-cumaric:    tR=25.4 min 

 
În urma analizei caracteristicilor spectrelor în UV-VIS şi cromatogramelor HPLC s-a 
constatat că: 
⎯ în soluţia etanolică de armurariu sunt prezenţi acidul o- şi p-cumaric, în timp ce 

la soluţia acetică de armurariu sunt prezenţi acidul protocatecuic şi acidul cafeic  
⎯ extractul de busuioc în oţet conţine în plus faţă de soluţia alcoolică acid 

clorogenic  
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Fig.28. Cromatograma standard pentru acizii hidoxicinamici şi timpii de 
retenţie aferenţi: 

(1) Acid galic- 4.3 min ; (2) Acid protocatecuic- 6.7 min ; (3) Acid clorogenic- 
13.15 min; (4) Acid cafeic-14.18 min; (5) Acid p-cumaric-19.9 min; (6) Acid 
ferulic-21.75 min; (7) Acid sinaptic-22.65 min; (8) Acid o-cumaric 25.4 min
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⎯ în extractul etanolic de coacăze s-a identificat acidul p-cumaric şi acidul 
clorogenic care nu au fost identificaţi la extractul de coacăze în oţet care, în 
schimb, conţine în plus acid cafeic 

⎯ în tinctura de ghimbir nu a fost identificat nici unul dintre acizii fenolici de 
interes, în timp ce în extractul de ghimbir în oţet au fost identificaţi : acidul 
galic, acidul o- şi p-cumaric 

⎯ acidul galic şi clorogenic au fost identificaţi numai la extractul de rozmarin în 
alcool , în timp ce acidul p-cumaric a fost identificat numai la extractul de 
rozmarin în oţet. 

⎯ extractul alcoolic de angelică nu conţine acid protocatecuic, în timp ce extractul 
alcoolic conţine acid protocatecuic. 

⎯ extractul de coriandru în oţet conţine adiţional acizii protocatecuic şi clorogenic 
comparactiv cu extractul alcoolic 

⎯ extractul de magheran în oţet conţine acid cafeic şi protocatecuic în plus faţă de 
cei ai extractului alcoolic 

 
Tabel 7. Caracteristicile extractelor din plante medicinale şi aromatice rezultate 

din analiza HPLC 

Planta  Compuşi identificaţi 

 Extras în alcool 35% 
(tinctură) 

 

Extras în oţet de mere cu 
miere 9% 

Armurariu 
seminţe 

(1)-acid galic: tR = 4.2 min;  
(3)-acid clorogenic: tR =13.3 min;  
(5)-acid p-cumaric: tR = 19.9 min; 
(6)-acid ferulic: tR =21.6 min;  
(7)-acid sinapic: tR =, 22.3 min;  
(8)- acid o-cumaric: tR = 25.3 min. 

(1)-acid galic: tR = 4.2 min;  
(2)-acid protocatecuic: tR = 6.8 min 
(3)-acid clorogenic: tR =13.0 min;  
(4)-acid cafeic: tR = 14.2 min;  
(6)-acid ferulic: tR = 21.6 min;  
(7)-acid sinapic: tR = 22.7 min . 

Angelica 
tulpină şi 

frunze 

(1)-acid galic: tR = 4.5 min; 
(3)-acid clorogenic: tR = 13.2 min; 
(5)-acid p-cumaric: tR = 19.9 min;   
(6)-acid ferulic: tR = 21.8 min;   
(7)-acid sinapic: tR = 22.6 min;   
(8)-acid o-cumaric: tR = 25.1 min;  

(1)-acid galic: tR = 4.5 min; 
(2)-acid protocatecuic: tR = 6.8 
min;  
(3)-acid clorogenic: tR = 13.2 min;  
(5)-acid p-cumaric: tR = 19.9 min;  
(6)-acid ferulic: tR = 21.8 min;  
(7)-acid sinapic: tR = 22.6 min;  
(8)-acid o-cumaric: tR = 25.1 min; 

Busuioc 
tulpină şi 

frunze 

2)-acid protocatecuic: tR = 6.7 min; 
(4)-acid clorogenic: tR = 13.2 min;  
(5)- acid cafeic: tR = 14.2min;  
(6)-acid ferulic: tR = 20.0 min;  
(7)-acid sinapic: tR = 22.45 min. 

(1)-acid galic: tR = 4.3 min;   
(2)-acid protocatecuic: tR = 6.8 
min;  
(3)-acid clorogenic: tR = 13.1 min;  
(4)-acid cafeic: tR = 14.2 min;  
(5)-acid p-cumaric: tR = 19.9 min;  
(6)-aci ferulic: tR = 21.4 min;  
(7)-acid sinaptic: tR = 22.4 min; 

Măghiran 
tulpină şi 

frunze 

(3)-acid clorogenic: tR =13.2 min 
(5)-acid p-cumaric: tR =19.9 min;  
(6)-acid ferulic:tR =21.8 min. 

(2)-acid protocatecuic: tR = 6.5 min; 
(4)-acid cafeic:tR =14.2 min; 
(5)-acid p-cumaric: tR =19.9 min 
(7)-acid sinapic:tR =22.3 min 
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Tabel 7. Caracteristicile extractelor din plante medicinale şi aromatice rezultate 

din analiza HPLC - Continuare- 

Planta  Compuşi identificaţi 

 Extras în alcool 35% 
(tinctură) 

 

Extras în oţet de mere cu 
miere 9% 

Coriandru 
tulpină şi 

frunze 

(5)-acid p-cumaric: tR =19.9 min;  
(6)-acid ferulic: tR =21.4 min;  
(7)-acid sinaptic: tR =22.4 min;  
(8)-acid o-cumaric: tR =25.0 min; 

(1)-acidul galic: tR =4,2 min; 
(2)-acid protocatecuic: tR =6.9 min;   
(3)-acid clorogenic: tR =13.1 min; 
(6)-acid ferulic: tR =21.5 min;   
(7)-acid sinapic: tR =22.3 min. 

Coacăz 
negru 
fructe 

(1)-acid galic: tR =4.4 min;  
(3)-acid clorogenic: tR =13.1 min;  
(5)-acid p-cumaric: tR =19.9 min;  

(1)-acidul galic : tR =4.4 min;  
(4)-acidul cafeic: tR =14.2 min;  

Cătină 
fructe 

(1)-Acid galic : tR =4.5 min;  
(3)-Acid clorogenic: tR =13.2 min;   
(5)-Acid p-cumaric: tR =19.9 min;  
(6)-Acid ferulic, : tR =21.2 min;  
(7)-Acid sinaptic: tR =22.4 min;  
(8)-Acid o-cumaric: tR =25.3 min;  

(1)-Acid galic : tR =4.5 min;  
(6)-Acid ferulic, : tR =21.2 min;  
(8)-Acid o-cumaric: tR =24.9 min; 
 

Ghimbir 
rădăcină 

În tinctura de ghimbir nu au fost 
identificaţi nici unul dintre acizii 
fenolici urmăriţi 

(1)-Acid galic : tR =4.2 min; 
(5)-Acid p-cumaric : tR =19.9min; 
(8)-Acid o-cumaric: tR =25.4 min; 

Rozmarin 
tulpină şi 

frunze 

(1)-Acid galic: tR =4.3 min;  
(3)-Acid clorogenic: tR =13.2 min;   
(4)-Acid cafeic: tR =14.4min;  
(6)-Acid ferulic: tR =21.9 min;   
(7)-Acid sinaptic : tR =22.7 min;  
(8)-Acid o-cumaric: tR =25.3 min;  

(4)-Acid cafeic : tR =14.1 min;  
(5)-Acid p-cumaric: tR =20.0 min;  
(6)-Acid ferulic: tR =21.5 min;  
(7)-Acid sinaptic: tR =22.4 min;  
(8)-Acid o-cumaric: tR =25.2 min;  
 

Salvie 
tulpină şi 

frunze 

(4) acidul cafeic: tR =13.9 min; 
(5) acidul p-cumaric: tR = 19.9 min;  
(6) acidul ferulic: tR = 21.4  min;  
(7) acidul sinaptic: tR = 22.0 min; 
(8) acidul o-cumaric: tR = 25.4 min 

(1) acidul galic : tR =4.3 min; 
(3) acidul clorogenic: tR =13.2 min;  
(5)acidului p-cumaric: tR =19.9 
min;  
(6) acidului ferulic: tR =21.4 min;  
(7) acidului sinaptic: tR =22.4 min;  
(8)acidului o-cumaric: tR =25.4 
min;  

 
Din cromatograma oţetului de mere cu miere au fost identificate peak-urile acizilor 
fenolici: (1)-acid galic tR =4.3 min; (2)- acid protocatecuic tR =6.1 min şi (8) acid o-
cumaric tR =25.5 min. S-a constatat că extractele în oţet de mere cu miere conţin o 
gamă mai largă de acizi fenolici decât tincturile, pentru majoritatea plantelor 
analizate.   
 
Determinarea capacităţii antioxidante  
În urma anlizelor cromatogramelor HPLC şi a comparării între conţinutul de acizi 
fenolici ai diferitelor extracte s-au selectat extractele în oţet şi etanol de armurariu, 
busuioc, coacăze negre, cătină, ghimbir, rozmarin şi salvie pentru analiza capacităţii 
antioxidante a acestora. Pentru aceasta s-a utilizat metoda DPPH descrisă la 
capitolul II.2.1.2.2.1. La ora actuală nu există un consens în folosirea acestei 
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metode, dificultăţile de standardizare fiind legate mai ales de complexitatea 
reacţiilor care au loc care vizează anumite aspecte [224,225]: 
⎯ reacţia de reducere a radicalului DPP• poate fi reversibilă  

 DPP• + RH↔DPPH + R•  
⎯ stoechiometria reacţiei nu este totdeauna 1:1 dacă ţinem cont de faptul că 

există posibilitatea ca radicalul R•  să formeze un compus de tipul R-R (cum este 
cazul cisteinei) şi atunci stoechiometria devine 2:1 

⎯ timpul  de 30 min.[225] folosit în cele mai multe cazuri, se consideră mai nou a 
fi insuficient uneori pentru terminarea reacţiei şi se aplică urmărirea reacţiei 
până la terminarea ei (când se atinge un platou al absorbanţei). 

Din această cauză rezultatele acestei metode au fost validate şi prin metoda FRAP. 
Curba de etalonare a folosit 5 standarde TROLOX (analog al vitaminei E) de 
concentraţie 0.25 mM; 0.5 mM; 1 mM; 1.5 mM şi 2 mM. Coeficientul de corelaţie al 
dreptei a fost  R2=0.9653 (fig.29) 
 

 
Fig. 29. Curba de etalonare-metoda DPPH  

 
Tabel 8. Procentul de inhibiţie (%I) şi concentraţia mM Trolox pentru extractele 

în etanol 35% din plantele medicinale analizate 

Nr.crt Extract în 
etanol 
35% 

Materialul 
vegetal de 

start 

Diluţie  %I mM Trolox/
volum 

extract luat 
în lucru  

μmoli 
TROLOX/g 
material 
vegetal  

1 Angelica Tulpină şi 
frunze 

1:2 53.4 0.953 mM 
Trolox 

19.06 

2 Armurariu Seminţe 1:2 49.8 0.815 mM 
Trolox 

16.3 

3 Busuioc Tulpină şi 
frunze 

1:2 60.7 1. 232 mM 
Trolox 

24.62 

4. Coriandru Fructe 1:2 57.2 1.098 mM 
Trolox 

21.96 

BUPT



   Contribuţii personale - II 78 

5. Coacăze 
negre 

Fructe 1:10 71.5 1.645 mM 
Trolox 

 

164.5 

6 Cătină Fructe 1:10 66.2 1.442  mM 
Trolox 

144.2 

7 Ghimbir Rădăcină nediluat 62.3 1.291 mM 
Trolox 

12.91 

8 Măghiran Tulpină şi 
frunze 

1:2 62.8 1.312 mM 
Trolox 

26.24 

9 Rozmarin Tulpină şi 
frunze 

1:6 73.1 1.706 mM 
Trolox 

102.36 

10 Salvie Tulpină şi 
frunze 

1:10 67.5 1.492 mM 
Trolox 

149.20 

 
Rezultatele au ţinut cont de volumul de extract folosit şi de diluţia extractului 
respectiv realizată aşa încât valorile obţinute să se încadreze în curba standard. 
Rezultatele au normalizate prin raportare la g de material vegetal folosit. Activitatea 
antioxidantă a extractelor vegetale în oţet şi în etanol raportată la cantitatea de 
plantă uscată este prezentată în tabelul 9. 

 
Tabel 9. Procentul de inhibiţie (%I)  şi concentraţia mM Trolox pentru extractele 

în oţet de mere cu miere şi cătină 9% din plantele medicinale analizate  

Nr.crt Extract în 
etanol 
35% 

Materialul 
vegetal de 

start 

Diluţie  %I mM Trolox/ 
volum extract 
luat în lucru 

μmoli 
TROLOX/g 
material 
vegetal  

1 Angelica Tulpină şi 
frunze 

nediluat 61.2 1.251mM 
Trolox 

12.51 

2 Armurariu Seminţe nediluat 65.3 1.408 mM 
Trolox 

14.08 

3 Busuioc Tulpină şi 
frunze 

1:2 72.3 1.677mM 
Trolox 

33.54 

4. Coriandru Fructe ned 68.5 1.53mM 
Trolox 

15.3 

5. Coacăze 
negre 

Fructe 1:10 88.7 2.303 mM 
Trolox 

230.3 

6 Cătină Fructe 1:10 82.6 2.069mM 
Trolox 

206.9 

7 Ghimbir Rădăcină nediluat 79.5 1.948 mM 
Trolox 

19.48 

8 Măghiran Tulpină şi 
frunze 

nediluat 67.8 1.504mM 
Trolox 

15.04 

9 Rozmarin Tulpină şi 
frunze 

nediluat 80.1 1.974 mM 
Trolox 

19.74 

10 Salvie Tulpină şi 
frunze 

1:2 82.5 2.06 mM 
Trolox 

40.12 

 
Dacă se compară capacitatea antioxidantă a extractelor în alcool etilic 35% şi 
oţet de mere cu miere 9% se constată că activitatea extractelor alcoolice este, 
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în general, mai mare decât activitatea extractelor în oţet de mere cu miere, 
excepţie fac fructele de cătină şi coacăzele negre. 
 

Tabel 10.  Activitatea antioxidantă a extractelor vegetale în oţet de mere cu miere 
9%  şi în etanol 35% 

Nr.crt Planta 
Materialul vegetal de 

start 

Capacitatea 
antioxidantă a 
extractelor în 
alcool 35% 

μmoli 
TROLOX/g 
material 
vegetal 

Capacitatea 
antioxidantă a 

extractelor în oţet 
de mere cu miere 

9% 
μmoli TROLOX/g 
material vegetal 

1 Angelica Tulpină şi frunze 19.06 12.51 

2 Armurariu Seminţe 16.3 14.08 

3 Busuioc Tulpină şi frunze 24.62 33.54 

4. Coriandru Fructe 21.96 15.3 

5. Coacăze 
negre 

Fructe 164.5 230.3 

6 Cătină Fructe 144.2 206.9 

7 Ghimbir Rădăcină 12.91 19.48 

8 Măghiran Tulpină şi frunze 26.24 15.04 

9 Rozmarin Tulpină şi frunze 102.36 19.74 

10 Salvie Tulpină şi frunze 149.20 40.12 

Extractele alcoolice de coacăze negre, de cătină, rozmarin şi salvie au 
activitatea antioxidantă cea mai ridicată în alcool, iar extractele de coacăze 
negre, de cătină, salvie şi busuioc au activitatea antioxidantă mai mare în oţet 
de mere cu miere. 
Metoda DPPH a fost validată prin metoda FRAP descrisă anterior. S-a realizat 
curba de etalonare folosind 4 soluţii standard Fe2+ (sare Mohr) cu concentraţii 
de 0.1μM/mL (S1), 0.2μM/mL (S2), 0.4μM/mL (S3), 0.6μM/mL (S4), iar la final, 
în exprimarea rezultatelor finale s-a ţinut cont de diluţie.  

 
Fig.30. Curba de etalonare-metoda FRAP 
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Tabel 11.  Capacitatea antioxidantă totală a extractelor hidroalcoolice determinate 
prin metoda FRAP 

Nr.crt Extract în 
etanol 
35% 

Materialul vegetal de 
start 

Dil
uţi
e 

TAC final
µmoli 

Fe+2/mL

TAC final 
µmoli 
Fe+2/g 

1 Angelica Tulpină şi frunze 1:2 0.018 0.18 

2 Armurariu Seminţe 1:2 0.042 0.42 

3 Busuioc Tulpină şi frunze 1:2 0.204 2.04 

4. Coriandru Fructe 1:2 0.154 1.54 

5. Coacăze 
negre 

Fructe 1:2 0.548 5.48 

6 Cătină Fructe 1:2 0.176 1.76 

7 Ghimbir Rădăcină 1:2 0.098 0.98 

8 Măghiran Tulpină şi frunze 1:2 0.084 0.84 

9 Rozmarin Tulpină şi frunze 1:2 0.352 3.52 

10 Salvie Tulpină şi frunze 1:2 0.121 1.21 

11 Pufuliţa Tulpină şi frunze 1:2 0.578 5.78 

12 Arnica Flori 1:2 0.182 1.82 

13 Papadie Frunze 1:2 0.162 1.62 

 
Tabel 12.  Capacitatea antioxidantă totală a extractelor plantelor medicinal şi 

aromatice în oţet de mere cu miere 9% determinate prin metoda FRAP 

Nr.crt Extract în 
oţet de 
mere cu 

miere 9% 

Materialul vegetal de 
start 

Diluţie TAC final 
µmoli 

Fe+2/mL 

TAC final 
µmoli 
Fe+2/g 

1 Angelica Tulpină şi frunze 1:2 0.011 0.11 

2 Armurariu Seminţe 1:2 0.037 0.37 

3 Busuioc Tulpină şi frunze 1:2 0.216 2.16 

4. Coriandru Fructe 1:2 0.142 1.42 

5. Coacăze 
negre 

Fructe 1:2 0.593 5.93 

6 Cătină Fructe 1:2 0.231 2.31 

7 Ghimbir Rădăcină 1:2 0.102 1.02 

8 Măghiran Tulpină şi frunze 1:2 0.063 0.63 

9 Rozmarin Tulpină şi frunze 1:2 0.824 8.24 

10 Salvie Tulpină şi frunze 1:2 0.442 4.42 

11 Pufulita Tulpină şi frunze 1:2 1.016 10.16 

12 Arnica Flori 1:2 0.272 2.72 

13 Papadie Frunze 1:2 0.091 0.91 

 
În urma analizei capacităţii antioxidante a extractelor analizate s-a constatat 
că rezultatele analizei FRAP sunt în general mai mici decât cele ale analizei 
DPPH, iar extractele alcoolice au, în general valori mai mari decât cele în oţet 
de mere cu miere: 
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Tabel 13.  Activitatea antioxidantă a extractelor vegetale în oţet de mere cu 
miere 9%  şi în etanol 35% 

 
Plantele medicinale selectate în vederea utilizării au fost supuse analizei 
metalelor, pentru selectarea celor care nu depăşesc limitele admise de metale 
grele şi care pot îmbogăţi conţinutul în microelemente al alimentelor în 
componenţa cărora se vor afla. Cel mai mare conţinut de litiu s-a identificat la 
păpădie şi cătină, iar cel mai mare conţinut de potasiu a fost determinat la 
busuioc şi păpădie. Sodiul s-a găsit  în cantităţi mai mari la păpădie şi cătină, 
iar magneziul în tulpina şi frunzele de salvie. Frunzele de coacăz negru, dar şi 
busuiocul au avut o concentraţie ridicată de calciu. Salvia şi pufuliţa au avut un 
conţinut ridicat de stronţiu (fig.31 şi tabel 14) 
 

A.     

Nr.crt Planta  Materialul vegetal 
de start 

TAC final al 
extractelor în 

alcool 
µmoli Fe+2/g 

TAC final al 
extractelor în 

oţet 
µmoli Fe+2/g 

1 Angelica Tulpină şi frunze 0.18 0.11 

2 Armurariu Seminţe 0.42 0.37 

3 Busuioc Tulpină şi frunze 2.04 2.16 

4. Coriandru Fructe 1.54 1.42 

5. Coacăze 
negre 

Fructe 5.48 5.93 

6 Cătină Fructe 1.76 2.31 

7 Ghimbir Rădăcină 0.98 1.02 

8 Măghiran Tulpină şi frunze 0.84 0.63 

9 Rozmarin Tulpină şi frunze 3.52 8.24 

10 Salvie Tulpină şi frunze 1.21 4.42 

11 Pufulita Tulpină şi frunze 5.78 10.16 

12 Arnica Flori 1.82 2.72 

13 Papadie Frunze 1.62 1.62 
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B .     
     

C.  
 

Fig.31.Conţinutul metalic al plantelor medicinale utilizate la obţinerea 
extractelor A-conţinutul în Na, K, Mg, Li, Ca, Sr; B- conţinutul în Na (scala 0-

1000ppm); C-conţinutul în Li (0-30 ppm) 
 
S-au selectat plantele cu conţinut maxim de macroelemente şi s-au comparat cu 
dozele toxice descrise în literatură sau cu aportul alimentar zilnic al acestora. 
Conţinutul de Na, Mg, K şi Ca la plantele medicinale folosite pentru prepararea 
extractelor este prezentat în tabelul 14, în care sunt marcate valorile mai mari 
obţinute în urma analizei.  
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Tabel 14. Continuţul în Na, K, Mg, Ca  la plantele medicinale utilizate în obţinerea 
extractelor  

Planta medicinală Material vegetal 
folosit 

Na 
ppm 

K 
ppm 

Mg 
ppm 

Ca 
ppm 

Busuioc Tulpină şi frunze 225 37951 2755 31438 

Rozmarin  Tulpină şi frunze 273 11700 3389 26950 

Păpădie Frunze 934 42725 4552 18475 

Salvie Tulpină şi frunze 296 19465 6587 28575 

Coacăz negru Fructe 251 14208 4158 53550 

Cătină Fructe  591 11711 674 587 

Armurariu Fructe (seminţe) 202 8328 6072 10920 

Necesarul zilnic 
(adult) 

 3.7g 3.5 g 0.3 g 0.7g 

 

 
Fig. 32.Conţinutul de metale grele al plantelor medicinale utilizate la obţinerea 

extractelor 
 

În ceea ce priveşte conţinutul metalelor grele din plantele medicinale şi aromatice 
uscate, s-a remarcat că florile de arnică au un conţinut de zinc peste limitele 
admise, iar tulpina şi frunzele de salvie au un conţinut ridicat de fier şi zinc (vezi 
tabelul 15 şi fig. nr.32). În cazul păpădiei s-a identificat un conţinut ridicat în 
mai multe metale grele ceea ce exclude posibilitatea utilizării acestei plante în 
studiul de faţă. În tulpina şi frunzele de  pufuliţă s-a determinat un nivel de 
cadmiu de 0.007 ppm care, deşi este sub limitele admise (0.5 ppm), este 
ridicată comparativ cu alte plante.  
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Tabel 15. Conţinutul în metale grele al plantelor utilizate la obţinerea extractelor în 
care sunt marcate valorile mai mari obţinute în urma analizei (* date de Agenţia de 

Standardizare a Alimentelor) 

Planta 
medicinală 

Cu 
ppm 

Zn 
ppm 

Cd 
ppm 

Ni 
ppm 

Mn 
ppm 

Fe 
ppm 

Pb 
ppm 

Arnică 9.5 69.2 0.0 14.57 177.7 112.68 1.15 

Pufuliţă 5.7 27.1 0.007 0.71 83.50 70.12 1.71 

Păpădie 12.9 31.3 0.63 2.87 59.62 271.52 8.38 

Salvie 9.7 35.1 0.0 0.58 24.21 141.45 0.32 

Armurariu 17.6 41.4 0.0 0.88 18.35 94.23 1.12 

Necesarul 
zilnic* 
(adult) 

1.2 mg F: 5.5-9.5 
mg 

B: 4-7 mg 

- 0.13 
mg 

1-10 
mg  

F: 8.7mg 
B: 14.8 

mg 

- 

Limita 
naţională 

50 50 0.5 - - - 5.0 

 
Din cele 9 plante uscate analizate din punct de vedere al conţinutului metalic, s-au 
selectat busuiocul, rozmarinul, salvia şi cătina ca având un conţinut în macro şi 
microelemente ce le face utilizabile în prepararea anumitor alimente în scopul 
îmbogăţirii conţinutului metalic al acestora, fără a se depăşi însă limitele admise. În 
cazul rozmarinului, la care analiza metalelor grele efectuate pe planta uscată a 
demonstrat o valoare de 0.25 ppm, fără a depăşi limitele admise, s-a efectuat 
determinarea conţinutul în metale grele şi al extractului hidroalcoolic, constatându-
se o scădere a nivelului de Pb la 0.01 ppm concomitent cu o scădere a nivelului 
celorlalte metale grele (Cu: de la 0.41ppm - la 0.83ppm; Zn: de la 21.3ppm - la 
1.85; Mn: de la 8.28ppm - la 0.49 ppm; Fe:de la 68.53 ppm- la 3.45 ppm). 
Deoarece conţinutul de metale este mult mai mic în cazul extractelor hidroalcoolice 
decât în cazul materialului vegetal de start, aceste extracte se pot folosi cu succes la 
creşterea aportului alimentar de microelemente. Metalele grele utile (Cu, Zn, Fe, 
Mn) din extracte pot contribui la îmbogăţirea în aceste metale utile a matricilor 
funcţionale de bază, fără a se atinge doze toxice. S-a selectat extractul de rozmarin, 
armurariu şi busuioc pentru îmbogăţirea sucului de roşii cu microelemente. 
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II.2.3. CONCLUZII 

 

 În urma analizei cromatogramelor HPLC pentru extractele în alcool 35% şi 
oţet de mere cu miere 9% obţinute din:  angelica (Angelica Archangelica)  -
tulpină şi frunze, armurariu (Silybum  marianum) - seminţe, busuioc (Ocimum 
Basilicum) - tulpină şi frunze, coacăze (Ribes Negrum) - fructe, coriandru 
(Coriandrum sativum) - fructe, cătină (Hippophae rhamnoides) - fructe, ghimbir 
(Zingiber officinale) - rădăcină uscată, măghiran (Majorana hortensis sau Origanum 
majorana) - tulpină şi frunze, salvie (Salvia Officinalis) - tulpină şi frunze, precum şi 
rozmarin (Rosmarinus officinalis) s-a observat că toate extractele au un conţinut 
remarcabil de acizi fenolici ceea ce le conferă proprietăţi antioxidante.  
 

 Analiza capacităţii antioxidante a arătat că extractele alcoolice au o capacitate 
antioxidantă mai mare decât cele în oţet, iar dintre extractele alcoolice 
extractul etanolic de  coacăze negre, de frunze de cătină, rozmarin şi 
salvie au activitatea antioxidantă cea mai ridicată. Deşi extractele 
plantelor medicinale şi aromatice în alcool 35% au activitate antioxidantă 
mai mare, totuşi, mai avantajoase din punct de vedere al administrării în 
dieta subiecţilor cu sindrom metabolic ar fi extractele în oţet de mere cu 
miere ale următoarelor plante: fructe de cătină, tulpină şi frunze de rozmarin, 
tulpină şi frunze de salvie, tulpină şi frunzede busuioc, precum şi seminţe de 
coriandru. În acest scop s-a propus obţinerea unui oţet balsamic obţinut prin 
macerarea acestor părţi din plantele aromatice şi medicinale în oţet de mere 
cu miere. 

 
 S-au analizat din punct de vedere al conţinutului metalic următoarele 

plante aromatice şi medicinale: cătină (fructe), rozmarin (tulpină şi 
frunze), arnică (flori), coacăze negre (fructe), armurariu(fructe), busuioc 
(tulpină şi frunze), salvie (tulpină şi funze), pufuliţă (tulpină şi frunze) şi 
păpădie (frunze).  

 
 Determinarea conţinutului în oligoelemente a evidenţiat următoarele: 

 
 Păpădia, datorită conţinutului mare de Cd şi Pb ar trebui exclusă din studiu 
 Arnica, deşi are conţinut mare de Ni, Mn şi Fe, are un conţinut de Zn peste 

limitele naţionale admise şi de asemenea utilizarea ei în studiu poate fi 
riscantă 

 Armurariul, chiar dacă are un conţinut ridicat de Cu, este sub limitele 
naţionale admise şi se poate utiliza pentru obţinerea de alimente îmbogăţite 
cu metale 

 Dintre plantele analizate, busuiocul, rozmarinul, măghiranul, angelica, 
coacăzul negru, cătina şi salvia conferă un aport echilibrat de oligoelemente 
necesare organismului şi concomitent, extractele acestora în etanol 35% sau 
oţet de mere cu miere 9% au activitate antioxidantă mare, care le 
recomandă cu succes în scopul obţinerii de alimente îmbogăţite cu 
oligoelemente. 
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II.3. Tehnologia obţinerii unor alimente 
îmbogăţite cu compuşi naturali de extracţie 

 
 
În cadrul acestui obiectiv sunt prezentate alimentele funcţionale multicomponent 
selectate pentru utilizarea în trialul clinic din cadrul acestui studiu, etapele fluxului 
tehnologic de obţinere a acestora şi rezultatele controlului de calitate.  
Alimentele funcţionale multicomponent care se vor afla în componenţa dietei 
administrate subiecţilor au fost luate în considerare următoarele amestecuri: 
 
1. Oţet balsamic de mere cu miere, cătină şi plante medicinale şi aromatice 

selectate (salvie, busuioc, rozmarin cu boabe de muştar, coriandru şi cimbru 
pentru condimentare) cu licenţă de fabricaţie 2008 

2. Amestec de compuşi  mono- şi polifenolici în forma monomera, dimera şi 
polimera (taninuri), obţinut prin extracţie protejată din seminţe, ramificaţii şi 
coji de struguri, subproduse de la obţinerea vinului, produs notificat IBA 
Bucureşti (2006) 

3. Amestecuri de cereale VITAPAN, produs avizat încă din anul 2002 de către 
Ministerul Sănătăţii şi Familiei Bucureşti, în urma analizelor şi a referatului 
tehnic întocmit de departamentul de specialitate (Alimentaţie) a Institutului de 
Igienă şi Sănătate Publică Cluj-Napoca. SC PROPLANTA S.A. din Cluj-Napoca 
deţine licenţa de fabricaţie a acestui produs . 

4. Suc de tomate îmbogăţit cu rozmarin, armurariu şi busuioc, produs aflat încă în 
stadiul de testare 

 
II.3.1. Oţet balsamic de mere cu cătină şi miere cu extracte 

de plante medicinale şi aromatice 
 
 Produsul „OŢET BALSAMIC” se prezintă sub forma unei soluţii limpezi, uşor 
opalescente de culoare galben-auriu, cu miros plǎcut de oţet şi plante aromatice. 
Oţetul balsamic necesar acestui studiu a fost produs şi analizat la SC PROPLANTA 
S.A. din Cluj-Napoca (licenţă de fabricaţie 2008).  Produsul se obţine din: oţet de 
mere, miere de albine, suc de cǎtină filtrat, plante aromatice (salvie, busuioc, 
rozmarin, măghiran, armurariu, angelica şi cimbru) şi seminţe condimentare (boabe 
de muştar, busuioc, coriandru, rozmarin [fişa tehnică a produsului PROPLANTA]. 
Produsul conţine următoarele principii active: taninuri, catechine, acizi fenolici, 
glucozide flavonoidice, antociani, pigmenţi naturali (carotenoide, antociani) [Fişa 
Tehnică a produsului, PROPLANTA]. Datorită concentraţiei mari de compuşi 
polifenolici antioxidanţi, şi de acizi organici obţinuţi prin fermentaţia merelor, 
antagonişti ai depunerii colesterolului, oţetul balsamic previne bolile cardiovasculare, 
are efect tonic asupra vaselor sangvine.  
 Previne bolile degenerative, este recomandat persoanelor adulte cu 
antecedente familiare de accidente vasculare, cardiace şi/sau cancer [221]. La 
obţinerea oţetului balsamic s-a folosit suc de cătină natural 100%, obţinut prin 
simpla trecere a fructelor printr-un sistem de filtre industriale, metodă care asigură 
păstrarea tuturor vitaminelor din fruct, doar cojile şi seminţele fiind îndepărtate.  
 Sucul de cătină este foarte bogat  în acizi organici, fapt confirmat de 
valoarea acidităţii titrabile şi pH-ul scăzut (aproape 2.7). Din punct de vedere 
cantitativ, acidul malic este principalul acid; nivelul de proteine este de asemenea 
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Fig. 33. Schema fluxului tehnologic la fabricarea produsului OŢET BALSAMIC; 

simbolul ⊗ marchează punctele de control 
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ridicat pentru un suc de fructe acesta explicând de fapt aspectul opalescent al 
sucului. Prin presarea fructelor de cătină, randamentul de obţinere este cuprins între 
60-85% [221]. Sucul de cătină, comparativ cu fructul conţine mai puţine zaharuri, 
dar are şi un conţinut mai mic de antioxidanţi, iar vitamina E este prezentă numai în 
urme. Schema de obţinere a oţetului balsamic este prezentată în fig.34.  
 Controlul de calitate al oţetului balsamic conform standardului de firmă a 
fost realizat la SC PROPLANTA S.A. din Cluj-Napoca în vederea controlului calităţii 
produsului [226]  
 Amprenata UV-VIS pentru oţetul balsamic, determinată cu metoda 
descrisă la capitolul II.2.2.1.2.1. , dupa o dilutie a probei de 1:20 a evidenţiat 
prezenţa acizilor fenolici (semnale 220 şi 280 nm)  şi a flavonoidelor ( semnale la 
220 şi la 325 nm). 

 
Fig. 34. Spectrul UV-VIS al oţetului balsamic 

 
Analiza  HPLC a oţetului balsamic de mere cu miere şi cătină (fig. 35) a evidenţiat 
prezenţa acidului galic (tR=min 4.4), a acidului protocatecuic (tR=min 7.3), acidului 
o-cumaric (tR=24.3), precum şi prezenţa flavonoidului quercetină (tR=31.9). 
Semnalul major de la tR= 28,67 a fost atribuit rutinei, compus major specific 
busuiocului şi rozmarinului. Picul cromatografic de la tR=2.950, ca şi picurile care au 
timpi de retenţie mai mari de 35 min indică prezenţa cătinei în oţet (fig. 35). 
 
II.3.2. Amestec de compuşi  mono- si polifenolici (VITIS)  
Produsul VITIS este un extract de tip  MPF – un complex de compuşi  mono- şi 
polifenolici în formă monomeră, dimeră şi polimeră (taninuri), obţinut prin extracţie 
protejată din seminţe, ramificaţii şi coji de struguri, subproduse de la obţinerea 
vinului. Produsul „VITIS” se prezintă sub forma unei soluţii limpezi, de culoare roz- 
rubinie, cu miros de sâmburi de struguri şi gust slab amărui. Produsul se obţine din: 
apă deionizată purificată [227], alcool etilic, glicerină, seminţe, pieliţe şi ciorchini de 
struguri roşii şi albi; Subprodusele de la prelucrarea vinului au provenit de la 
Staţiunea Experimentală Viticolă BLAJ şi s-au selecţionat în funcţie de culoarea
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Fig. 35. Analiza HPLC a oţetului  balsamic îmbogăţit cu plante aromatice: 
acid galic- 4.455 min ; acid protocatecuic- 7.347 min ; Acid o-cumaric 24.365 min
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strugurilor, în timpul culegerii evitându-se colectarea frunzelor odată cu ciorchinii de 
struguri. Principiile active conţinute în acest amestec sunt: taninuri, catechine, acizi 
fenolici, flavonoide, antociani, acizi graşi polinesaturaţi. 
Prin analiza spectrelor UV-VIS (fig.36) şi cromatografică (HPLC) s-au evidentiat mai 
multe clase de compusi fenolici [227]. 

 
    Fig. 36. Amprenta UV-Vis pentru VITIS 
 
Analiza HPLC [227] a produsului VITIS (obţinut din struguri roşii) a condus la 
identificarea semnalelor caracteristice acidului galic, clorogenic şi cafeic, precum şi a 
semnalelor carcteristice unor catechine ( tR= 5-11 min) (vezi fig.37). S-a evidenţiat 
ca semnal major malvidin glucozidul (antocian cu efect puternic antioxidant). Nu 
sunt prezente flavonoide. În cromatograma produsului VITIS din struguri albi (vezi 
fig.38) se observă acidul galic la minutul 4.5, acidul protocatecuic la minutul 6.718 
şi acidul clorogenic la minutul 13.692.  
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Fig. 37. Analiza HPLC a produsului VITIS obţinut din struguri roşii: (1) Acid galic- 

tR=4.226 min ; (2) Acid protocatecuic- tR=6.743min  ; (4) Acid cafeic - tR=13.647min; 
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Fig. 38. Analiza HPLC a produsului VITIS obţinut din struguri albi:(1) Acid galic- 

4.500 min ; (2) Acid protocatecuic- 6.718 min ; (3) Acid clorogenic - tR=13.692 min; 
(4) Acid cafeic - tR=14.3 min; (6) acid ferulic - tR=21.985 mi
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Fluxul tehnologic de producţie cuprinde 5 etape majore cu 7 puncte de control al 
producţiei: 

 
Fig. 39. Schema fluxului tehnologic la fabricarea produsului VITIS cu marcarea 
punctelor de control cu simbolul ⊗ 
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II.3.3. Amestecuri  de cereale (VITAPAN) 
 
Ca aliment multicomponent pe bază de cereale s-a utilizat o pâine preparată din 
făina de panificaţie uzuală la care s-a adăugat un aditiv  VITAPANUL, un aditiv 
natural care substituie multe tipuri de aditivi:  
 

Tabel 16 Aditivi folosiţi în industria pâinii substituiţi de VITAPAN 

Nr. cod Substanţa Rol  /  
Eventuale 
reacţii adverse 

E240 Formaldehidă Conservant / 
Cancerigen 

E322 Lecitină  Antioxidant,em
ulsificator 

E450 Difosfaţi  Săruri minerale 

E451 Trifosfaţi  Săruri minerale 

E 452 Polifosfaţi  Săruri minerale 

E471 Mono- şi distearat de glicerină Emulsificator 

E472 Mono şo digliceride cu acizi graşi şi acid acetic (E472a), 
acid lactic (E472b), acid citric (E472c),  tartric (E472d);  
esteri de mono- şi digliceride cu acizi graşi (E472e) şi 
amestec de mono-şi di-gliceride cu acid acetic şi tartric 
(E472f) 

Emulsificator 

E473 Esteri ai zaharozei cu acizi graşi  Emulsificator 

E474 Poliglicerol esteri ai acizilor graşi Emulsificator 

 
VITAPAN este un supliment nutritiv natural pentru panificaţie, alcătuit dintr-un 
amestec echilibrat neomogen de pudre, de culoare galben-pai, obţinute din boabe şi 
germeni de cereale (soia, grâu, secară, cartof), seminţe de floarea soarelui, in şi 
fructe deshidratate de cătină, măcese, ardei dulce. Are efect fortifiant prin conţinutul 
de vitamine B1, B2, B6, C, E, PP, folat şi pantotenat. Aduce un aport semnificativ de 
macro- şi oligoelemente: potasiu, magneziu, zinc, mangan, fosfor, seleniu, fier, 
cupru, calciu, pigmenţi vegetali antioxidanţi, acizi graşi nesaturaţi în produsele de 
panificaţie [223]. Acest amestec asigură un efect antioxidant, stabilizator, 
emulgător, hidratant, conservant.   
VITAPAN adăugat în concentraţie de 1,5% în făina de panificaţie, asigură la un 
consum de  500 g de pâine un aport de: 
 aprox. 1,2 g proteină, 0,7g lipide (din care 18-20% lipide mononesaturate şi 50-

55% lipide polinesaturate) şi 2,5 g glucide ( din care 35% fibră brută).  
 vitamine: provitamina A (40-60 mg), vitamina B1 (3-4 mg), vitamina B2 (5-8 

mg), vitamina B6 (4-6 mg), vitamina C ( 34-38 mg), vitamina E (1,5-1,7 mg), 
folat (1,8-1,9 mg), vitamina PP (niacină) (0,6-0,8 mg), pantotenat (8-10 mg).  

 macro- şi oligoelemente şi anume: 51-55 mg potasiu, 1,0-1,4 mg sodiu, 7-9 mg 
calciu, 19-21 mg magneziu, 0,2-0,4 mg cupru, 0,5-0,7 mg fier, 1,4-1,6 mg zinc, 
0,3-0,5 mg mangan, 30-35 mg fosfor, 1,8-2 mg seleniu [223,226]. 

Avantaje: 
⎯ VITAPAN se introduce în făină, prin adaus direct, în procent de 1,5%, procesul 

tehnologic fiind similar cu cel convenţional de obţinere a pâinii.  
⎯ reduce timpul de dospire a aluatului 
⎯ creşte timpul de relaxare şi capacitatea de emulsionare şi spumare a aluatului,  
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⎯ întârzie învechirea pâinii (capacitate crescută de reţinere a apei).  
⎯ protejează pâinea de mucegăire datorită unor fitoncide naturale prezente în 

compoziţie. 
⎯ Concentraţia de 1,5 % poate fi mărită la 2-2,5% în cazul administrării pâinii la 

persoane subnutrite, bolnavi, militari, sportivi 
 

II.3.4. Suc de tomate îmbogăţit cu rozmarin, armurariu şi 
busuioc 

 
 Sucul de tomate îmbogăţit cu rozmarin, armurariu şi busuioc este un 
aliment multicomponent, ce s-a creat în scopul creşterii aportului exogen de 
microelemente Cu, Zn, Fe, Mn. Extractele de rozmarin şi busuioc în alcool au o 
activitate antioxidantă mare (aşa cum s-a determinat la capitolul II.2.1) şi conţinut 
mare de K şi Ca, Zn, Mn, Fe.   
Acest aliment nu este pregătit la scară industrială, ci a fost obţinut în cantităţi mai 
mici necesare desfăşurării studiului, la Universitatea de Ştiinţe Agricole şi Medicină 
Veterinară (USAMVB) din Timişoara. Deocamdată, utilizarea acestuia este încă în 
fază experimentală, încercându-se integrarea lui într-o dietă vegetariană aşa încât 
să contribuie nu numai la aportul exogen de antioxidanţi, dar şi de microelemente. 
Procedeul de obţinere este simplu şi porneşte de la tomate crescute în condiţii 
ecologice, fără folosirea de substanţe chimice pentru stimularea şi tratarea 
plantelor.   
                 După prepararea sucului de tomate (randamentul de obţinere a sucului 
de tomate este de 55%), când acesta a ajuns la temperatura ambiantă, s-a adaugat 
extractul hidroalcoolic de rozmarin, armurariu şi busuioc obţinut prin macerarea la 
rece (20°C-25°C) a plantelor uscate procurate din comerţ în etanol 50% într-un 
raport de 10 g plantă uscată la 100 ml extract, urmată de filtare rapidă la vid şi 
păstrate în flacoane de plastic la -200C. Extractele în alcool au fost analizate 
imediat.. Extractul alcoolic s-a adaugat într-un raport volumetric de 5% în sucul de 
tomate [223, 226]. Pentru conservare s-a folosit rădăcină de hrean ras în raport de 
5% (w/v) Sucul de tomate îmbogăţit cu rozmarin şi busuioc s-a analizat în vederea 
determinării activităţii antioxidante folosind metodele FRAP descrisă la capitolul  
II.2.1.2.1.2.2, precum şi analiza compuşilor fenolici totali folosind metoda Folin-
Ciocâlteu.  
 Metoda Folin-Ciocâlteu 
Metoda, propusă iniţial pentru analiza proteinelor [227], a fost folosită ulterior 
pentru analiza de polifenolilor [228] şi se bazează pe capacitatea de reducere a 
probelor de analizat cu reactivul Folin- Ciocâlteu care conţine un amestec de săruri 
de molibden şi tungsten. Prezenţa antioxidanţilor în proba de analizat, în mediul 
bazic (pH=10), duce la reducerea ionului de molibden şi formarea unui complex de 
culoare albastră care absoarbe la 750-765 nm.  Prin această metodă nu se 
determină numai conţinutul în fenoli, dar şi alţi compuşi cu activitate antioxidantă 
(ex. vitamina C) 
           Reactivi de lucru:  

 Reactiv Folin-Ciocâlteu 2.0mM 
 Soluţii standard de acid galic 0.2, 0.4, 0.8 şi 1.2 μM/ml 
 7.5% Na2CO3   

 Mod de lucru: 
Reactivul Folin –Ciocâlteu stoc s-a diluat 1:10 în momentul folosirii pentru obţinerea 
reactivului de lucru. 0.5 ml din fiecare probă şi standard s-au adăugat la 2.5 ml din 
reactivul de lucru. Pentru realizarea unui pH bazic, s-au adăugat 2 ml soluţie Na2CO3 
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7.5%. Eprubetele s-au menţinut la temperatura camerei timp de 2h. S-au citit 
absorbanţele probelor la 750 nm faţă de soluţia martor. Conţinutul total de polifenoli 
se exprimă în echivalenţi de acid galic mmoli/l (μM acid galic/ml) 
 

 
Fig. 40. Curba de etalonare folosind soluţii standard de acid galic 

 
Analiza conţinutului total de polifenoli s-a realizat pe un extract în alcool etilic 50% 
obţinut din suc de tomate, într-un raport  suc de tomate: alcool etilic 50% = 1: 2 
(w/v) (10 g de suc de tomate : 20 ml alcool etilic 50%) prin macerare la rece timp 
de 7 zile. După filtrarea pe filtru cu bandă albastră, filtratul s-a analizat imediat  În 
fiecare caz în parte, s-a ţinut cont de diluţia probelor pentru ca absorbanţa citită să 
se încadreze în curba de etalonare.  
 
  Tabel 17.Capacitatea antioxidantă a extractelor alcoolice de suc de rosii din comerţ 

Extractul 
alcoolic analizat 

TACFRAP 

(µmoli 
Fe+2/mL) 

TACFRAP 

(µmoli Fe+2/ 
g suc) 

Polifenoli 
totali 

(μmoli acid 
galic/ml) 

Polifenoli 
totali 

(μmoli/g 
suc) 

Suc de tomate 6.96 13.90 2.14 4.28 

 
Determinarea conţinutului metalic al sucului de tomate 
Determinarea conţinutului metalic al sucului de tomate s-a realizat folosind metoda 
flamfotometrică descrisă anterior. Sucul de tomate concentrat a fost mineralizat prin 
ardere, cenuşa fiind reluată cu o soluţie 1N de HNO3. Rezultatele experimentale 
(tabel 18) au relevat un conţinut ridicat de sodiu şi potasiu. Conţinutul în Cu al 
sucului de roşii analizat este ridicat, dar se află în limitele naţionale admise. În 
concluzie, folosirea unui suc de roşii cu un conţinut mai ridicat de busuioc, armurariu 
şi rozmarin care au un conţinut mare de calciu şi magneziu asigură un supliment de 
oligoelemente important fără a depăşi limitele admise. 
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Tabel 18.Conţinutul în metale al sucului de tomate îmbogăţit cu rozmarin şi busuioc 

Conţinutul în metale alcaline şi alcalino-pământoase 
 

Na 
ppm 

K 
ppm 

Ca 
ppm 

Mg 
ppm 

770 21970 2320 1350 

Conţinutul în metale grele 
 

Cu 
ppm 

Mn 
ppm 

Zn 
ppm 

Fe 
ppm 

Ni 
ppm 

12.7 10.2 29 72 1.5 

 
 
 
 

II.4.  Investigarea efectului administrării 
alimentelor îmbogăţite cu compuşi de 

extracţie  naturali  în patologia sindromului 
metabolic 

  
 

II.4.1. Constituirea unei diete optime pentru subiecţii cu 
sindrom metabolic 

 
Managementul sindomului metabolic şi al factorilor individuali de risc în sindromul 
metabolic pune accent, în primul rând, pe modificarea stilului de viaţă (pierderea în 
greutate şi activitate fizică), în timp ce terapia medicamentoasă se plasează în 
planul secund (în condiţiile în care problemele cardiovasculare nu necesită 
tratament) [229]. Un studiu efectuat în Grecia în 2002 pe 22 043 participanţi 
aparent sănătoşi a arătat o asociere a dietei mediteraneene cu scăderea mortalităţii 
din cauze cardiovasculare sau cancer [230]. Dieta mediteraneeană este 
caracterizată de consum ridicat de fructe şi legume, nuci şi cereale, consum ridicat 
de ulei de măsline în detrimentul lipidelor saturate, consum moderat de peşte şi un 
consum moderat scăzut de lactate, consum scăzut de carne şi un consum regulat, 
moderat scăzut de alcool, în principal vin consumat în timpul mesei [231]. Analiza 
efectuată pe componente individuale ale dietei mediteraneene a arătat că asocierea 
cu scăderea mortalităţii nu se mai menţine, ceea ce sugerează o acţiune cumulativă, 
sinergică sau interactivă, a acestor componente individuale care este mai 
importantă decât acţiunea fiecărui component în parte [229].  
În cazul studiului de faţă, întocmirea raţiilor alimentare vegetariene a avut în vedere 
aportul fiecărui aliment multicomponent cu componentele nutriţionale naturale 
aferente. Aportul de acizi graşi nesaturaţi omega-3 a fost asigurat, pe de o parte de 
sursele vegetale introduse în dietă (nuci şi VITIS), iar pe de altă parte de suplimente 
nutritive omega-3. Aceşti acizi graşi nesaturaţi au proprietăţi antiinflamatoare, 
inhibând sinteza citokinelor TNF-α, IL-1 şi IL-2 [232] şi procesul de adeziune la nivel 
endotelial [233]. Acizii omega-3 duc la scăderea conţinutului în acid arahidonic la 
nivelul membranelor plasmatice responsabil corelat cu nivelul de prostglandine 
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atrosclerotice (pGE2 şi PGD2) şi leucotriene, molecule de lipide bilogic active care 
contribuie la procesul inflamator. Substituirea uleiului de floarea soarelui sau 
grăsimilor solide, frecvent utilizate în bucătăria românească, cu ulei de măsline a 
avut ca scop creşterea conţinutului de acizi graşi mononesaturaţi în detrimentul 
celor polinesaturaţi. Ruano şi colab. [234] au demonstrat efectul pozitiv al uleiului 
de măsline extravirgin asupra funcţiei endoteliale precum şi scăderea nivelului de 
lipoperoxizi. Se pare că, mai degrabă conţinutul ridicat în polifenoli al uleiului de 
măsline extarvirgin decât conţinutul în acizi graşi mononesaturaţi este cauza 
proprietăţilor cardioprotective ale acestuia [234]. Nucile au de asemenea un 
conţinut ridicat de acizi graşi mononesaturaţi care contribuie la ameliorarea profilului 
lipidic, dar şi la reducerea proceselor de adeziune a moleculelor de adeziune la 
nivelul endoteliului. Conţinutul ridicat în arginină contribuie şi el la efectul 
cardioprotectiv al acestora [235]. Conţinutul în metale precum potasiu, calciu, 
cupru, zinc, fier şi mangan îmbogăţit prin prezenţa plantelor medicinale şi aromatice 
precum rozmarin, busuioc sau a coacăzelor negre şi cătinei în alimentele funcţionale 
(VITIS şi suc de tomate îmbogăţit) asigură suplimentarea cu microelemente 
necesare unor proceselor enzimatice şi nu numai, care au loc în organism. O 
asociere invers proporţională a fost raportată prin mai multe studii între consumul 
de fructe şi legume şi apariţia şi progresul bolilor cardiovasculare [236, 237]. În 
cazul studierii contribuţiei antioxidanţilor din fructe şi legume la procesul inflamator, 
rezultatele studiilor observaţionale au arătat o asociere între capacitatea 
antioxidantă totală asigurată de dietă, nivelul de carotenoizi şi vitamine cu markeri 
ai inflamaţiei [238,239]. S-a dovedit in vitro că prin combinarea anumitor 
antioxidanţi cu proprietăţi diferite care se reîncarcă radicalic unul pe altul se poate 
oferi protecţie optimă pentru toate compartimentele celulare sau de la nivelul unui 
organism [240]. Aşa este cazul reţelei formate de α-tocoferol, α-tocotrienol, 
vitamina C, acid lipoic şi tioli care interacţionează in vitro între ei pentru stingerea 
reacţiilor radicalice, ducând la neutralizarea ROS [240]. Ţinând cont de toate aceste 
aspecte, s-au întocmit raţii alimentare vegetariene, pe bază de legume de sezon, 
care conţin o gamă largă de antioxidanţi cărora li s-a determinat capacitatea 
antioxidantă şi care s-au analizat din punct de vedere al conţinutului în metale 
bioactive şi metale toxice. Deoarece perioada de urmărire a subiecţilor a fost de 6 
luni, raţiile alimentare nu au fost foarte stricte. Au fost realizate experimental 
diferite raţii alimentare vegetale, cele mai convenabile fiind considerate 
următoarele: salată de varză albă, varză roşie, morcovi, pătrunjel, ceapă; salată de 
tomate, ardei, castraveţi, ceapă , ţelină pătrunjel şi supă de legume morcovi, 
păstârnac, conopidă, cartofi, ţelină, pătrunjel şi bulion. 
 

II.4.1.1. MATERIALE ŞI METODE 
 
Pentru analiza alimentelor multifuncţionale din dietă s-au folosit metodelele de 
determinare a activităţii antioxidante FRAP şi Folin-Ciocâlteu descrise la capitolul 
II.2.1. Prelucrarea materialului în vederea determinării capacităţii antioxidante a 
alimentelor a ridicat destul de multe probleme. Materialul vegetal a fost mărunţit cu 
un robot de bucătărie. Extractul hidroalcoolic s-a obţinut prin macerarea la rece 
(20°C-25°C) a materialului vegetal în alcool 50% (10 g material vegetal/20 ml alcool 
etilic 50%) timp de 7 zile. Filtrarea materialului vegetal s-a făcut pe filtru cu bandă 
albastră. Pe filtratul obţinut s-a făcut analiza capacităţii antioxidante cu metoda 
FRAP şi analiza conţinutului în polifenoli totali folosind reactivul Folin-Ciocâlteu. 
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II.4.1.2. REZULTATE ŞI DISCUŢII 
S-a determinat conţinutul în polifenoli şi capacitatea antioxidantă şi s-a raportat la 
masa de material vegetal folosită pentru analiză (nu la g de substanţă uscată).  
 

Tabel nr. 19. Caracterizarea capacităţii antioxidante a produselor funcţionale 
obţinute 

Nr. 
crt. 

Produsul Capacitatea 
Antioxidantă(FRAP) 
Fe2+ μM/g 

Polifenoli 
(acid galic) 
μM/100g 

1 Salată legume1 2.41 2.25 

2 Salată legume 2 1.80 2.68 

3 Supă legume 1.17 0.94 

 
Cea mai ridicată capacitate antioxidantă a fost determinată la salata pe bază de 
varză, urmată de salata pe bază de tomate şi castraveţi.  

 
Fig.41. Determinarea activităţii antioxidante a unor alimente în scopul includerii în 

dietă 

 
Fig.42. Conţinutul în metale grele ale salatei de legume 1 (culoare albastră), salată 2 

(culoare galbenă) şi supa de legume (culoare roz) pentru Cu (1), Zn(2), Fe(3), 
Mn(4), Ni(5), Pb(6), Cd(7), Cr(8) 
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Se remarcă conţinuturile apreciabile, dar fără a deveni toxice, de Fe, Mn urmat de 
Zn şi Cu. Alimentele funcţionale vegetale au conţinuturi similare de metale, 
nedepăşind  limitele legale admise.  
Dieta pentru subiecţii cu sindrom metabolic a fost propusă ţinând cont de nevoile 
individuale ale subiecţilor şi a constat în: 

 
Tabel 20. Constituirea şi administrarea dietei 

Ingredient Aliment 
multicomponent

Mod de administrare 

 min. 200g legume 
proaspete  

 15 ml oţet balsamic 

 15 ml ulei de 
măsline 

 
Salată de 
legume 1 
Salata de 
legume 2 
Supă de legume 

 100 ml suc de 
tomate îmbogăţit cu  
rozmarin 

Supă de legume 
Sosuri 

Se consumă o dată pe zi, 
timp de 5 zile / săptămână 
pe durata a 6 luni a unei 
salate de crudităţi la 
alegere (min.200g)  cu 15 
ml ulei de măsline si 15 ml 
oţet balsamic sau a unei 
supe de legume 
(min.200g) preparată 
folosind 100 ml de suc de 
tomate. În cazul alegerii 
unei salate, sucul de 
tomate se administrează 
sub formă de sosuri pentru 
paste. 

 15 ml de extract de 
sâmburi de struguri  

Produsul VITIS După fiecare masă din 
dietă (de prânz sau cină) 

 3-4 nuci sau 15 g 
de seminţe de 
dovleac 

Nuci, seminţe După fiecare masă din 
dietă (de prânz sau cină) 

 Supliment nutritiv 
natural VITAPAN 

         Pâine  În timpul fiecărei mese 
dietetice (prânz sau cină) 
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II.4.2. Evaluarea efectelor dietei alese la subiecţii cu sindrom 
metabolic 

  
 

II.4.2.1. MATERIALE ŞI METODE 
 
II.4.2.1.1.Selecţionarea subiecţilor umani incluşi în  loturile de studiu  
Subiecţii cu sindrom metabolic au fost selectaţi conform criteriilor ATP III din ghidul 
american de clasificare a sindromului metabolic. Au fost selectaţi subiecţii care 
îndeplinesc 3 din următoarele 5 criterii: obezitate, dislipidemie, hipertensiune 
arterială şi sindromul rezistenţei la insulină sau diabet.  
Criterii de includere: 

1. bărbaţi sau femei cu vârsta  18 – 70 de ani; 
2. obezi (cu indicele de masă corporală -IMC> 30 kg/m2) sau indici 

antropometrici de obezitate; 
3. fără medicaţie pentru obezitate;  
4. cu complianţa la dieta şi exerciţii indicate de medic; 

Criterii de excludere: 
 a.  IMC < 30 kg/m2; 

b. Tensiune arterială  necontrolată prin medicaţie sau modificări ale 
electrocardiogramei 

c. Abuz de alcool sau alte medicamente; 
d. Istoric de HIV sau hepatită cronică cu virusul B sau C, alte afecţiuni hepatice 

(cu TGO si TGP > 2-3 X decât normalul); 
e. Istoric de afecţiuni maligne; 
f. Subiecţi cu probleme psihice care nu pot adera la tratamentul dietetic 

indicat; 
g. Femei în perioada sarcinii sau alăptarii; 
h. Tratamente cu suplimente nutritive; 
i. Subiecţi cu afecţiuni endocrine (tiroidiene, cortico-suprarenale, etc); 
j. Subiecţi diagnosticaţi cu sindroame anemice; 
k. Istoric relevant de afectare renală (creatinina serică > 2mg/dl) sau gastro-

intestinală; 
l. Subiecţi diagnosticaţi cu accident vascular cerebral, infarct miocardic, angina 

pectorală, aritmii, insuficienţă cardiacă congestivă clasa III-IV NYHA; 
m. Participanţii (90) care au întrunit criteriile de includere au fost ulterior 

randomizaţi în grupuri de intervenţie (A, B, C) şi grup martor (D). Cei din 
lotul A de intervenţie au primit alimente funcţionale multicomponent + 
omega 3 (ulei de peşte: 1 capsulă de 500 mg/zi), lotul B au primit alimente 
funcţionale, lotul C omega 3 după o prealabilă tipizare metabolică şi analiza 
toleranţelor alimentare. Lotul D a servit ca lot de control.  

n. Urmărirea efectelor alimentelor funcţionale prin intervenţie nutriţională a 
fost realizată după 3 luni şi 6 luni de la înrolare în studiu (prin comparare cu 
momentul înrolării) prin analiza probelor biologice (sânge, ser, plasmă) 
provenite de la subiecţi a următorilor parametri măsurabili:  

A. Parametrii de efect metabolic: 
a. scorul IR-HOMA care este un indice al rezistenţei la insulină. Acest index se 

poate calcula după formula:  IR-HOMA = insulină (μU/ml) x glucoză (mmol/l)/ 
22.5. şi este o măsură a funcţionării echilibrului dintre producţia de glucoză de 
la nivel hepatic şi secreţia de insulină la nivelul celulelor β pancreatice. Valorile 
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ridicate ale indicelui HOMA-IR indică sensibilitate la insulină redusă,  iar acest 
lucru se manifestă prin apariţia rezistenţei la insulină. 

b. profilul lipidic: trigliceride totale, colesterol total şi fracţiunile acestuia  HDL 
colesterol şi  LDL colesterol. Dislipidemia aterogenică, prezentă printre factorii 
de risc în sindromul metabolic este caracterizată de nivel plasmatic crescut de 
trigliceride, nivel scăzut de HDL colesterol şi uşor crescut până la normal de LDL 
colesterol.[241] Acizii graşi liberi din circulaţie, acţionează la nivelul ficatului 
unde stimulează sinteza de trigliceride şi secreţia de VLDL colesterol. Creşterea 
de VLDL colesterol duce la scăderea fracţiunii  HDL datorită faptului că se 
transferă colesterol de la HDL la LDL prin intermediul CETP (proteina de transfer 
a colesteril esterilor) 

c. adiponectina  este un hormon proteic care modulează diferite procese 
metabolice cum ar fi catabolismul acizilor graşi şi metabolismul glucidic la nivelul 
ficatului şi muşchiului scheletic. Adiponectina are şi activitate antiateroscleroză 
prin: inhibarea expresiei citokinelor şi a moleculelor de adeziune implicate în 
procesul inflamator şi inhibarea expresiei receptorilor “scavenger“ care leagă şi 
internalizează formele oxidate şi acetilate ale LDL implicate în patogeneza 
aterosclerozei. Adiponectina este secretată exclusiv la nivelul ţesutului adipos şi 
se afla în concentraţie  crescuta în plasma sanguină în comparaţie cu alţi 
hormoni (aprox. 5-10 μg/ml). Secreţia de adiponectină este stimulată de: 
insulină ( dupa administrarea acută), IGF-1, activarea PPAR γ şi este inhibata de 
TNF-α, de administrarea cronică de insulină, glucocorticoizi şi AMPc. Nivelele 
plasmatice ale adiponectinei sunt scăzute în stările asociate cu rezistenta la 
insulina (obezitate, diabetul zaharat tip II şi boala coronariana) şi crescute în 
anorexia nervoasă, diabetul zaharat tip I şi insuficienta renală cronică [241].                                       

d. leptina este un hormon proteic, sintetizat predominant la nivelul adipocitelor 
diferenţiate din ţesutul adipos, dar şi în alte ţesuturi şi organe: stomac, muşchi 
scheletic, ficat, placenta. Leptina acţionează asupra sistemului nervos central, în 
special asupra hipotalamusului, prin legare de receptori specifici, determinând 
suprimarea apetitului şi creşterea consumului energetic. Aportul alimentar 
determină creşterea producţiei de insulină, care stimulează la rândul ei secreţia 
de leptină. Supraalimentarea masivă determină creşteri ale leptinei serice cu 50 
% faţă de valoarea bazală iniţială . La 24 de ore de înfometare, concentraţia 
serica a leptinei scade la 30% din valoarea bazală [241]  

e. IL-6 este una dintre citokinele proinflamatorii asociate cu rezistenţa la insulină 
şi diabetul tip 2, situaţii în care nivelul IL-6 creşte de 2-3 ori comparativ cu 
condiţiile bazale. IL-6 inhibă semnalizarea celulară prin intermediul receptorului 
insulinic (IR) şi acţiunea directă a insulinei la nivelul hepatocitelor [242].Datorită 
acestor cnsiderente şi faptului că producţia acestuia de către adipocite şi 
macrofage  este de 2-3 ori mai ridicată la subiecţii obezi, se consideră că 
producţia crescută de IL-6 poate fi asociata cu sindromul metabolic.  

f. TNF-α, sunt citokine proinflamatorii secretate de către ţesutul adipos. Nivelul 
acestora este crescut la subiecţii obezi. TNF-α este considerat ca fiind un 
potenţial factor ce contribuie la dezvoltarea sindromului de rezistenţă la insulină. 
TNF-α influenţează expresia GLUT-4, IRS-1, glicogen sintazei [243]. În celulele 
3T3-L1 s-a observat că TNF-α reduce nivelul de adiponectină [244] 

g. nivelul de radicali liberi din sîngele periferic este influenţat de multiple 
mecanisme aşa cum s-a prezentat la capitolul I.1.1., iar dezechilibrul existent 
între producţia şi neutralizarea acestor specii duce la disfuncţia endotelială în 
multiple moduri. 
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h. antioxidanţii hidrosolubili circulă nelegaţi în plasmă şi se elimină la nivel 
urinar netransformaţi. Pentru transportul prin membrane au nevoie de sisteme 
de transport specializate. Din acest motiv, acţionează pentru neutralizarea 
radicalilor liberi mai mult la nivel plasmatic. 

i. antioxidanţi liposolubili circulă în plasmă transportaţi de proteine şi, în 
consecinţă,  au timp mai lung de staţionare în plasmă. Au un timp de 
metabolizare mai lung decât antioxidanţii hidrosolubili şi pot trece prin 
membrane (chiar se pot asocia la acestea),  acumulându-se la nivelul ţesutului 
adipos şi a altor ţesuturi unde îşi manifestă acţiunea de neutralizare a radicalilor 
liberi.  

B. Parametrii de progresie a aterosclerozei : grosimea intima-medie la nivelul 
arterei carotide comune  reprezintă un parametru ce caracterizează grosimea 
peretelui vascular la nivelul intimei arterei carotide comune. 

 
II.4.2.1.2. Recoltarea probelor de sânge  
Pentru a nu influenţa măsurarea variabilelor hemostatice, recoltarea probelor de 
sânge venos s-a făcut dimineaţa după o perioadă de aproximativ de 10 ore de post, 
folosind  sisteme vacutainer care micşorează timpul în care sângele ajunge pe 
anticoagulant. Determinările de glucoză, lipide şi de colesterol la subiecţii analizaţi 
s-a realizat la Clinica de Cardiologie şi Recuperare Vasculară din Timişoara valorile 
obţinute fiind înregistrate în fişele medicale ale subiecţilor. Pentru determinările 
ELISA şi antioxidanţi s-a separat plasma din sângele venos recoltat pe anticoagulant 
(heparinat de litiu) prin centrifugare 10 min. la 2500 rpm. Pentru determinarea 
celorlalţi parametrii biochimici s-a utilizat serul separat din sângele venos recoltat pe 
accelerator de coagulare prin centrifugare 10 min la 2500 rpm. 
II.4.2.1.3.Metoda ELISA  
Determinarea insulinei, adiponectinei, leptinei , IL-6 şi TNF-a s-a realizat folosind 
metoda ELISA şi analizorul ELISA (Start Fax 3200, Awareness Technology Inc.).  

 
Fig. 43. Principiul metodei ELISA sandwich 
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Metoda ELISA sandwich utilizează un prim anticorp (anticorpul ataşat) fixat de faza 
solidă (placa ELISA). Cantitatea de anticorp legat trebuie să fie astfel fixată încât 
numărul de situsuri de legare disponibile să fie mai mare decât numărul de molecule 
de antigen prezente în soluţia etalon sau din cea necunoscută. Antigenul se va fixa 
astfel de situsurile specifice. Adăugarea unui al doilea anticorp marcat, este urmată 
de fixarea sa pe antigenul în prealabil fixat de primul anticorp. Antigenul este prins 
astfel în "sandwich" între cei doi anticorpi, de unde numele atribuit acestui tip de 
metodă. O simplă spălare a plăcii permite înlăturarea anticorpilor marcaţi nefixaţi 
aflaţi în exces. Pentru ca anticorpii marcaţi să poată reacţiona cu antigenul deja 
angajat în reacţia cu primul anticorp, cei doi anticorpi  trebuie să reacţioneze cu 
epitopi diferiţi ai antigenului. Marcarea anticorpilor se face cu o enzimă, iar 
determinarea cantităţii de anticorp marcat cu enzima marker se face prin 
determinarea cantităţii de substrat sau de produs al reacţiei catalizate de enzima 
respectivă. În cadrul fiecărei metode utilizate se foloseşte o curbă standard  folosind 
cantităţi cunoscute de antigen. Analizorul ELISA folosit construieşte curba de 
etalonare şi prezintă direct concentraţia componentului de analizat.  
 
A. Determinarea insulinei folosind metoda ELISA (kit DRG Instruments 
GMBH) 
Principiul metodei. Kit-ul ELISA (solid phase enzyme-linked immunosorbent 
assay) se bazează pe principiul sandwich, în care anticorpii monoclonali specifici 
unui situs antigenic din structura insulinei sunt fixaţi de o matrice solidă ce acoperă 
peretele interior al godeurilor. Proba de analizat (plasmă) care conţine insulină este 
incubată în godeurile respective cu un anticorp anti-insulină conjugat cu biotină 
(conjugatul enzimatic) şi se formează un complex anticorp-insulină-anticorp-biotină. 
După incubare, conjugatul nelegat de insulină este îndepărtat prin spălare. În timpul 
celui de-al doilea proces de incubare, complexul enzimatic streptavidin peroxidază 
(HRP) se leagă de complexul biotină-anticorp antiinsulinic. Cantitatea de complex 
HRP legată este proporţională cu concentraţia insulinei din proba analizată şi va fi 
determinată printr-o reacţie colorimetrică. Se citesc absorbanţele standardelor, 
controalelor  şi probelor la 450±10 nm. Se foloseşte o curbă de etalonare folosind 
cele 6 standarde pe baza căreia se determină concentraţiile probelor necunoscute. 
Mod de lucru:  

1. S-au adaugat 25 μL din fiecare standard (0; 6.25; 12.5; 25; 50; 100 μIU/mL), 
control şi probe în godeurile corespunzătoare (standardele conţin anticorp 
monoclonal antiinsulină) 

2. S-au adaugat 25 μL din conjugatul enzimatic în fiecare godeu (anticorp 
monoclonal antiinsulină conjugat cu biotină) 

3. S-a amestecat uşor pentru 10 secunde  pentru o amestecare completă 
4. S-au  incubat 30 minute la temperatura camerei fără să se acopere godeurile 
5. S-a aruncat conţinutul godeurilor rapid şi s-a spălat de 3 ori cu câte 400 μL de 

soluţie de spălare 
6. În fiecare godeu s-au  adăugat câte 50 μl de complex enzimatic 

(streptavidină-HRP) 
7. S-au incubat 30 min la temperatura camerei 
8. S-a aruncat conţinutul godeurilor rapid şi s-a spălat de 3 ori cu câte 400 μL de 

soluţie de spălare 
9. În fiecare godeu s-au adăugat 50 μL de soluţie de substrat cromogen 

(3,3`,5,5` tetrametilbenzidină TMB şi H2O2) 
10. S-au incubat 15 minute la temperatura camerei 
11. S-a stopat reacţia enzimatică cu reactivul de stopare (20% H2SO4) 
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12. S-a citit absorbanţa probelor la 450±10 nm  folosind un cititor ELISA START 
FAX 2000 în decurs de 10 min. de la stoparea reacţiei 

 
B. Determinarea interleukinei-6 folosind metoda ELISA (kit DRG 
Instruments GMBH) 
Principiul metodei. Kit-ul ELISA (Enzyme Amplified Sensitivity Immunoassay) 
foloseşte un amestec de mai mulţi anticorpi monoclonali direcţionaţi către epitopi 
diferiţi ai IL-6. Folosirea acestora conferă o sensibilitate mai mare metodei şi evită 
hiperspecificitatea. Prima categorie de anticorpi (MABs1) sau anticorpi de captură 
sunt ataşaţi de partea inferioară a pereţilor interiori ai godeurilor. Standardele, 
controalele şi probele sunt adăugate la fiecare godeu. După incubare, se 
îndepărtează prin spălare excesul de antigen. Se adaugă complexul HRP-MABs-2 şi 
se incubează. Se spală godeurile pentru îndepărtarea anticorpilor marcaţi nelegaţi. 
Soluţia revelatoare (tetrametilbenzidină-TMB- şi H2O2) este adăugată şi se 
incubează amestecul de reacţie. Reacţia este stopată cu o soluţie de H2SO4 şi se 
citesc absorbanţele standardelor, controalelor şi probelor diferenţial la 450 nm  şi 
490 nm . Se foloseşte o curbă de etalonare folosind cele 6 standarde pe baza căreia 
se determină concentraţiile probelor necunoscute. 
Mod de lucru:  

1. În fiecare godeu s-au adăugat 50 μl de soluţie tampon de incubare (conţine 
antiser) 

2. S-au adăugat 100 μl din fiecare standard (0; 16; 45; 147; 462; 1690 
pg/mL), control şi probe în godeurile corespunzătoare( standardele conţin 
MABs1) 

3. S-a incubat 1h la temperatura camerei şi s-a agitat pe un agitator orizontal 
la 700 ± 100 rpm  

4. S-a aspirat conţinutul godeurilor şi s-a spălat de 3 ori cu câte 400 μL de 
soluţie de spălare 

5. S-a adăugat câte 100 μL de complex enzimatic Anti-IL-6-HRP în fiecare 
godeu 

6. S-a pipetat 50 μL de soluţie A în fiecare godeu 
7. S-a incubat 1h la temperatura camerei şi se agită pe un agitator orizontal la 

700 ± 100 rpm  
8. S-a aspirat conţinutul godeurilor  şi se spală de 3 ori cu câte 400 μL de 

soluţie de spălare 
9. S-a adăugat 200 μL de soluţie de substrat cromogen (3,3`,5,5` 

tetrametilbenzidină TMB şi H2O2)  în fiecare godeu în decurs de 15 minute 
10. S-au incubat probele  15 minute la temperatura camerei cu agitare continuă 

700 rpm 
11. S-a stopat reacţia enzimatică cu 100 μL reactivul de stopare (H2SO4 20%) 
12. S-a citit absorbanţa probelor la 450 nm  şi 490 nm  

C. Determinarea TNF-α din plasmă folosind metoda ELISA (kit DRG 
Instruments GMBH) 
Principiul metodei. Kit-ul ELISA (Enzyme Amplified Sensitivity Immunoassay) 
foloseşte un amestec de mai mulţi anticorpi monoclonali direcţionaţi către epitopi 
diferiţi ai TNF-α. Prima categorie de anticorpi (MABs1) sau anticorpi de captură sunt 
ataşaţi de partea inferioară a pereţilor interiori ai godeurilor. Standardele, 
controalele şi probele sunt adăugate la fiecare godeu. După incubare, se 
îndepărtează prin spălare excesul de antigen. Se adaugă complexul HRP-MABs-2 şi 
se incubează. Se spală godeurile pentru îndepărtarea anticorpilor marcaţi nelegaţi. 
Anticorpii marcaţi legaţi de enzimă sunt măsuraţi folosind o reacţie de culoare. 
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Soluţia revelatoare (tetrametilbenzidină-TMB- şi H2O2) este adăugată şi se 
incubează amestecul de reacţie. Reacţia este stopată cu o soluţie de H2SO4 şi se 
citesc absorbanţele standardelor, controalelor şi probelor. Se foloseşte o curbă de 
etalonare folosind cele 6 standarde pe baza căreia se determină concentraţiile 
probelor necunoscute. 
Mod de lucru:  

1. S-au adăugat 50 μl de soluţie tampon de incubare în fiecare godeu 
2. S-au adăugat 200 μl din fiecare standard (0; 13.2; 27.70; 115; 293; 1121 

pg/mL), control şi probe în godeurile corespunzătoare (ce conţin MABs1) 
3. S-a incubat 2h la temperatura camerei şi se agită pe un agitator orizontal la 

700 ± 100 rpm  
4. S-a aspirat conţinutul godeurilor şi se spală de 3 ori cu câte 400 μL de 

soluţie de spălare 
5. S-a pipetat 100 μL de standard 0 în fiecare godeu 
6. S-a adăugat câte 50 μl de complex enzimatic conjugat -anti-TNF-α-HRP   în 

fiecare godeu 
7. S-a incubat 2h la temperatura camerei şi s-a agitat pe un agitator orizontal 

la 700 ± 100 rpm  
8. S-a aspirat conţinutul godeurilor  şi s-a spălat de 3 ori cu câte 400 μl de 

soluţie de spălare 
9. S-a adăugat 200 μl de soluţie de substrat cromogen (3,3`,5,5` 

tetrametilbenzidină TMB şi H2O2) în fiecare godeu în decurs de 15 minute 
10. S-au incubat probele  30 minute la temperatura camerei cu agitare continuă 

700 rpm 
11. S-a stopat reacţia enzimatică cu 50 μL reactivul de stopare (H2SO420%) 
12. S-a citit diferenţial absorbanţa probelor la 450 nm  şi 490 nm  
 

D. Determinarea leptinei din plasmă folosind metoda ELISA (kit DRG 
Instruments GMBH Leptina (sandwich) ELISA) 
Kit-ul ELISA (solid phase enzyme-linked immunosorbent assay) se bazează pe 
principiul sandwich, în care anticorpii monoclonali specifici unui situs antigenic din 
structura leptinei sunt fixaţi de o matrice solidă ce acoperă peretele interior al 
godeurilor. Proba de analizat (plasmă) este incubată în godeurile respective cu un 
anticorp specific de iepure anti-leptină. Se îndepărtează materialul nelegat prin 
spălare, se adaugă conjugatul peroxidazic şi se formează un complex anticorp-
leptină -anticorp-marcat. După incubare, conjugatul nelegat de leptină este 
îndepărtat prin spălare. Concentraţia de leptină din proba analizată va fi determinată 
printr-o reacţie colorimetrică. Se citesc absorbanţele standardelor, controalelor  şi 
probelor la o lungime de undă specifică. Se foloseşte o curbă de etalonare folosind 
cele 6 standarde pe baza căreia se determină concentraţiile probelor necunoscute. 
Mod de lucru:  

1. S-au adaugat 15 μl din fiecare standard (0; 2; 5; 25; 50; 100 μIU/mL), 
control şi probe în godeurile corespunzătoare  

2. În fiecare godeu s-au adaugat 100 μl de tampon de incubare (anticorpi 
antileptină) 

3. S-a amestecat uşor pentru 10 sec. pentru o amestecare completă 
4. S-au  incubat 120 min. la temperatura camerei fără să se acopere godeurile 
5. S-a aruncat conţinutul godeurilor rapid şi s-a spălat de 3 ori cu câte 300 μL 

de soluţie de spălare 
6. S-au  adăugat câte 100 μL de antiser în fiecare godeu (antiser leptină) 
7. S-au incubat 30 minute la temperatura camerei 
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8. S-a aruncat conţinutul godeurilor rapid şi s-a spălat de 3 ori cu câte 300 μL 
de soluţie de spălare 

9. S-au adăugat 100 μL de complex enzimatic anti-iepure-HRP 
10. S-au incubat probele 30 minute la temperatura camerei  
11. S-au adăugat 100 μL de soluţie de substrat cromogen (3,3`,5,5` 

tetrametilbenzidină TMB şi H2O2) în fiecare godeu 
12. S-au incubat 15 minute la temperatura camerei 
13. S-a stopat reacţia enzimatică cu 50 μL reactivul de stopare (H2SO4) 
14. S-a citit absorbanţa probelor la 450±10 nm  folosind un cititor ELISA START 

FAX 2000 în decurs de 10 minute de la stoparea reacţiei 
 

E. Determinarea adiponectinei din plasmă folosind tehnica ELISA (kit DRG 
Adiponectin (Human) ELISA ) 
Principiul metodei. Kit-ul ELISA sandwich foloseşte un amestec de mai mulţi 
anticorpi monoclonali direcţionaţi către epitopi diferiţi ai adiponectinei. Prima 
categorie de anticorpi monoclonali sunt ataşaţi de partea inferioară a pereţilor 
interiori ai godeurilor. Standardele, controalele şi probele sunt adăugate la fiecare 
godeu. După incubare, se îndepărtează prin spălare excesul de antigen. Adăugarea 
unui al doilea anticorp anti-adiponectină biotinilat. După incubare, se îndepărtează 
prin spălare excesul de antigen. Se adaugă conjugatul HRP legat de streptavidină şi 
se incubează. Se spală godeurile pentru îndepărtarea anticorpilor marcaţi nelegaţi. 
Anticorpii marcaţi legaţi de enzimă sunt măsuraţi folosind o reacţie de culoare. 
Soluţia revelatoare (3,3`,5,5`-tetrametilbenzidină-TMB- şi H2O2) este adăugată şi 
se incubează amestecul de reacţie. Reacţia este stopată cu o soluţie de H2SO4 şi se 
citesc absorbanţele standardelor, controalelor şi probelor diferenţial 450 nm-590 
nm. Se foloseşte o curbă de etalonare folosind cele 7 standarde pe baza căreia se 
determină concentraţiile probelor necunoscute. 
Mod de lucru:  

1. S-a diluat soluţia tampon de spălare 10x HRP de 10 ori prin amestecarea 
conţinutului sticlei de tampon din kit cu 450 mL apă deionizată şi distilată 

2. S-au spălat godeurile de 3x 300μL soluţie tampon de spălare şi s-a înlăturat 
soluţia de spălare 

3. S-au adăugat 60 μL din soluţia tampon de analiză A din kit 
4. S-au adaugat 20 μL din fiecare standard (1.56; 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50; 

100 μIU/mL), control şi probe (diluate în prealabil 1:500) în godeurile 
corespunzătoare 

5. S-au adaugat 20 μL din soluţia de anticorp de detecţie (Biotinilated Mouse 
anti Human adiponectin antibodies) 

6. S-a amestecat uşor pentru 10 sec. pentru o amestecare completă 
7. S-au  incubat 2 h la temperatura camerei  cu agitare uşoară (400 rpm) 
8. S-a aruncat conţinutul godeurilor rapid şi s-a spălat de 3 ori cu câte 300 μL 

de soluţie tampon HRP de spălare 
9. S-au  adăugat câte 100 μL de soluţie enzimatică în fiecare godeu 

(streptavidin -HRP) 
10. S-au incubat 30 minute la temperatura camerei 
11. S-a aruncat conţinutul godeurilor rapid şi se spală de 5 ori cu câte 300 μL de 

soluţie de spălare 
12. S-au adăugat 100 μL de soluţie de substrat cromogen (3,3`,5,5` 

tetrametilbenzidină TMB şi H2O2)  în fiecare godeu 
13. S-a agitat placa uşor 5-10 min.  

BUPT



   Contribuţii personale - II 108 

14. S-a stopat reacţia enzimatică cu 100 μl din reactivul de stopare (H2SO4 
20%) 

15. S-a citit diferenţial absorbanţa probelor la 450 şi 590 nm folosind un cititor 
ELISA START FAX 2000. 

 
II.4.2.1.4. Determinarea nivelului de specii reactive ale oxigenului de tip 
hidroperoxid 
Determinarea ROS de tip hidroperoxid din sângele periferic s-a realizat utilizând 
testul FORT  folosind analizorul FORM ( Callegari) 
Principiul metodei  
FORT este o metodă colorimetrică bazată pe reacţia Fenton a hidroperoxizilor în 
prezenţa fierului liber producând diferite specii radicalice secundare. Testul FORT se 
bazează pe capacitatea metalelor tranziţionale  de a cataliza reacţia de transformare 
a hidroperoxizilor în alte specii radicalice precum alkoxil (RO•) şi peroxil (ROO•): 
 ROOH + Fe 2+ →RO• + OH- + Fe 3+ 
 ROOH+ Fe 3+→ ROO• + H++ Fe 2+ 
Aceste specii nou formate reacţionează cu un cromogen specific (derivat aminic) şi 
generează un radical complex de tip cation aminic cu durată de viaţă suficientă cât 
să permită măsurarea spectrofotometrică a complexului colorat la 505 nm: 
 RO• + ROO• +2 CrNH2→ROO- + RO- + [CrNH2 

+•] 
 Datorită heterogeneităţii speciilor radicalice formate prin reacţia Fenton, rezultatele 
sunt calculate în unităţi arbitrare FORT care pot fi convertite în cantităţi echivalente 
de H2O2 (o unitate FORT cuprinde aproximativ 7.6 mmol/l echivalent a 0.26 mg/l de 
H2O2). 
Valori normale: până la 310 unităţi FORT  
Liniaritatea metodei se menţine între 160-600 unităţi FORT 
Interferenţe: orice fel de agenţi chelanţi, fier şi/sau surse de peroxid hidrogen 
externe (de ex. EDTA, citrat, H2O2, BHT) 
Mostra: 20 microliltri de sânge integral.  
Mod de lucru:  

• S-a colectat sângele utilizând tubul capilar. 
• S-a plasat capilarul în reactivul R2 (conţine Fe 2+), apoi s-a transferat 

conţinutul în reactivul R1 (cromogen) agitând uşor conţinutul 
• S-a centrifugat 1 min. la 3500 rpm 
• La 6 minute după introducerea cuvei în celula aparatului de citire se citeşte 

direct rezultatul în unităţi FORT 
 
II.4.2.1.5. Determinarea activităţii antioxidanţilor  hidro- şi liposolubili din 
plasmă 
 
Au fost analizaţi prin metoda chemiluminescentă şi analizorul PHOTOCHEM (Analytik 
Jena). Prin iradiere (λ=360 nm) se generează anioni superoxid într-o soluţie ce 
conţine luminol (10μmol/l în tampon carbonat, pH=10,6). Reacţia luminolului cu O2

⎯• 
(fig.45) produce, în final, după câteva etape intermediare, un compus excitat 
electronic (anionul aminoftalat). Radiaţia emisă de acest compus se măsoară cu o 
celulă chemoluminometrică (~425 nm). Antioxidanţii din probele testate captează 
ionii superoxid generaţi, reducând în intensitate radiaţia emisă de luminolul excitat 
(inhibând reacţia luminolului – comparativ cu proba martor). 
Capacitatea antioxidantă este cuantificată prin comparare cu un standard. Pentru 
substanţele liposolubile acesta este TROLOX, un derivat de α-tocoferol. Pentru cele 
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hidrosolubile, standardul este acidul ascorbic. În ambele cazuri se construieşte o 
curbă de etalonare.  

 
Fig.44. Standardele antioxidante folosite în determinarea activităţii antioxidante 

a plasmei prin metoda chemiluminescentă (ACL şi ACW) 
 
În cazul substanţelor liposolubile, se calculează diferenţa între integrala de sub 
curbă a martorului (soluţia fără antioxidant) şi a probei (soluţia cu antioxidant – 
standardul sau extractul de plante) şi se împarte la integrala standardului. 
Pentru substanţele hidrosolubile se determină derivata 1 a curbei, se determină 
punctul de inflexiune, apoi panta prin acest punct. Punctul de intersecţie al 
tangentei (panta) cu axa X defineşte timpul Lag (durata fazei Lag). Parametrul 
de definire al capacităţii antioxidante este diferenţa între timpul Lag al 
martorului (determinarea fără antioxidant) şi cel al probei (Lag-Lag(O)).Aceste 
calcule sunt realizate automat de soft-ul aparatului.  

 
 

Fig.45. Reacţiile care stau la baza determinării activităţii antioxidante prin 
metoda chemiluminescenţei 
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A. Determinarea antioxidanţilor hidrosolubili 
 
Reactivi conform kitului Photochem 
 Reactiv 1 - Diluant ACW (solvent pentru probe) 
 Reactiv 2 - Tampon de reacţie 
 Reactiv 3 - Soluţie stoc de substanţă fotosensibilă (va genera ion superoxid) şi 

reactiv de detecţie (luminol). La conţinutul sticluţei se adaugă 750 μl tampon de 
reacţie (Reactiv 2) şi se agită energic la vortex. 

 Reactiv 4 – Standard de acid ascorbic. 10 μl Reactiv 4 de lucru conţin 1 nmol 
acid ascorbic. (soluţie stoc – la conţinutul sticluţei se adaugă 490 μl Reactiv 1 şi 
10 μl acid sulfuric concentrat 95-97% şi se agită la vortex 20-30 secunde; 
soluţie de lucru – se diluează soluţia stoc 1 : 100 cu Reactiv 1).  

Mod de lucru 
Se lucrează direct pe plasmă. Dacă concentraţia antioxidanţilor este prea mare şi nu 
se încadrează în curba de etalonare, se procedează la diluarea plasmei cu Reactiv 1. 
Pentru determinarea antioxidanţilor hidrosolubili se procedează conform 
instrucţiunilor aparatului. În eprubete de plastic se pipetează conform tabelului 
următor: 

Tabel 21. Mod de lucru la determinarea antioxidanţilor hidrosolubili 

Reactiv 1 2 3 4-de lucru Probă 

Martor (μl) 1500 1000 25 0 0 

Calibrare (μl) 1500 – X 1000 25 X 0 

Probă (μl) 1500 - Y 1000 25 0 Y 

 
Se procedează separat şi pe rând pentru fiecare eprubetă. După amestecarea 
reactivilor prin vortexare, eprubeta se ataşează la aparat, se fixează programul de 
lucru corespunzător şi se porneşte determinarea. Aparatul va lucra automat, 
înregistrează datele şi calculează conţinutul în antioxidanţi, exprimat ca acid 
ascorbic, în fiecare probă, în nmoli. Pentru curba de etalonare se pipetează 5, 10, 
20, 30 şi respectiv 40 μl reactiv 4 de lucru, corespunzător la 0,5; 1; 2; 3 şi respectiv 
nmoli acid ascorbic (vezi curbe de etalonare anexa 4.1 şi 4.2). Concentraţia finală se 
calculează cu formula: 
 
        concentraţie (μmol/l) = [(Cantitate x Diluţie) / volum pipetat] x 1000 
 
unde:  cantitatea exprimată în nmol reprezintă numărul de echivalenţi de acid 
ascorbic sau Trolox  (valoare calculată de aparat); diluţia reprezintă factorul de 
diluţie al probei înainte de determinare (pentru încadrarea în curba de etalonare), 
iar volumul pipetat reprezintă μl de probă, diluată sau nu, luaţi pentru determinare.  
 
B. Determinarea antioxidanţilor liposolubili 
 
Reactivi conform kitului Photochem 
 Reactiv 1 - Diluant ACL (metanol) 
 Reactiv 2 - Tampon de reacţie 
 Reactiv 3 –soluţie stoc substanţă fotosensibilă (vezi A). 
 Reactiv 4 – Standard TROLOX (soluţie stoc – la conţinutul sticluţei se adaugă 

500 μl Reactiv 1 şi se agită la vortex 20-30 secunde; soluţie de lucru – se 
diluează soluţia stoc 1 : 100 cu Reactiv 1. 10 μl). 
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 Reactiv 4 de lucru conţin 1 nmol TROLOX. 
Mod de lucru 
Antioxidanţii liposolubili se extrag în prealabil într-un solvent organic, hexan. Se 
pipetează 200 μl plasmă, 200 μl apă distilată , 400 μl etanol (pentru precipitarea 
proteinelor) şi se agită bine apoi se adaugă 800 μl hexan. Se vortijează 1 minut apoi 
se centrifughează 5 – 10 minute la 2500 rpm. Pentru analiză se utilizerază 
supernatantul. 
Pentru determinarea antioxidanţilor liposolubili se procedează conform instrucţiunilor 
aparatului. În eprubete de plastic se pipetează conform tabelului de mai jos: 
  
 Tabel 22 . Mod de lucru la determinarea antioxidanţilor liposolubili 

Reactiv 1 2 3 4-de lucru Probă 

Blank (μl) 2300 1000 25 0 0 

Calibrare (μl) 2300 – X 1000 25 X 0 

Probă (μl) 2300 - Y 1000 25 0 Y 

 
În continuare, modul de lucru şi de calcul este identic cu cel de la metoda A. Curba 
standard este prezentată în anexa 4.3. Conţinutul în antioxidanţi a fost exprimat ca 
nmoli acid ascorbic, în fiecare probă.  
 
II.4.2.1.6. Determinarea grosimii intima-medie a arterei carotide comune 
(CCA)  
Determinarea grosimii intima-medie a arterei carotide comune (CCA) s-a efectuat cu 
ajutorul ecocardiografului VIVID 4, sonda 1,5-2,5/D20MHz. Evaluarea CCA cu 
ajutorul ultrasunetelor s-a facut pe echipamentul standard ce include un sistem de 
operare tip B de rezoluţie înaltă cu transductor liniar cu frecvenţa de 17MHz. Pentru 
obţinerea unei imagini de calitate s-a folosit o distanţă focală optimă  (ex. 30–40 
mm), frecvenţa optimă a cadrelor de 25 Hz (1 15 Hz), şi setări de amplificare 
(artefacte intraluminale minime). S-au respectat recomandările legate de scanarea 
carotidiană IMT şi citirea protocolului.  
 
II.4.2.1.7. Analiza statistică a datelor 
Analiza statistică a datelor s-a efectuat cu ajutorul programului SPSS versiunea V. 
13.1. S-a utilizat testul de t-student pentru compararea mediei între două variabile, 
ANOVA pentru compararea mediei unei singure variabile la cele 4 loturi de studiu, 
sau compararea a trei variabile diferite la fiecare lot individual. S-a considerat 
semnificativă statistic valoarea lui p≤0.05.  
 

II.4.2. 2. REZULTATE ŞI DISCUŢII 
 

 Cei 90 de subiecţi incluşi în studiu au fost randomizaţi în patru grupe de 
studiu după cum urmează : lotul A a primit alimente funcţionale şi omega 3 (23 de 
subiecţi), lotul B care a primit numai alimente funcţionale (23 de subiecţi), lotul C 
care a primit numai omega 3 (21 de subiecţi) şi lotul D control (23 de subiecţi). 
 S-au comparat valorile medii ale fiecărui parametru individual între cele 4 
loturi de studiu şi s-au observat diferenţe statistice la înrolare între valorile insulinei 
în sensul că grupul subiecţilor trataţi cu omega 3 (lotul C)  prezintă o medie a 
valorilor de insulină mai mare decât celelalte grupuri. Valorile medii ale IL-6 la 
înrolare în grupul A (alimente + omega 3) au fost mult mai mici comparativ cu lotul 
control, dar şi cu celelalte grupuri după cum se poate vedea în tabelul următor: 
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Tabel 23. Rezultatul comparării mediei valorilor fiecărui parametru metabolic 

investigat între grupurile A-D 

Nr. 
crt 

Parametrul analizat Iniţial La 3 luni La 6 luni 

1. HOMA-IR p = 0.204 p = 0.145 p = 0.335 

2. Glicemia (mmol/l) p = 0.426 p = 0.184 p = 0.212 

3. Insulina (μUI/ml) p = 0.034 p = 0.124 p = 0.303 

4. Antioxidanţi hidrosolubili (μmol/L) p = 0.732 p = 0.056 p = 0.012 

5. Antioxidanţi liposolubili (μmol/L) p = 0.379 p = 0.576 p = 0.633 

6. Adiponectină (μg/ml) p = 0.124 p = 0.015 p = 0.446 

7. Leptină (μIU/ml) p = 0.373 p = 0.657 p = 0.326 

8. TNF-α (pg/ml) p = 0.501 p = 0.758 p = 0.411 

9. IL-6 (pg/ml) p = 0.041 p = 0.378 p = 0.263 

Notă: valoari ale lui p≤0.05 s-au considerat semnificative statistic 
 

 Din tabelul 23 se constată o diferenţă semnificativă statistic a valorilor medii 
ale adiponectinei între cele 4 grupuri analizate la trei luni de la înrolare, diferenţă ce 
nu se mai menţine după 6 luni de administrare a terapiei respective. Nivelul 
antioxidanţilor hidrosolubili din plasma nu a fost semnificativ diferit la cele 4 grupuri 
analizate, dar după 3 luni de terapie se constată o tendinţă de diferenţiere a celor 4 
grupuri pentru ca, după 6 luni, să se constate că există o diferenţă statistică între 
grupuri în ceea ce priveşte valorile antioxidanţilor hidrosolubili. Pentru a vedea cum 
variază aceste valori la cele 4 grupe analizate valorile medii ale parametrilor evaluaţi 
la înrolare, după 3 luni şi după 6 luni de administrare a terapiei se vor urmări 
tabelele 24-25. Compararea valorilor aceluiaşi parametru la înrolare şi după terapie 
pentru fiecare din cele 4 grupuri luat individual s-a realizat folosind testul t-student 
pentru perechi de variabile (la înrolare şi după 3, respectiv 6 luni). Valorile lui p 
calculate pentru fiecare comparaţie în parte sunt prezentate în tabelul nr.24. 
 

Tabel 24. Compararea valorilor fiecărui parametru individual la înrolare şi după 
aplicarea terapiei pentru fiecare din loturile analizate (culoare gri închis valori 
semnificativ statistice ale lui p, culoare gri deschis un trend de a fi semnificativ 

statistic al lui p) 

Comparaţia între valorile fiecărui parametru individual la înrolare şi după 3 luni 
 

Nr. 
Crt. 

Parametrul analizat Lotul A 
Alimente 
+ omega 

3 

Lotul B 
Alimente 

Lotul C 
Omega 

 

Lotul D 
Control 

1 HOMA IR p =0.425 p = 0.027 p=0.158 p =0.397 
2 Glicemia (mg/100 ml) p =0.565 p =0.129 p=0.045 p =0.448 
3 Insulina(μIU/ml) p =0.737 p =0.041 p=0.294 p =0.519 
4 Antioxidanţi hidrosolubili 

(μmol/L) 
p =0.895 p =0.066 p=0.819 p =0.750 

5 Antioxidanţi liposolubili 
(μmol/L) 

p =0.218 p =0.142 p=0.653 p =0.946 

6 Adiponectină (μg/ml) p =0.028 p =0.393 p=0.512 p =0.096 
7 Leptină (μIU/ml) p =0.007 p =0.004 p=0.180 p =0.131 
8 TNF-α (pg/ml) p =0.576 p =0.500 p=0.028 p =0.631 
9 IL-6 (pg/ml) p =0.031 p =0.467 p=0.467 p =0.418 
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Comparaţia între valorile fiecărui parametru individual la înrolare şi după 6 luni 
 

Nr. 
crt. 

Parametrul analizat Lotul A 
Alimente 
+ omega 

3 

Lotul B 
Alimente 

Lotul C 
Omega 

 

Lotul D 
Control 

1 HOMA IR p =0.375 p =0.249 p=0.275 p =0.541 
2 Glicemia (mg/100 ml) p =0.326 p =0.194 p=0.015 p =0.920 
3 Insulina (μIU/ml) p =0.528 p =0.135 p=0.589 p =0.421 
4 Antioxidanţi hidrosolubili 

(μmol/L) 
p =0.268 p =0.002 p=0.328 p =0.942 

5 Antioxidanţi liposolubili 
(μmol/L) 

p =0.039 p =0.038 p=0.282 p =0.324 

6 Adiponectină (μg/ml) p =0.059 p =0.121 p=0.403 p =0.634 
7 Leptină (μIU/ml) p =0.526 p =0.898 p=0.013 p =0.316 
8 TNF-α(pg/ml) p =0.283 p =0.535 p=0.103 p =0.454 
9 IL-6 (pg/ml) p =0.071 p =0.959 p=0.162 p =0.041 

 
Luând în considerare datele prezentate în tabelele 24-27 şi graficele din figurile 46-
47 se poate constata că indicele HOMA-IR ( insulină (μU/ml) x glucoză (mmol/l)/ 
22.5) a fost crescut la înolare la lotul C comparativ cu celelalte grupuri. Valorile 
ridicate ale indicelui HOMA-IR indică sensibilitate la insulină redusă a subiecţilor din 
grupul C. Aceste valori ridicate se datorează valorilor mari ale insulinei şi glicemiei 
(p=0.045 la 3 luni şi respectiv p=0.015 la 6 luni de la înrolare).După aplicarea 
tratamentului cu omega-3, indexul HOMA-IR se reduce la valori comparabile cu ale 
celorlalte grupuri datorită unei scăderi  a insulinei şi a valorilor glicemiei. Pe de altă 
parte la nivelul lotului B de studiu, după 3 luni de dietă se constată o creştere 
semnificativă a indicelui HOMA –IR comparativ cu grupul control (p=0.025) şi cu 
momentul înrolării (p=0.027) (vezi 25-27). 

 
Tabel 26. Compararea nivelelor plasmatice ale parametrilor metabolici iniţial (I), 

după 3  luni de la înrolare (II) şi după 6 luni de la înrolare (III) comparativ cu 
valorile corespunzătoare din lotul control (↑ nivel crescut, ↓ nivel scăzut, ∗ 

semnificativ statistic (p≤0.05),  culoare gri pal - aproape semnificativ statistic, 
culoare gri închis semnificativ statistic ⎯ similar) 

Lotul A 
Alimente + 
omega 3 

Lotul B 
alimente 
funcţionale 

Lotul C 
Omega3 

Parametrul analizat  

I II III I II III I II III 

HOMA IR ↓ ↑ ↓ ↓ ↑∗ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Glicemia (mg/100 ml) ↓ ↑ ↓ ↑ ↑ ↑  ↓ ↓ ↓ 
Insulina(μIU/ml) ↑ ↑ ↑ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
Antioxidanţi hidrosolubili 
(μmol/L) 

↓ ↓ ↓ ↑ ↑ ↑∗ ↓ ↓ ↓ 

Antioxidanţi liposolubili 
(μmol/L) 

↑ ↓ ↓ ↑ ⎯ ↑ ↑ ⎯ ↑ 

Adiponectină (μg/ml) ↓ ↑ ↑ ↓ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ 
Leptină (μIU/ml) ↓ ↓ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ 
TNF-α (pg/ml) ↑ ↓ ↓ ↑ ⎯ ↓ ↓ ↓ ↓ 
IL-6 (pg/ml) ↓∗ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ↓∗ ↓ ↓ 
Radicali liberi din sângele 
periferic (FORT) 

↑ ↓∗ ↓∗ ↑ ↑ ↓ ↓ ↑∗ ↓ 
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Tabel 25. Valorile medii ±SD pentru paramterii analizaţi la nivelul celor patru 
loturi, la înrolare, după 3 luni şi după 6 luni de la înrolare 
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Tabel 27. Compararea nivelelor plasmatice ale parametrilor după 3 luni de la înrolare 
(I) şi după 6 luni de la înrolare (II) comparativ cu valorile corespunzătoare din 

momentul înrolării (↑ nivel crescut, ↓ nivel scăzut, ∗ semnificativ statistic (p≤0.05),  
culoare roşie - aproape semnificativ statistic, ⎯ similar) 

Parametrul analizat Lotul A 
Alimente 

+ 
omega 3 

Lotul B 
alimente 

funcţionale

Lotul C 
Omega3 

Lotul D 
Control 

 I II I II I II I II 
HOMA IR ↓ ↓ ↑∗ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ 
Glicemia (mg/100 ml) ↑ ↓ ↑ ↓ ↓∗ ↓∗ ↓ ↑ 
Insulina(μIU/ml) ↓ ↓ ↑∗ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ 
Antioxidanţi hidrosolubili 
(μmol/L) 

⎯ ↑ ↑ ↑∗ ↓ ↓ ↓ ↓ 

Antioxidanţi liposolubili (μmol/L) ↓ ↓∗ ↓ ↓∗ ↓ ↓ ↓ ↓ 
Adiponectină (μg/ml) ↑∗ ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ ↑ ↓ 
Leptină (μIU/ml) ↑∗ ↑ ↑∗ ↓ ↑ ↑ ↑ ↓ 
TNF-α (pg/ml) ↓∗ ↓ ↓ ↓ ↓∗ ↓ ↑ ↑ 
IL-6 (pg/ml) ↑∗ ↓ ↑ ↓ ↓ ↓ ↑ ↓ 
Radicali liberi din sângele 
periferic (FORT)  

↓∗ ↓ ↓∗ ↓ ↓ ↓∗ ↓ ↑ 

 
Această creştere a indicelui IR-HOMA comparativ cu momentul înrolării s-a datorat 
creşterii semnificative a valorilor insulinei comparativ cu momentul înrolării 
(p=0.041).  

     
Fig.46. Variaţia indicelui HOMA-IR la cele 4 grupuri la înrolare, după 3 luni şi 

după 6 luni de la înrolare 
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Nivelul de insulină era din start mai mare decât la celelalte grupuri, dar 
administrarea dietei timp de trei luni a crescut şi nivelul de glucoză (vezi fig.47), 
fapt care a dus la creşeterea indicelul de rezistenţă la insulină IR-HOMA. La lotul A, 
care a primit pe lângă dieta cu alimente funcţionale şi supliment OMEGA-3, atât 
insulina cât şi glucoza scad comparativ cu momentul înrolării  la 3 respectiv 6 luni de 
la înrolare, fapt care duce la scăderea IR-HOMA, la nivele mai mici decât ale lotului 
control (nesemnificativ), deşi la înrolare au fost mai mari. Suplimentarea sau 
înlocuirea grăsimilor polinesaturate din alimentaţie cu omega-3 prin asociere cu o 
dietă vegetariană pe bază de componenţi naturali, face posibilă scăderea producţiei 
de insulină la nivelul celulelor β pancreatice.  

 
Fig.47.  Variaţia valorilor glucozei (stânga) şi insulinei (dreapta) la cele 4 grupuri la 

înrolare, după 3 luni şi după 6 luni de la înrolare 
 

 Capacitatea antioxidantă a plasmei sangvine măsurată prin metoda 
chemiluminescenţei a relevat faptul că, deşi antioxidanţii hidrosolubili care s-au 
determinat în plasmă nu diferă semnificativ între grupuri în momentul înrolării, după 
6 luni de la înrolare, capacitatea antioxidantă determinată de aceştia a fost 
semnificativ mai mare la lotul B comparativ cu cel al grupului control (p=0.024); la 
lotul B şi la înrolare şi după 3 luni sau 6 luni se constată un nivel mai ridicat de 
antioxidanţi hidrosolubili plasmatici comparativ cu lotul control (tabele 24-27),  iar 
celelalte două loturi de studiu prezintă valori mai mici decât cele ale lotului control 
(nesemnificativ)  
 După 3 luni de la înrolare, la lotul B se observă un  trend de creştere a 
valorilor acestora (p=0.066) pentru ca după 6 luni să existe o creştere semnificativă 
a antioxidanţilor hidrosolubili în plasmă (p=0.002) după cum se poate observa în 
fig.48. Nivelul antioxidanţilor liposolubili în plasmă scade semnificativ după 6 luni de 
dietă comparativ cu momentul iniţial atât la lotul A cât şi la lotul B (p=0.039 
respectiv 0.038). Se poate spune că această creştere a capacităţii antioxidante a 
plasmei (creşterea antioxidanţilor hidrosolubili în plasmă şi scăderea concentraţiei 
plasmatice a antioxidanţilor liposolubili ca urmare a pătrunderii prin membranele 
celulare) este o consecinţă a administrării dietei vegetariene alese, dar trebuie ţinut 
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cont că biodisponibilitatea acestor antioxidanţi depinde de mai mulţi factori cum ar fi  
absorbţia şi metabolizarea lor. 

 
Fig.48. Variaţia valorilor antioxidanţilor hidrosolubili şi liposolubili la cele 4 grupuri la 

înrolare, după 3 luni şi după 6 luni de la înrolare 
 

Nivelul factorilor care monitorizează ţesutul adipos, adiponectina şi leptina, nu a fost 
semnificativ diferit la cele 4 grupuri la înrolare, deşi nivelul de adiponectină 
determinat pentru loturile A, B şi C a avut o tendinţă de a fi semnificativ mai mică 
comparativ cu lotul control chiar de la înrolare. Deşi la lotul A s-a înregistrat o 
creştere semnificativă a valorilor adiponectinei după 3 luni de la înrolare (p=0.028) 
şi valorile se menţin ridicate şi la 6 luni comparativ cu momentul înrolării (p=0.059).  

 
Fig.49. Variaţia valorilor adiponectinei (stânga) şi leptinei (dreapta) la cele 4 
grupuri la înrolare, după 3 luni şi după 6 luni de la înrolare 
 

La lotul B, creşterea nivelului de adiponectină a fost nesemnificativă (ns). Şi la lotul 
A cât şi la lotul B s-a înregistrat o creştere semnificativă a valorilor leptinei la 3 luni 
după înrolare comparativ cu momentul iniţial (p=0.007 respectiv p=0.004). Lotul C 
a cunoscut o creştere semnificativă a nivelului de leptină din plasmă după 6 luni de 
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suplimentare cu omega 3 (p=0.013) comparativ cu momentul înrolării. Nivelul de 
leptină a crescut la lotul control după 3 şi 6 luni dar nu semnificativ. Nivelul 
semnificativ de leptină are ca efecte inhibarea apetitului şi scăderea greutăţii 
corporale, căci s-a constatat că între indicele de masă corporală (kg/m²) măsurat la 
subiecţii din lotul B la înrolare (33.6 kg/m²) şi după 3 luni de la înrolare (29.10 
kg/m²) există o diferenţă semnificativă din punct de vedere statistic (p=0.004). 
 Analiza parametrilor care monitorizează procesul inflamator, TNF-α şi IL-6, a 
relevat faptul că au existat diferenţe între grupuri încă de la înrolare: nivelul de TNF-
α la lotul A având un nivel ridicat de TNFα (p=0.041) comparativ cu celelalte, nivelul 
de IL-6  a fost scăzut la lotul A comparativ cu celelalte loturi considerate (p=0.051). 
În momentul înrolării, subiecţii din lotul C au prezentat un nivel semnificativ scăzut 
de TNF-a, iar după 3 luni de la înrolare, nivelul de TNF-α a crescut semnificativ la 
lotul C (p=0.028). Nivelele de IL-6 au fost semnificativ reduse la loturile A şi C 
comparativ cu controlii la înrolare, Nivelul de IL-6 în lotul A, care la înrolare a fost 
semnificativ mai mic comparativ cu oricare dintre celelalte loturi, a crescut 
semnificativ (p=0.031) la trei luni după înrolare, ca după 6 luni să scadă din nou la 
valori foarte mici (fig.50). 

Fig. 50. Variaţia valorilor TNF-α şi IL-6 la subiecţii din cele patru loturi în momentul 
înrolării în studiu şi pe parcursul studiului la 3 respectiv 6 luni 

 
În ceea ce priveşte rezultatele analizei radicalilor liberi din sângele periferic (fig.51), 
s-a înregistrat o tendinţă a acestor valori de a fi diferite (p=0.056) la cele 4 loturi 
numai după 6 luni de la înrolare când nivelul stresului oxidativ la loturile A (alimente 
+ omega 3) şi C (omega 3) sunt semnifictiv mai mici comparativ cu lotul control D 
(p=0.044 respectiv p=0.053), în timp ce pentru lotul B valorile nivelului de radicali 
liberi nu au fost semnificativ diferite comparativ cu lotul control (fig.51). Raportat la 
momentul înrolării, analiza statistică a indicat o scădere semnificativă a stresului 
oxidativ în cadrul lotului A atât după 3 luni cât şi după 6 luni de la înrolare, iar în 
lotul B care a primit dieta cu alimente multicomponent s-a înregistrat o scădere 
semnificativă a nivelului de radicali liberi din sângele periferic după 3 luni de la 
înrolare, după care valorile „radicalilor liberi” măsurate folosind metoda FORT au 
crescut din nou aşa încât după 6 luni ele nu au mai fost semnificativ diferite de cele 
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ale lotului control. La lotul C s-a constatat o scădere a nivelului de radicali liberi, dar 
diferenţele nu sunt semnificative aşa cum se poate observa din tabelul 28. 
 

Fig. 51.Variaţia nivelului de radicali liberi din sângele periferic la subiecţii din cele 
patru loturi în momentul înrolării în studiu şi pe parcursul studiului la 3 respectiv 6 

luni 
 

Tabel 28. Rezultatele comparaţiilor (valorea p statistic) valorilor nivelului de 
radicali liberi din sângele periferic pentru fiecare grup individual: înrolare-3 luni, 

înrolare-6 luni, 3 luni-6 luni 
 

Comparaţie Lotul A Lotul B Lotul C Lotul D 
(control) 

Valori la înrolare-valori după 3 
luni 

p=0.009 p=0.041 p=0.909 p=0.070 

Valori la înrolare-valori după 6 
luni 

p=0.047 p=0.111 p=0.168 p=0. 747 

Valori la 3 luni -valori după 6 
luni 

p=0.388 p=0.677 p=0.190 p=0.372 

 
Determinarea grosimii intimă-medie arterei carotide (IMT) s-a efectuat cu ajutorul 
ecocardiografului VIVID 4, sonda 1,5-2,5/D20MHz. Determinarea IMT carotidiene la 
includere şi la 6 luni s-a efectuat pe 46 subiecţi (23 subiecţi din lotul B si 23 de 
subiecţi din lotul de control) dintre cei investigaţi în cadrul studiului. 
S-a înregistrat o corelaţie semnificativă între sindromul metabolic şi IMT. După 
Mannheim Consensus, limita de progresie a  IMT către ateroscleroză este 
considerată a fi de 0.620 mm. La subiecţii cu sindrom metabolic din studiul nostru, 
această valoare a fost prezentă la nivelul arterei carotide comune stângi (ACCS). 
Alimentaţia multicomponent a influenţat pozitiv  valorile IMT, scăzându-le 
semnificativ la subiecţii din lotul B după 6 luni (tabel 29). 
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Tabel 29. Evolutia IMT  la lotul  interventional cu alimente versus control 
Grupa 
N=46 
 

Valoarea medie a 
grosimii intimei media a 
arterei carotide comune 
drepte (mm) 
 

Valoarea 
lui p 

Valoarea medie a 
grosimii intimei media 
a arterei carotide 
comune stângi (mm) 

Valoarea 
lui p 

Includere 0.604 0.623 

6 luni 0.486 

p=0.029

0.533 

p=0.045 

  
II.4.2.3. CONCLUZII 

  
 În cadrul acestui obiectiv s-a investigat capacitatea antioxidantă a 
alimentelor îmbogăţite cu compuşi de extracţie naturali în patologia endoteliului 
vascular. Studiul s-a realizat pe 90 de subiecţi umani. După o prealabilă tipizare 
metabolică şi analiza toleranţelor alimentare, s-au constituit trei loturi 
intervenţionale şi un lot control : lotul A (alimente funcţionale multicomponent + 
omega 3) a inclus 23 de subiecţi, lotul B (alimente funcţionale) a inclus 23 de 
subiecţi , lotul C (omega 3) a inclus 21 de subiecţi, iar lotul control D a inclus 23 de 
subiecţi. S-au analizat parametrii de efect metabolic (scorul IR-HOMA al 
rezistentei la insulina, profilul lipidic, adiponectina, leptina, IL-6, TNF-α, nivelul de 
radicali liberi din sîngele periferic şi antioxidanţii totali hidro- şi liposolubili), precum 
şi parametrii de progresie a aterosclerozei (grosimea intima-medie la nivelul 
arterei carotide comune).  
 Studiul populaţional desfăşurat a arătat că administrarea alimentelor 
multicomponent care acţionează sinergic în scopul neutralizării radicalilor liberi a dus 
la scăderea semnificativă a nivelului de hidroperoxizi din sângele capilar după 
înrolare determinată de creşterea capacităţii antioxidante a plasmei sangvine 
datorate antioxidanţilor hidrosolubili şi creşterea probabilă a capacităţii antioxidante 
la nivel tisular  determinată de prezenţa antioxidanţilor liposolubili. S-a observat 
îmbunătăţirea funcţiei endoteliale evaluată prin indici de progresie a aterosclerozei 
la 6 luni de administrare a dietei la lotul B comparativ cu lotul control (scăderea 
grosimii intimei media a arterei carotide comune drepte p=0.029 şi scăderea 
grosimii intimei media a arterei carotide comune stângi p=0.045). Analiza 
parametrilor metabolici la lotul B a arătat că, la 3 luni, s-a înregistrat o creştere a 
indicelui de rezistenţă HOMA –IR comparativ cu grupul control (p=0.025) şi cu 
momentul înrolării (p=0.027), ceea ce înseamnă că sensibilitatea ţesuturilor la 
semnalul insulinic scade; această scădere a sensibilităţii la insulină este pe termen 
scurt, deoarece la 6 luni nivelul nu este mult diferit comparativ cu momentul înrolării 
şi comparativ cu grupul control. Această modificare în semnalizarea insulinică , are 
probabil ca efect o producţie semnificativ crescută de leptină înregistrată la 3 luni 
(p=0.004). Producţia acestui hormon proteic, care acţionează asupra sistemului 
nervos central, determinând suprimarea apetitului şi creşterea consumului energetic 
a avut ca efect inhibarea apetitului şi scăderea greutăţii corporale, căci s-a constatat 
că între BMI la înrolare şi BMI după 3 luni de la înrolare a existat o diferenţă 
semnificativă din punct de vedere statistic (p=0.004). Deşi diferenţele nu sunt 
semnificative statistic, nivelul de adiponectină la lotul B la 3 luni este mai scăzut 
comparativ cu momentul înrolării, probabil ca urmare a creşterii rezistenţei la 
insulină, iar după 6 luni nivelul de adiponectină se restabileşte. În ceea ce priveşte 
markerii inflamatori, nu se poate trage o concluzie clară în ceea ce priveşte influenţa 
dietei alese în procesul antiinflamator, constatându-se o scădere a nivelului de TNF-
α după 3 luni care se menţine scăzut şi la 6 luni (diferenţele sunt nesemnificative); 
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în ceea ce priveşte IL-6 nivelul înregistrat la 3 luni de la înrolare este mai mic, după 
care creşte nesemnificativ. 
 La lotul A care a primit alimente şi supliment omega-3, analiza parametrilor 
de efect metabolic arată o îmbunătăţire a funcţiei endoteliale. Indicele de rezistenţă 
la insulină a scăzut continuu dar nesemnificativ din momentul înrolării. Acest lucru 
probabil că a influenţat nivelul de adiponectină care a fost semnificativ mai crescut 
la 3 luni (p=0.028) şi mai crescut la 6 luni (p=0.059) comparativ cu momentul 
înrolării, nivelul iniţial fiind mult mai mic decât la lotul control (tendinţă de a fi 
semnificativ). Nivelul crescut de adiponectină a fost influenţat probabil şi de 
scăderea semnificativă a TNF-α la 3 luni după înrolare, TNF-α fiind un reglator 
negativ expresia adiponectinei. Adiponectina are ca efect stimularea sintezei de NO 
fie prin activarea AMPK, fie prin inhibarea efectului supresor al LDL-oxidat asupra 
NO sintazei endoteliale, contribuind astfel la îmbunătăţirea funcţiei endoteliale. 
Leptina creşte semnificativ la 3 luni (p=0.007) comparativ cu momentul înrolării, 
probabil datorită alimentaţiei. Indicele de masă corporală a scăzut semnificativ la 3 
luni (p=0.035). Studiul de faţă indică însă ca utilizarea combinată a acizilor 
mononesaturaţi omega-3 şi a dietei alimentare propuse are un efect major asupra 
neutralizării speciilor reactive comparativ cu contribuţia componentelor individuale. 
La acest lot, nivelul de radicali liberi din sângele periferic a scăzut semnificativ la 3 
luni (p=0.009) şi la 6 luni (p=0.047) comparativ cu momentul înrolării. Acest lucru 
poate fi asociat cu creşterea capacităţii antioxidante la nivelul ţesuturilor (scăderea 
capacităţii antioxidante la nivelul plasmei sangvine, p=0.039). În ceea ce priveşte 
procesul inflamator, rezultatele privind TNF-α indică o scădere semnificativă a 
nivelului de TNF-α la 3 luni de la înrolare la lotul A şi C care au primit omega-3, dar 
scăderea nu este semnificativă la lotul B care a primit numai alimentele din dietă. 
IL-6 creşte la lotul A la 3 luni după înrolare (semnificativ). În consecinţă, nu se 
poate trage o concluzie clară în ceea ce priveşte influenţa dietei alese în procesul 
antiinflamator, dar studiul este limitat de o serie de factori cum ar fi numărul redus 
de subiecţi analizaţi, perioada relativ scurtă de urmărire şi sensibilitatea metodelor 
de analiză.  
 La lotul C s-a înregistrat scăderea indicelui de rezistenţă la insulină IR-HOMA 
pe fondul unei reduceri semnificative a nivelului de glucoză (p=0.045 la 3 luni, 
respectiv p=0.015) şi o uşoară creştere a producţiei de insulină. Acest lucru s-a 
manifestat şi în nivelul de leptină, deoarece creşterea nivelului de leptină a fost 
semnificativă după 6 luni de la înrolare (p=0.013). În ceea ce priveşte nivelul de 
radicali liberi din sângele periferic şi capacitatea de neutralizare a acestora în plasmă 
nu s-au observat modificări semnificative. În ceea ce priveşte procesul inflamator, la 
lotul C s-a înregistrat o creştere semnificativă a  nivelului de  TNF-α (p=0.028) la 3 
luni de la înrolare şi o scădere nesemnificativă a nivelului plasmatic de IL-6.  
 Rezultatele acestui studiu [245-247] au arătat că folosirea dietei propuse 
care cuprinde un amestec echilibrat de antioxidanţi proveniţi din compuşii naturali 
folosiţi are un efect pozitiv asupra funcţiei endoteliale. În consecinţă, se pot folosi cu 
succes alimentele multicomponent obţinute şi analizate în acest studiu în anumite 
strategii terapeutice în sindromul metabolic. 
 Studiul a evidenţiat faptul că folosirea acestei diete suplimentată cu acizi 
graşi omega-3 modulează parametrii metabolici de interes aşa încât prin acţiunile lor 
concertate să aibă un rol pozitiv în reglarea funcţiei endoteliale, iar efectul dietei 
suplimentate cu acizi graşi omega-3 este îmbunătăţit comparativ cu folosirea 
individuală a dietei sau a suplimentelor omega-3.  
 În afară de acţiunea antioxidantă a acizilor din categoria compuşilor fenolici, 
datele din literatură prezintă şi rolul acestora în procesul de diferenţiere a 
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preadipoctelor la adipocite, acest proces de diferenţiere şi proliferare a 
preadipocitelor la adipocite fiind unul din mecanismele propuse împotriva obezităţii 
[248]. Hsu şi colab.[249,250] au investigat rolul acizilor fenolici în procesul de 
adipogeneză in vitro pe culturi de celule murine embrionare 3T3-L1(preadipocite) 
arătând că tratamentul acestor celule cu acid galic duce la creşterea numărului de 
celule apoptotice, în timp ce tratamentul cu acizi clorogenic, o- şi m-cumaric duce la 
oprirea ciclului celular în faza G1. Hsu şi colab. [249] au arătat că tratarea celulelor 
cu diferiţi acizi fenolici duce la inhibarea nivelului de expresie al PPARγ şi C/EBPα 
care sunt exprimate în adipocitele mature, inhibând în acest fel adipogeneza.  
 Toate aceste observaţii sugerează că procese moleculare precum reglarea 
nivelului de expresie al ARNm sau al proteinelor implicate în modularea proceselor 
de inflamaţie, coagulare sau diferenţiere celulară oferă mult mai multe informaţii 
privind procesele care au loc la interfaţa dintre sindromul metabolic, bolile 
cardiovasculare şi diabetul. 
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II.5. Analiza funcţională a secvenţei genice a 
unor factori implicaţi în controlul speciilor 

reactive ale oxigenului 

 
Fig.52. Direcţiile de analiză a factorilor genici 
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II.5.1. Investigarea funcţionalităţii la nivel vascular a unor 
polimorfisme la nivelul secvenţei genice a enzimei superoxid 

dismutaza extracelulară (EC-SOD, SOD3) 
 
S-a urmărit evidenţierea unor polimorfisme naturale la nivelul secvenţei ADN 
corespunzătoare EC-SOD: polimorfismul Thr40Ala (172A→G) şi polimorfismul 
Arg213Gly (C691→G) la nivelul secvenţei ce codifică SOD3, deja descrise în 
literatură şi identificarea de nuovo a unor polimorfisme la nivelul unui fragment de 
485 bp din promotorul genei SOD3 (între nucleotidele -469 şi +16 ) la un lot de 294 
de subiecţi.    

 
II.5.1.1. MATERIALE ŞI METODE 

 
II.5.1.1.1. Selecţionarea subiecţilor umani incluşi în  loturile de studiu  
 
Studiul populaţional s-a realizat pe un lot de 294 de subiecţi de tip caucazian care 
trăiesc în regiunea de vest a ţării şi care au fost investigaţi la Clinica de Cardiologie 
şi Recuperare Vasculară din Timisoara. Rezultatele examinării agiogramelor au 
arătat că din cei 294 de subiecţi , 144 de subiecţi prezintă aterom care 
obstrucţionează mai mult de 50% din arteră la nivelul a 1, 2 sau 3 artere 
coronariene, şi/sau leziuni la nivelul arterelor periferice şi/sau cel putin o stenoză 
ateromatoasă carotidiană evidenţiată ecografic. Acest grup de subiecţi reprezintă 
lotul de subiecţi cu aterom semnificativ. La ceilalţi 150 de subiecţi analizaţi nu s-a 
evidenţiat aterom semnificativ din punct de vedere angiografic sau ecografic la 
nivelul arterelor coronariene, carotidiene sau arterelor periferice (lotul control). 
Valorilor anumitor parametri metabolici şi detaliile privind factorii de risc 
cardiovascular au fost obţinute din fişa medicală a subiecţilor. 
 Condiţia de hipertensiune arterială a fost înregistrată în cazul în care 
presiunea sistolică măsurată a fost ≥140mmHg şi/sau presiunea diastolică a fost 
≥90 mmHg, iar obezitatea în cazul în care IMC>30Kg/m2. Dislipidemia a fost 
semnalată atunci când una dintre condiţiile următoare a fost îndeplinită: colesterol 
total >5.69 mmol/l, LDL colesterol >3.6 mmol/l, HDL colesterol < 0.9 mmol/l, 
trigliceride > 1.6 mmol/l.  
 
II.5.1.1.2.Recoltarea probelor de sânge  
Pentru a nu influenţa măsurarea variabilelor hemostatice, recoltarea probelor de 
sânge venos s-a făcut dimineaţa după o perioadă de aproximativ de 10 ore de post, 
folosind  sisteme vacutainer care micşorează timpul în care sângele ajunge pe 
anticoagulant. Determinările de lipide şi de colesterol total la subiecţii analizaţi s-a 
realizat la Clinica de Cardiologie şi Recuperare Vasculară din Timisoara valorile 
obţinute fiind înregistrate în fişele medicale ale subiecţilor. 
 
II.5.1.1.3. Extracţia ADN-ului genomic 
Materialul biologic folosit este sânge venos recoltat pe EDTA. ADN-ul genomic a fost 
extras folosind kit-ul QIAmp DNA Blood Mini kit from QIAgen care constă în liza 
celulelor prin incubarea probei de sânge timp de 10 min. la 56°C  cu soluţie tampon 
de liză AL urmată de precipitarea ADN-ului cu etanol absolut şi reţinerea acestuia 
într-o coloniţă de separare urmată de spălări succesive ale ADN-ului cu soluţiile de 
spălare AW1 şi AW2 din kit urmată, în cele din urmă, de eluarea ADN-ului de pe 
coloniţă cu ajutorul unei soluţii tampon de eluţie AE. Cele 294 de probe de ADN 
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extrase, păstrate la o temperatură de 5°C au fost transportate la Light Laboratories 
Leeds unde au fost utilizate în scopul genotipării ADN.   
 S-a cuantificat ADN-ul utilizând un spectrofotometru BioWave S2100 
(Walden Precision Apparatus Ltd). Aparatul a fost calibrat la 0 folosind 50 μl de apă 
bidistilată (molecular grade). Pentru analiza probelor de ADN dublu catenar, ARN 
sau a oligonucleotidelor se măsoară absorbanţa probelor de ADN (de regulă diluate 
1:10 într-un volum de 50 μl) în lumină UV la 260 nm. O absorbanţă de A260 = 1 
corespunde la o concentraţie a ADN-ului dublu catenar de 0,05 μg/μl, o concentraţie 
a ARN-ului de 0,04 μg/μl sau o concentraţie a oligonucleotidului de 0,033 μg/μl.  
Concentraţia ADN-ului se calculează folosind formula următoare:  
 
  C(μg/μl)= A260 x factorul de diluţie x coeficientul molar de extincţie 
 
Un raport A260 / A280 >1,8 indică probe pure. Pentru o mai rapidă cuantificare  
spectrofotometrică a unor concentraţii mici de ADN, ARN sau oligonucleotide se 
poate folosi nanodrop-ul care utilizează numai 2 μl soluţie  măsurându-se absorbţia 
soluţiilor respective la 260 nm faţă de soluţia martor corespunzătoare utilizată la 
obţinerea soluţiilor de ADN. Citirea reprezintă concentraţia calculată  în ng/ μl. 
 Se poate determina concentraţia unei probe necunoscute de ADN prin 
comparare cu o probă de concentraţie exact cunoscută comparând intenistăţile 
benzilor ADN rezultate în urma migrării electroforetice în gel de agaroză (de regulă 
1%) şi vizualizate în UV.  
 
II.5.1.1.4.Amplificarea PCR  
Fiecare probă de ADN genomic a fost folosită pentru amplificarea unui fragment de 
485 bp din regiunea promotor a EC-SOD notată pr-1, precum şi a altor două 
fragmente din regiunea ce codifică EC-SOD: un fragment de 245 bp care  include 
situsul polimorfic 172A→G (Thr40Ala EC-SOD)  şi un fragment de 159 bp care 
include situsul polimorfic 691C/G (Arg213Gly EC-SOD). Pentru designul primer-ilor 
s-au obţinut secvenţa genei EC-SOD din baza de date NCBI Gene Database (EC-SOD 
cu număr de acces. NM_003102 şi secvenţa ADN din regiunea de flancare 5`. 
Utilizând secvenţa obţinută prin accesarea băncii de date s-a făcut designul de 
primeri folsind programul Primers 3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3_www.cgi) şi secvenţa corespunzătoare fiecărui primer a fost 
verificată utilizând programul BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) pentru a 
certifica faptul că primerii se leagă specific prin complementaritate numai de 
porţiunea din genă pentru care a fost conceput designul. Situsurile de legare prin 
complementaritate ale primerilor la secvenţa nucleotidică a  genelor pentru care au 
fost concepuţi sunt prezentate în anexa 5.2.  
Reacţiile PCR pentru fiecare fragment au fost optimizate aşa încât să se obţină cele 
mai clare şi intense benzi cu o dimerizare minimă a primerilor şi să nu se formeze 
alte benzi nespecifice. Pentru optimizarea procesului PCR s-a utilizat un gradient de 
temperatură între 55-71 °C şi o concentraţie de clorură de magneziu variabilă de: 
1M, 1.5M şi 2M. Pentru situaţia în care fragmentul de amplificat a avut o secvenţă 
bogată în baze azotate de tip GC, atunci s-a adăugat în mixul de reacţie betaină 
până la o concentraţie finală  1M şi 5% DMSO.  
Pentru amplificare,  s-a folosit un termocycler programabil PTC 200. Fiecare reacţie 
se desfăşoară în tuburi de 0.2 ml utilizănd 25 µl de amestec de reacţie în care se 
folosec 0,6 unităţi de Thermoprime Plus DNA polymerase (ABgene), 0.2 mM dNTPs, 
PCR Buffer 1 x Red Type IV, o anumită cantitate de MgCl2 determinată prin 
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optimizare, 1 pmol μl-1 reverse şi forward oligonucleotide, cu 5%DMSO şi betaină 
1M. În reacţiile PCR s-au folosit între 5ng-100 ng ADN genomic / reacţie.  
Volumele componentelor de reacţie folosite în reacţiile de amplificare PCR sunt 
precizate în tabelul nr 30, iar secvenţele nucleotidice ale primerilor folosiţi, condiţiile 
de amplificare, precum şi programele PCR utilizate sunt cuprinse în tabelele 31 şi 
32. După amplificare, 5 μl din amestecul de reacţie este supus migrării 
electroforetice printr-un gel de agaroză de concentraţie 1% folosind bromură de 
etidiu ca marker fluorescent şi utilizând o migrare a fragmentelor de ADN  în tampon 
1xTAE (anexa 5.3) la 120 V timp de 30 min. Deoarece tamponul în care s-a 
desfăşurat reacţia PCR, PCR Buffer 1 x Red Type IV, conţine deja  

 
Tabel  30. Componentele amestecului de reacţie PCR 

Reactivul Volumul 
de 

reactiv 

Concentraţia 
componentului 

în soluţia 
finală 

H20 Bidistilată 11-x µl  

soluţia tampon a polimerazei 
(10x) 

2.5 µl 1x 

clorură de magneziu xµl xmM 

amestec dNTP 0,4 µl 200µM 

5` primer 0,5 µl 1 pmol μl-1 

3` primer 0,5 µl 1 pmol μl-1 

Thermoprime Plus DNA 
polimeraza 

0,12 µl 0,6 u 

DMSO 1,25 µl 5% 

betaină 4M 6,25 µl 1M 

ADN 2,5 µl 2 ng/ µl 
 

Tabel 31.  Condiţii pentru desfăşurarea reacţiilor PCR  
utilizate în screening-ul pe EC-SOD 

 
Regiunea Oligonucleotide 

(5’→3’) 
Mărimea 
produsului 
PCR  
(bp) 

Temp. 
de  
aliniere 
(°C) 

[MgCl] 
  (mM) 

DMSO 
 (5%) 

Betaină 
(1 M) 

promot
or 

F: 5`- ATA CCA GAA 
CGG AGA CTG G-3`   
R: 5`- CTA AAT CTC 
TGG ATC CCACC-3` 

485 bp 56     1,5      +      + 

Exon 3 F: 5`-GAC ATG TAC 
GCC AAG GTC AC-3`  
R: 5`- AAC TGG TGC 
ACG TGG ATG-3` 

245 bp 57     2.0      +      + 

Exon 3 F: 5`-AGG ACG ACC 
TGG GCC GCG- 3`   
R: 5`- ACT CGC TCT 
CGC GCC GCC-3`         
       A                            

159 bp 68     2.0      +      + 
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Tabel 32   Etapele programelor PCR pentru reacţiile de amplificare a fragmenteleor 

de interes 

Gena Mărimea 
fragmentului 
amplificat 

Etapa Tempe-
ratura 

Timp Numărul 
de 
cicluri 
PCR 

Denaturare 
iniţială 

94ºC 4min, 30 
sec. 

1 

Denaturare  94ºC 30 sec 

Aliniere primeri 56ºC 1 min 

Extensie 72ºC 30 sec 

30 

Extensie finală 72ºC 5 min 1 

485 bp 

Mentinere la 
25ºC 

25ºC 5 sec 1 

Denaturare 
iniţială 

94ºC 5min 1 

Denaturare  94ºC 45 sec. 

Aliniere primeri 57ºC 45 sec. 

Extensie 72ºC 45 sec. 

40 

Extensie finală 72ºC 5min 1 

245 bp 

Mentinere la 
25ºC 

25ºC 5 sec 1 

Denaturare 
iniţială 

94ºC 5min 1 

Denaturare  94ºC 45 sec. 

Aliniere primeri 68ºC 45 sec. 

Extensie 72ºC 45 sec. 

40 

Extensie finală 72ºC 5min 1 

EC-SOD 

248 bp 

Mentinere la 
25ºC 

25ºC 5 sec 1 

 
colorantul necesar vizualizării rezultatului migrării electroforetice nu mai este 
necesară adăugarea de colorant de migrare bromfenol blue care se utilizează 
frecvent (anexa 5.4). 
Gelurile au fost vizualizate cu ajutorul unui transluminator UV şi fotografiate folosind 
Chemi-Imager system software (Alpha Innotech Corp). În urma vizualizării se 
determină dacă mărimea fragmentului obţinut în urma amplificării PCR (vezi fig. 53) 
este cea dorită prin comparaţie cu un marker (Superladder low 100 bp de la 
Abgene): 
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Fig. 53. Verificarea mărimii fragmentului de   485 bp din gena EC-SOD obţinut în 

urma reacţiei PCR prin compararea cu mărimile fragmentelor din Superladder low 
100 bp (ABgene) 

 

 
Fig. 54. Verificarea mărimii fragmentului de  485 bp din gena EC-SOD obţinut în urma 
reacţiei PCR prin compararea cu mărimile fragmentelor din Superladder low 100 bp 

(ABgene) 
 
Purificarea produşilor PCR utilizând metoda PCR Quick Clean  (Qiagen) s-a realizat 
prin adăugarea unei soluţii tampon Quick Clean  la amestecul PCR  (1:1 vol. sau 2:1 
vol. pentru fragmente de ADN mai mici de 200 bp) urmată de centrifugare la viteza 
maximă timp de 15 minute şi îndepărtarea supernatantului.La precipitatul obţinut se 
adaugă 100 μl 70% etanol pentru precipitarea ADN-ului şi se vortexează uşor 30 
sec. După centrifugare la viteză maximă timp de 15 min. se îndepărtează 
supernatantul şi se ususcă în aer precipitatul obţinut pentru a îndepărta urmele de 
alcool care pot inhiba reacţiile de genotipare ulterioare. Se resuspendă precipitatul 
în 25 μl soluţie tampon 1x TE (anexa 5.5.) 
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II.5.1.1.5.  Analiza la nivel populaţional a unei secvenţe ADN din 
promotorul genei superoxid dismutazei extracelulare prin metoda 
Transgenomic WAVE™ DNA Fragment   Analysis pe principiul cromatografiei 
de lichid de înaltă performanţă cu denaturare (DHPLC) 
 
Trangenomic WAVE™ DNA Fragment Analysis se alătură tehnicilor clasice de detecţie 
a polimorfismelor care includ analiza heteroduplex-urilor, SSCP (single strand 
conformation polymorphism) şi secvenţializarea directă a ADN-ului conferind însă un 
plus de rapiditate, acurateţe şi eficienţă economică faţă de acestea în detecţia de 
SNP-uri [251, 252]. Metoda se bazează pe formarea de heteroduplexuri prin 
complementaritatea unei catene de tip sălbatic (wild type) cu una care conţine alela 
polimorfică.  Are loc mai întâi denaturarea fragmentelor respective la o anumită 
temperatură (melting) urmată de o răcire lentă care duce la renaturare şi la 
formarea heteroduplecşilor (Transgenomic™ Application Note No. 101). Aceste 
heteroduplexuri (fig. 55) generate de heterozigoţi  sunt mai susceptibili la 
denaturare decât homoduplexuri generaţi de homozigoţii wild type sau cei mutanţi, 
proprietate care-i face utilizabili în detecţia polimorfismelor. 

 
Fig. 55. Formarea homo- şi heteroduplecşilor prin denaturarea şi răcirea lentă a 

produsului PCR 
 
În timp ce principala metodă clasică utilizată la analiza heteroduplexurilor, DGGE 
(denaturing gradient gel electrophoresis), se bazează pe proprietatea de denaturare 
a ADN-ului la migrarea electroforetică într-un gel denaturant de poliacrilamidă la o 
anumită temperatură când heteroduplexurile parţial denaturate au o conformaţie 
distinctivă cu o porţiune dublu catenară deschisă în jurul situsului polimorfic şi 
această conformaţie face ca aceste heteroduplexuri să migreze mai încet decât 
homozigoţii de tip sălbatic ori cei mutanţi [253]. Trangenomic WAVE™ DNA 
Fragment Analysis se bazează pe cromatografia de lichid de înaltă performanţă cu 
denaturare, DHPLC (denaturing high performance liquid chromatography) care 
presupune separarea diferenţiată a heteroduplexurilor şi a homoduplexurilor prin 
eluţie cromatografică printr-o coloană DNASep®HPLC folosind cromatografia de 
lichid de înaltă performanţă fază inversă bazată pe afinitate ionică (interacţiuni 
electrostatice). Fragmentele dublu catenare de ADN (200-500 bp) încărcate negativ 
migrează de-a lungul coloanei de separare purtate de curentul de soluţie tampon şi 
interacţionează electrostatic cu moleculele de acetat de trietilamoniu (TEAA) care se 
găsesc în tamponul A (anexa 5.6) şi care acţionează ca o punte de legătură între 
umplutura coloanei de separare şi fragmentele de ADN. Moleculele de TEAA sunt 
ancorate, pe de o parte, de umplutura hidrofobă a coloanei prin interacţiuni 
hidrofobe ale grupărilor alchil cu matricea de copolimeri neporoşi (polistiren-
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divinilbenzen) iar pe de altă parte fiind legate electrostatic de grupările fosfat ale 
fragmentelor de ADN [252] aşa cum este prezentat în figura 56 . 
Fragmentele de ADN conectate prin intermediul TEAA la matricea coloanei vor fi 
parţial denaturate la o anumită temperatură din intervalul 50-75 °C şi vor fi eluate 
de pe coloană cu ajutorul tamponului de eluţie (faza mobilă) care conţine 
concentraţii crescătoare de  acetonitril (ACN) care reduce interacţiunile hidrofobe 
dintre TEAA şi matricea suport. Fragmentele de ADN parţial denaturate eluate de pe 
coloană vor fi detectate spectrofotometric la 260 nm. Fragmentele mai scurte de 
ADN vor fi detectate molecule de TEAA migrând astfel mai uşor de-a luingul 
coloanei. 

 
Fig. 56.  Rolul moleculei de TEAA (prelucrare după manualul tehnic Transgenomic 

Wave versiunea 1998) 
 
Datorită susceptibilităţii la denaturare heteroduplexurile vor fi parţial denaturate mai 
repede decât homoduplexurile cu creşterea temperaturii şi o dată cu creşterea 
concentraţiei de ACN vor fi eluaţi mai repede de pe coloană, fiind detectaţi mai 
repede decât homoduplexurile. Sistemul DHPLC este prevăzut cu un program 
software care interpretează rezultatul detecţiei homo şi heteroduplexurilor sub 
forma unei cromatograme aşa cum este exemplificat în figura de mai jos: 
 

 
Fig. 57. Exemplu de cromatogramă cu evidenţierea detecţiei mai rapide a 

heteroduplexurilor 
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 Detecţia polimorfismelor prin metoda Trangenomic WAVE™ DNA Fragment 
Analysis s-a folosit pentru detecţia polimorfismelor pentru un fragment de 485 bp 
din regiunea promotor a genei EC-SOD. Detecţia polimorfismelor prin această 
metodă depinde de trei factori importanţi: de mărimea fragmentului de ADN pe care 
se face screening-ul, de temperatura specifică la care are loc separarea 
cromatografică şi de gradientul de concentraţie al soluţiei de acrilonitril. Înainte de 
detecţia propriu-zisă a polimorfismelor sunt foarte importante două etape 
preliminare şi anume determinarea gradientului optim de ACN necesar eluţiei şi 
determinarea temperaturii la care va avea loc eluţia. 
Etapa 1. Eluţia fragmentelor de ADN în gradient universal în vederea 
stabilirii gradientului optim de ACN necesar eluţiei 
 Pentru a stabili gradientul de ACN optim se folosesc 15 probe de produs PCR 
identice care se amestecă rezultând un singur tub cu amestec PCR care conţine 
fragmente de ADN dublu catenar neheteroduplexat (prin încălzire şi răcire lentă). 
Fragmentele de ADN migrează împreună cu tamponul A (anexa 5.6) şi prin 
intermediul moleculelor de TEAA (conţinute într-o concentraţie de 0,1M în tamponul 
A (anexa 5.6) se fixează de umplutura coloanei. Pentru eluare se foloseşte apoi un 
gradient universal de tampoane A şi B (anexa 5.6) pe o durată de timp de la  
0,1min  la 16,1 min şi la o temperatură de 50 °C. La timpul 0,1 min procentul de 
ACN eluat prin amestecul tampoanelor A şi B este de 40%, iar la sfârşitul perioadei 
de timp la 16, 1 min acest procent ajunge la 72% cu o creştere de 2% pe minut aşa 
cum este prezentat în tabelul 33 
 

    Timp (minute)      % Tampon B    Proces 

        0.0          35  Echilibrare 

        0.1 – 16.1      40 - 72  Eluţie 

       16.2 – 16.7         100  Spălare 

       16.8 – 18.0          35 Echilibrare 

Tabel 33.Gradientul universal folosit pentru stabilirea timpului de eluiţie al 
fragmentului analizat 

  
Pentru stabilirea curbei de temperatură de topire ADN (melting profile) este necesar 
să se  determine gradientul optim de tampon B necesar eluării fragmentului 
respectiv de ADN dublu catenar de pe coloană în timp de 6.5 min într-un anumit 
interval de temperatură. În acest scop, folosind timpul de eluţie al fragmentului în 
gradientul universal se poate calcula gradientul de tampon B optim pentru eluţie în 
6.5 minute. Spre exemplu dacă fragmentul a fost eluat în 14 min în gradientul 
universal, atunci procentul de ACN a crescut de la 40% (iniţial) la 68 % după 14 
minute cu o creştere de 2% pe minut. Dacă eluţia se doreşte a avea loc numai în 
6.5 min  atunci creşterea procentului de ACN va fi de 13 % în această perioadă şi 
procentul maxim de ACN este 68% necesar pentru eluţia fragmentului de ADN dublu 
catenar, atunci procentul iniţial este 55%. Deci, gradientul optim de tampon B 
pentru determinarea profilului temperaturilor de denaturare este în acest caz de 
55%-68%. Pentru fragmentul de ADN dublu catenar EC-SOD analizat timpul de 
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eluţie al fragmentelor respective precum şi gradientul optim de tampon B care va fi 
folosit în stabilirea profilului temperaturilor de denaturare se găseşte în tabelul 34. 
Etapa II. Stabilirea curbei de temperatură 
Amestecul PCR format din cele 15 probe identice de ADN neheteroduplexat utilizat 
anterior se va folosi în continuare pentru stabilirea curbei de temperatură (curba de 
topire – melting curve) pe baza căreia se va stabili temperatura optimă la care să 
aibă loc analiza fragmentelor de ADN.  Fragmentele de ADN dublu catenar vor migra 
de-a lungul coloanei de separare DNASep®HPLC purtate de curentul de amestec al 
soluţiilor tampon cu o concentraţie mai mare a TEAA după care eluţia va avea loc 
odată cu creşterea progresivă a concentraţiei de ACN.  
Pentru stabilirea curbei de denaturare se va considera un interval de temperatură 
între 50-75°C şi pentru eluţia fragmentui respectiv se va considera un gradient de 
tampon B care va trece prin coloană începând cu minutul 0,1 până în minutul 6,6 cu 
o creştere de 2% pe minut. Fiecare timp de eluţie a fragmentului pentru fiecare 
temperatură din acest interval va fi reprezentată grafic şi acest grafic este curba de 
denaturare caracteristică fragmentului respectiv. În fig.58. sunt reprezentate 
curbele de denaturare ale celor trei fragmente analizate prin Trangenomic WAVE™ 
DNA Fragment Analysis şi vor fi folosite pentru stabilirea temperaturii optime şi a 
gradientului de tampon B optim necesar detecţiei polimorfismelor în fragmentele 
analizate. 

 
Fig. 58. Graficul variaţiei timpului de retenţie a fragmentelor de ADN dublu catenar 

pe coloana DNASep®HPLC . Se observă cum timpul de retenţie a fragmentelor parţial 
denaturate scade odată cu creşterea temperaturii şi cu creşterea de 2% pe minut a 

procentului de ACN din tamponul de eluţie B. Temperaturile medii (liniile bordo) aun 
fost stabilite pentru fiecare domeniu de denaturare care cuprinde între 2-6 puncte. 

Temperaturile optime la care va avea loc screening-ul se obţin din valorile medii ca şi 
Tmediu-1. Deci  screeningul se va face la două temperaturi 55°C  şi 59°C.  
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După cum se observă din figura de mai sus curba de temeperatură cuprinde mai 
multe domenii de denaturare (melting domains) ce cuprind între 2 şi 6 valori de 
temperatură (nu mai mult de 6). Fiecare curbă de denaturare a unui anumit  
fragment de ADN dublu catenar cuprinde 1-4 domenii de denaturare. Pentru fiecare 
domeniu se face media temperaturilor cuprinse în domeniul respectiv, iar 
temperaturile optime de detecţie a polimorfismelor în fragmentul considerat sunt cu 
un grad mai mici decât media temperaturilor pe fiecare domeniu (Transgenomic™ 
Application Note No.101)  
 Pentru detecţia de polimorfisme se urmăreşte determinarea gradientului de 
tampon B necesar să elueze fragmentele de pe coloană în 4 minute pentru fiecare 
dintre cele două temperaturi optime determinate din grafic. Pentru aceasta se vor 
stabili pentru fiecare dintre temperaturile optime timpurile corespunzătoare de eluţie 
ale fragmentului în gradientul de tampon B la care s-a determinat curba de 
denaturare.  
Considerând spre exemplu curba de denaturare caracteristică fragmentului din 
regiunea promotor a genei EC-SOD unde temperaturile optime pentru screening 
sunt de 55 °C şi 59 °C cu timpii de eluţie determinaţi grafic aproximativ 6 şi 4 
minute, pentru determinarea gradientului de tampon B necesar eluţiei fragmentelor 
de ADN dublu catenar se aplică următorul raţionament: dacă timpul de eluţie al 
fragmentului a fost de 6 în gradient determinat de tampon B de  55%-68%  atunci 
dacă se pleacă de la un procent de 55% ACN la minutul 0,1 cu o creştere de 2% pe 
minut atunci la minutul 6,1 procentul de ACN va fi aproximativ 67%. La acest 
procent de ACN eluţia fragmentului este completă şi pentru o eluţie completă în 4 
minute unde procentul de ACN necesar este 67% , ţinând cont că raţia creşterii este 
de 2% pe minut înseamnă că procentul minim de ACN necesar pentru screeningul în 
4 minute este de 59%. În consecinţă,  pentru temperatura de 55 °C considerată, 
gradientul optim de tampon B necesar eluării de pe coloană în timp de 4 minute este 
de 59% -67% ACN. Printr-un raţionament analog, la temperatura de 59°C  , 
procentul de ACN furnizat de  tamponul B necesar screening-ului este de  55%  la 
minutul 0,1 şi de 63% ACN la minutul 4,1. 
Etapa III. Detecţia propriu-zisă a polimorfismelor  
Înainte de iniţializarea analizei Trangenomic WAVE™ DNA Fragment Analysis probele 
de ADN sunt supuse reacţiilor PCR aşa cum este specificat în capitolul II.5.1.1.4 şi 
tabelele 30-32  cu  singura deosebire că  reacţiile s-au desfăşurat în tampon 1 x 
Clear Type IV PCR buffer folsind ADN-ul genomic extras de la cei 294 de subiecţi 
consideraţi în studiu. 95 de reacţii PCR şi un martor (care nu conţine ADN genomic) 
au fost efectuate utilizând ThermoFast plates (ABgene). Fragmentele de ADN 
rezultate în urma reacţiilor PCR au fost denaturate prin încălzire 3 min la  95 °C şi 
renaturate prin răcire lentă până la 22°C cu o scădere a temperaturii de 0.2 °C la 
fiecare 4 secunde pentru a permite formarea hetero şi homoduplexurilor de ADN aşa 
cum este ilustrat în fig.55. 
 Fiecare fragment de ADN dublu catenar format în acest fel a fost supus 
screening-ului pentru detecţia de polimorfisme  fiind trecut prin coloana 
cromatografică timp de 4 minute la un gradient al tamponului B determinat anterior 
pe baza temperaturilor optime de denaturare aşa cum a fost descris anterior. 
Reamintim că alegerea condiţiilor de detecţie a avut loc aşa încât fragmentele de 
ADN dublu catenar să se elueze de pe coloană între minutul 0,1 şi minutul 4,1 în 
timp ce are loc o creştere progresivă cu 2% pe minut a concentraţiei de AC N 
furnizat de tamponul  B. Condiţiile care au fost determinate pentru screening-ul 
celor trei fragmente precizate în deschiderea acestui capitol (vezi 2.5.1.1.5.) sunt 
însumate şi prezentate în tabelul de mai jos: 
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Tabel 34. Condiţiile utilizate pentru screeningul 

fragmentelor analizate folosind metoda Transgenomic Wave System 

Regiunea Gradientul la care are loc 
screening-ul (% A/B) 

Temperatura  (°C) 

Pr- 1 EC-SOD 55-63 
59-67 

59 
55 

 
II.5.1.1.6. Genotiparea ADN folosind metoda digestiei enzimatice cu enzime 
de restricţie (RFLP- restriction fragment length polymorphism) 
 
RFLP este o tehnică rapidă de genotipare ADN în care se folosesc enzime de 
restricţie pentru a diferenţia genotipurile generate de existenţa situsului polimorfic. 
Metoda a fost folosită pentru genotiparea celor 294 de probe de ADN [254] 
provenite de la subiecţii luaţi în studiu în vederea evidenţierii polimorfismelor 
Thr40Ala EC-SOD şi Arg213Gly EC-SOD. În acest scop, două porţiuni din secvenţa 
nucleotidică a genei (care corespund celor două fragmente de 245 bp respectiv 159 
bp amplificate PCR -vezi cap.IV.1.1.5.-  cuprinzând fiecare din cele două 
polimorfisme de interes au fost analizate cu Webcutter 2 
(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) pentru a determina care alelă polimorfică 
crează sau distruge un situs de recunoaştere pentru enzimele de restricţie, 
selectându-se o enzimă convenabilă din punct de vedere economic (NEB). În cazul 
în care nici un situs de restricţie enzimatică nu era prezent  în jurul polimorfismului 
de interes s-a folosit un ”mismatch primer” care a fost  creat aşa încât să producă 
un situs artificial de restricţie enzimatică în fragmentul de interes în poziţia dorită  
prin substituţia unei baze cu o altă bază în secvenţa primerului la capătul 3` aşa 
încât în urma reacţiei de amplificare fragmentul ADN amplificat să conţină deja noua 
bază în poziţia dorită pentru a crea un situs de restricţie enzimatică. Condiţiile de 
optimizare a amplificării precum şi secvenţele nucleotidice ale  primerilor sunt 
descrise II.5.1.1.6. 
 Condiţiile optime pentru fiecare reacţie de digestie enzimatică au fost 
determinate utilizând diferite concentraţii de enzimă în intervalul 0.5-4 U / volumul 
de reacţie (25 μl  PCR mix) folosind tamponul corespunzător enzimei respective şi 
temperatura optimă aşa încât reacţia enzimatică să se desfăşoare complet. Aceste 
condiţii optime sunt prezentate în tabelul 35  iar compoziţia soluţiilor tampon este 
prezentată în anexa 5.7.  
 

Tabel 35. Condiţiile optime pentru desfăşurarea reacţiilor de digestie enzimatică 

Mărimea 
fragmentului 
ADN supus 
restricţiei 
enzimatice 

Enzima 
de 

restric-
ţie 

Secvenţa de 
recunoaşter

e 
(5’ – 3’) 

Unităţi 
de 

enzimă 
per 

reacţie 

NEBuffer 
    (1 x) 

Temp. 
(°C) 

BSA 
(0.1 
x) 

245 bp  BssHII  G^CGCGC 2,5 u 3 50 - 

159 bp Fnu4HI  GC^NGC 2u 4 37 - 

 
Produşii rezultaţi în urma amplificării PCR au fost supuşi reacţiilor de digestie 
enzimatică O/N (peste noapte) la temperaturile indicate în tabel. A doua zi, 
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amestecul rezultat prin reacţia enzimatică este supus migrării electroforetice în gel 
de agaroză 1% timp de 2 h la 120 V şi folosind ca marker fluorescent  0.5 mg ml-1 
bromură de etidiu. Vizualizarea fragmentelor obţinute în urma restricţiei enzimatice 
sunt vizualizate prin iluminare UV. 
 
II.5.1.1.7. Secvenţializarea ADN  
Determinarea secvenţei nucleotidice a fragmentelor ADN s-a realizat în scopul 
certificării existenţei polimorfismelor identificate prin restricţie enzimatică sau 
folosind metoda Trangenomic WAVE™ DNA Fragment Analysis.Metoda de 
secvenţializare, utilizând o maşină ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied 
Biosystems) şi un kit v3.0 ABI PRISM BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kit implică câteva etape care vor fi descrise în cele ce urmează. 
Etapa 1.  Reacţia de amplificare PCR cu marcare fluorescentă a capătului 3` 
al  secvenţei nucleotidice din fragmentul de analizat ( Reacţia de 
secvenţializare ciclică - Cycle Sequence Reaction) 
În reacţie s-a folosit  versiunea v3.0 ABI PRISM BigDye™ Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Mix (Applied Biosystems) care conţine AmpliTaq DNA 
Polymerase FS, MgCl2, tampon Tris-HCl, un amestec de dezoxinucleozid trifosfaţi 
(dATP, dCTP, dITP, dUTP) şi terminatorii fluorescenţi (BigDye™ Terminators). 
Terminatorii fluorescenţi (BigDye™ Terminators) conţin un amestec de 
didezoxinucleotid trifosfaţi, fiecare tip de nucleotid fiind marcat fluorescent cu un 
marker fluorescent compus dintr-un fluorofor (6-carboxifluoresceina) şi un colorant 
derivat de la diclororodamină specific pentru fiecare bază : A-diclor[R6G], C-
diclor[ROX], G-diclor[R110] or T-diclor[TAMRA]. 
Reacţia se desfăşoară ca o amplificare PCR a fragmentului de ADN care se doreşte a 
fi secvenţializat utilizând primeri concepuţi la fel ca şi pentru o reacţie PCR 
obişnuită, dar se foloseşte o concentraţie mult mai mică 1.6 pmol μl-1 (vezi secvenţa 
primerilor pentru fragmentele analizate în cap. II.5.1.1.4.). În cursul reacţiei, 
primerii se leagă prin complementaritate de secvenţa corespunzătoare din 
fragmentul de analizat şi polimeraza  construieşte catena complementară pornind de 
la primeri şi înglobând dNTP-urile corespunzătoare. În momentul înglobării unui 
didezoxinucleozid marcat fluorescent reacţia de polimerizare este întreruptă din 
cauza absenţei grupării -OH în poziţia 3` care permitea extinderea catenei în urma 
reacţiei de fosforilare. Prezenţa didezoxinucleotid trifosfaţilor terminator permite, 
prin reacţia de secvenţializare ciclică, generarea a unor fragmente de ADN de 
diverse mărimi care conţin markerii fluorescenţi la capătul 3`.  
Componentele amestecului pentru reacţia de secvenţializare au fost: 2 μl  v3.0 ABI 
PRISM BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Mix (Applied 
Biosystems), 40-50 ng produs PCR (or 150-200 ng ADN plasmidial), 1 μl primer 
forward sau reverse (sens or antisens), 4 μl 5xtampon de secvenţializare, DMSO 5% 
şi betaină 1M în amestecul final, completându-se cu apă bidistilată (puritate 
moleculară) până la 20 μl . Programul termocycler-ului (Gene Amp PCR 2400 -
Applied Biosystems) a cuprins 25 de cicluri, fiecare ciclu presupunând încălzire la 
96°C pentru 20 sec., 55 °C pentru 55 sec., 60 °C pentru 4 min. 
Etapa II.Purificarea produsului reacţiei de secvenţializare  
Peste produsul reacţiei de secvenţializare s-au adăugat 50 μl de etanol 95% şi 2 μl 
de acetat de sodiu 3M (pH=4,6). Amestecul s-a incubat la temperatura camerei timp 
de 15 min. pentru precipitarea ADN-ului, după care se centrifughează la 13 000 rpm 
timp de 30 min. S-a îndepărtat supernatantul prin pipetare cu foarte mare grijă 
pentru a nu aspira din precipitat. Peste precipitatul obţinut s-au adăugat 125 μl de 
etanol 70% şi se centrifughează la 13 000 rpm 15 min. S-a îndepărtat din nou 
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supernatantul şi precipitatul s-a centrifugat în vederea uscării 10-30 min. la 35 °C  
în SpeedVac® (Savant) 
Etapa III Electroforeza în procesul de secvenţializare 
Produsul reacţiei de secvenţializare ciclică purificat prin precipitare cu etanol a fost 
resuspendat în 15 μl reactiv TSR dacă mărimea fragmentului analizat depăşeşte 300 
bp ( Template Suppression Reagent cu rol de a împiedica formarea buclelor de ADN  
menţinând o structură uniformă a catenei de ADN) sau în 10 μl formamidă dacă 
mărimea fragmentului este mai mică decât 300 bp. Amestecul de reacţie a fost 
denaturat timp de 3 min. prin încălzire la 90 °C şi răcit brusc în gheaţă.  
 După denaturare, probele au fost transferate în suportul pentru tuburile cu 
probă cu 98 sau cu 48 de locuri. ADN-ul monocatenar a fost preluat de fluxul de 
soluţie tampon iar fragmentele au fost separate electroforetic prin migrare print-o 
coloană capilară foarte fină cu lungimea de 47 cm umplută cu polimer POP6 (Applied 
Biosystems). Migrarea electroforetică a avut loc la 50°C timp de 30 minute.  
Detecţia de fluorescenţă permite detectarea unui semnal de fluorescenţă la o 
lungime de undă specifică pentru fiecare bază A, C, G sau T marcată fluorescent de 
la sfârşitul fragmentului de ADN deoarece carboxifluoresceina absoarbe energia 
emisă de un laser cu ioni de argon apoi o transferă grupărilor acceptorului de tip 
rodaminic. Fiecare colorant derivat de la clorrodamină care este legat de ultima bază 
de la capătul 3` a catenei de ADN monocatenar emite fluorescenţa la o lungime de 
undă caracteristică. 
După separarea electroforetică a fragmentelor de ADN s-a citit secvenţa nucleotidică 
cu ajutorul ABI Prism software (Applied Biosystem). 
 
II.5.1.1.8. Analiza computaţională a EC-SOD 
  
Pentru identificarea situsurilor de recunoaştere a factorilor de transcripţie situate în 
regiunea promoter a genei SOD3 s-a folosit programul MatInspector de la 
GenomatrixSuite (www.genomatix.de). MatInspector scanează în ambele sensuri 
secvenţa promotorului şi utilizează un algoritm propus de Quandt et al. [255] care 
foloseşte o metodă PWM (position weight matrix) care va crea o matrice matriţă în 
care fiecare rând reprezintă o bază şi fiecare coloană reprezintă o poziţie. Valoarea 
în fiecare celulă a matricei este calculată în funcţie de probabilitatea ca acea bază să 
apară în poziţia specificată în secvenţa consens [256]. Programul MatInspector 
permite căutarea potrivirii secvenţelor submise cu matricea matriţă consens, iar 
similaritatea dintre cele două este exprimată ca un scor de similaritate care trebuie 
să depăşească un anumit prag (>0.85). Cu cât scorul are o valoare mai mare cu 
atât probabilitatea ca secvenţa dată să se potrivească cu secvenţa consens.  
Programul MatInspector realizează căutarea în baza de date TRANSFAC [257] care 
conţine o vastă colecţie de secvenţe ale situsurilor de legare ale factorilor de 
transcripţie. Pentru identificarea secvenţelor consens şi a referinţelor bibliografice 
am utilizat baza de date NCBI PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/ENTREZ/) şi BioBase 
TRANSFAC 7.0 (http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl.html ) 
Compararea secvenţelor nucleotidice între specii este o metodă frecvent folosită în 
analiza promotorilor mamiferelor şi se aplică pentru a găsi regiuni conservate de-a 
lungul evoluţiei care se presupune a fi regiuni funcţionale. Sunt mai multe programe 
disponibile care permit compararea secvenţelor ADN aliniindu-le pentru a putea găsi 
similitudini între ele şi secvenţe omoloage. Dintre acestea se vor utiliza 3 programe: 

1. Clustal W (www.ebi.ac.uk) [258] care permite alinierea mai multor secvenţe 
nucleotidice cu lungimi diferite aparţinând unor specii înrudite sau 
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aparţinând aceleiaşi specii. Rezultatele programului prezintă şi un procent de 
omologie între secvenţele analizate. 

2. PIPMaker (http://bio.cse.psu.edu) [259] aliniază două secvenţe de ADN de 
la specii înrudite şi identifică regiunile conservate prezentând ca rezultate un 
grafic ce redă procentul de identitate al celor două secvenţe (pip), graficul 
dot-plot care redă gradul de omologie existent între ele . 

3. Foot Printer (http://bio.cs.washington.edu/software)  pentru a identifica 
domenii scurte (10 bp) la nivelul a două sau mai multe secvenţe ADN 
aliniate care se conservă. Programul oferă mai multe informaţii comparativ 
cu PIP Maker referitoare la regiunile omoloage [260]. Ca şi Clustal W poate 
da informaţii despre relaţia de filogenie între speciile analizate (filograma) 
fără a indica însă procentul de omologie, aşa cum face Clustal W sau PIP 
Maker 

Analiza computaţională utilizând toate aceste programe oferă mult mai multe 
informaţii despre speciile şi regiunile omoloage decât ar oferi un singur program, de 
aceea am utilizat toate trei programele computaţionale pentru analiza a 
fragmentului de interes din promoterul SOD3 la om (homo sapiens), şoarece (mus 
musculus) şi şobolan (rattus norvegicus) pentru a identifica regiunile omoloage 
conservate în timpul evoluţiei care ar putea avea rol funcţional. Pentru analiza 
regiunilor bogate în CG care pot fi metilate (identificarea insulelor CpG) s-a utilizat 
programul EMBOSS-CpG de la EMBL-EBI [261] folosind criteriile de selecţie standard 
: 100 de ferestre, raportul obs./expected = 0.6 şi >50% GC cu mărimea insulei CpG 
mai mare de 50. 
 
II.5.1.1.9. Analiza statistică a rezultatelor  
Analiza statistică s-a făcut folosind programul statistic SPSS (Statistics Package for 
the Social Sciences) versiunea V12.0 (SPSS Inc) pentru a identifica asociaţiile dintre 
polimorfismele evidenţiate şi existenţa plăcii de aterom sau corelaţia cu anumiţi 
factori de risc cardiovascular. Pentru a determina dacă variabilele sunt normal 
distribuite pentru populaţia studiată, s-a folosit testul Kolmogorov-Smirnov. Dacă 
distribuţia variabilelor a fost deviată de la normalitate, graficul distribuţiei fiind o 
curbă de tip gaussian deplasată spre stânga sau spre dreapta , atunci variabilele au 
fost transformate în diverse moduri pentru a avea o curbă cât mai apropiată de 
normal, iar în cazul în care transformarea variabilelor nu a putut fi performată cu 
succes prin nici una din metodele de transformare, atunci analiza a fost făcută 
folosindu-se teste nonparametrice specifice pentru variabile care nu sunt normal 
distribuite.  
În analiza statistică a fost considerată semnificativă o valoare a lui p <0,05 ceea ce 
înseamnă o probabilitate >95% ca rezultatul să nu fie rezultatul întâmplării şi de 
asemenea,  unde a fost cazul, s-a calculat şi intervalul de confidenţă  (CI >95%). 
Pentru a compara variabile categorice a fost folosit testul Chi-pătrat (χ2), pentru a 
compara media variabilelor în două grupuri distincte s-a folosit testul t-student 
pentru variabile normal distribuite şi testul Mann-Whitney pentru variabile care nu 
sunt distribuite normal. Pentru compararea mediei valorilor variabilelor la trei 
grupuri s-au folosit testul 1-Way ANOVA pentru variabile normal distribuite şi testul 
Kruskall-Wallis  pentru variabile care nu sunt normal distribuite, iar pentru analiza 
multiplelor comparaţii între grupuri a fost folosită Multi-way ANOVA pentru a 
identifica grupurile care diferă semnificativ de restul grupurilor. Atunci când numărul 
de homozigoţi mutanţi este mic sau absent atunci acest grup a fost considerat 
împreună cu grupul de heterozigoţi şi în acest caz a fost folosit  un test t-student 
pentru grupuri independente.  
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II.5.1.2. REZULTATE ŞI DISCUŢII 

 
Evidenţierea polimorfismelor la nivelul secvenţei ce codifică SOD3  
Polimorfismul Thr40Ala EC-SOD Fiecare probă de ADN genomic extrasă a fost 
folosită pentru amplificarea unui fragment de 245 bp din regiunea ce codifică sinteza 
proteinei EC-SOD, mai exact din exonul 3 al regiunii codante. Acest fragment 
include situsul pentru polimorfismul 172A→G (manifestat în existenţa 
polimorfismului Thr40Ala EC-SOD). Genotiparea probelor de ADN în acest caz s-a 
facut prin restricţie enzimatică folosind enzima BssHII (NEB). Mărimea fragmentului 
rezultat după reacţia enzimatică în cazul prezenţei alelei A (Thr40) rămâne 
neschimbată (245 bp) deoarece enzima nu are situs de restricţie enzimatică în 
interiorul fragmentului , în timp ce în cazul prezenţei alelei G (Ala40) se creează un 
situs de restricţie enzimatică pentru BssHII şi prin urmare, în urma digestiei, se 
obţin două fragmente de 63 respectiv 182 bp. În cazul heterozigoţilor A/G se vor 
obţine trei fragmente de 63 bp, 182 bp respectiv 245 bp. Fragmentele sunt separate 
prin migrare electroforetică în gel de agaroză de concentraţie 1% şi vizualizate în 
lumină UV: 

 
Fig. 59. Rezultatul migrării electroforetice a fragmentelor obţinute în urma restricţiei 

enzimatice în vederea evidenţierii polimorfismului Thr40Ala (linia 8 marker ADN 
ABgene, liniile 12,13,15 homozigoţi mutanţi, liniile 5,11,12 heterozigoţi) 
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În fig. 59 şi 60 sunt prezentate rezultatele secvenţializării pentru un set de trei 
probe  identificate ca fiind un homozigot cu genotip AA, un homozigot cu genotip GG 
şi un heterozigot AG  în urma genotipării prin metoda RFLP (restriction fragment 
lenght polymorphism). Pentru polimorfismul Thr40Ala , din cei 294 de subiecţi 
analizaţi, 133 de subiecţi au fost găsiţi homozigoţi pentru alela A (45,2%), 115 
subiecţi au fost heterozigoţi (39,1%) şi 46 au fost homozigoţi pentru alela G 
(15,6%). 
Polimorfismul Arg213Gly EC-SOD În vederea evidenţierii polimorfismului 
Arg213Gly EC-SOD (691 C/G referitor la poziţia nucleotidului la nivelul căruia are loc 
polimorfismul faţă de codonul start ATG +1 sau 231 dacă ne referim la  codonul la 
nivelul căruia are loc polimorfismul) s-a amplificat un fragment de 159 de perechi de 
baze care a fost supus reacţiei de digestie enzimatică cu enzima Fnu4HI (NEB) aşa 
cum este prezentat la capitolul II.5.1.1.6. 
 În urma reacţiei de digestie enzimatică s-au obţinut unele fragmente (6 bp, 14bp, 
11 bp and 40 bp) comune atât pentru homozigoţii care prezintă alela C cât şi pentru 
heterozigoţi sau homozigoţi purtători ai alelei G; în prezenţa alelei C (Arg213) s-au 
obţinut fragmente adiţionale de 70 bp şi 18 bp , iar în prezenţa alelei G (Gly213) s-a 
obţinut un fragment adiţional de 88 bp aşa cum este ilustrat în fig.nr.65, rezultată în 
urma vizualizării în UV  

 
Fig. 61. Rezultatul migrării electroforetice a fragmentelor obţinute în urma restricţiei 
enzimatice în scopul evidenţierii polimorfismului Arg213Gly EC-SOD; Liniile 1,3-5,7-
10 : homozigoţi pentru alela C (wild type); Linia 6 : Hyperladder IV(Bioline); Liniile 2 

şi 11: heterozigoţi pentru alela G 
 
a benzilor separate prin electroforeză într-un gel Metaphor 4% prin compararea cu 
un marker ADN Hyperladder IV (Bioline) care cuprinde benzi din 20 bp în 20 bp 
pentru fragmente de până la 1000 bp (vezi subcapitolul II.5.1.1.4.)Pentru 
polimorfismul Arg213Gly EC-SOD  nu a fost identificat nici un individ homozigot 
pentru alela G (Gly213), identificându-se doar 5 indivizi heterozigoţi (1,7%). 289 de 
indivizi (98,3%) au fost homozigoţi pentru alela C (Arg213). 
Analiza fragmentului din promotorul genei EC-SOD Analiza fragmentului de 
485 bp  din regiunea promotorului genei EC-SOD cuprinsă între nucleotidele -469 şi 
+16 s-a realizat utilizând metoda Transgenomic WAVE™ fragment analysis la două 
temperaturi  diferite (59°C şi 55°C) în gradient de tampon B de 55-63% şi respectiv 
59-67%, după o amplificare PCR a fragmentului dorit efectuată în prealabil în 
condiţiile descrise în tabelele nr. 30-32 urmată de o denaturare la temperatură 
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ridicată şi de o răcire lentă a care permite formarea hetero- şi homoduplexurilor. 
Analiza cromatogramelelor nu a indicat nici un polimorfism în această regiune a 
promotorului EC-SOD la nici unul din subiecţii analizaţi în ambele condiţii 
experimentale. 

 
Fig. 62  A şi B : Exemplu de cromatogramă rezultată în urma analizei  WAVETM DNA 

analysis la temperaturta de 59°C în gradient de tampon B de 55-63% (A) şi la 
temperatura de  55°C în gradient de tampon B de 59-67% (B)  ambele prezentând un 

singur profil cromatografic corespunzător homozigoţilor wild type 
 
Analiza statistică a asocierilor dintre polimorfismele EC-SOD evidenţiate şi 
existenţa plăcii de aterom semnificativ sau alţi factori de risc  
Caracterizarea subiecţilor  Caracterizarea subiecţilor, aşa cum se poate urmări în 
tabelul 36,  a indicat că din punct de vedere al numărului de vase afectate cei mai 
mulţi dintre subiecţi au avut afectate 1,2 sau 3 artere afectate (42%). În urma 
analizei preliminare a datelor s-a constatat că vârsta subiecţilor cu aterom 
semnificativ este mai mare decât a celor din grupul control. De asemenea, datele 
reflectă influenţa factorilor de risc cardiovascular asupra profilului subiecţilor, în 
grupul subiecţilor fiind înregistraţi, aşa cum era de aşteptat, semnificativ mai mulţi 
diabetici (103 vs.12), hipertensivi (112 vs.70), fumători (75 vs. 28) şi dislipidemici 
(97 vs.32), manifestându-se de asemenea o creştere a procentului de indivizi cu un 
istoric al accidentelor heredocolaterale în grupul subiecţilor care prezintă aterom 
semnificativ. Numărul bărbaţilor înregistraţi cu aterom semnificativ este de 
asemenea mai mare decât al celor fără aterom semnificativ (106 vs 44) şi mai mare 
decât al femeilor cu aterom semnificativ (106 vs.38). Diferenţe semnificative din 
punct de vedere statistic se înregistrează şi între valorile medii ale colesterolului şi 
trigliceridelor pentru grupurile celor cu şi fără aterom semnificativ care sunt mai 
ridicate la lotul de subiecţi. 
Analiza asociaţiilor celor două polimorfisme EC-SOD cu ateroscleroza şi 
factorii de risc S-a realizat mai întâi analiza asociaţiei fiecăruia dintre cele două 
polimorfisme cu existenţa plăcii de aterom prin compararea distribuţiei genotipurilor 
identificate la subiecţii cu şi fără aterom, apoi toţi cei 294 de subiecţi au fost 
împărţiţi în grupuri în funcţie de existenţa sau absenţa factorilor de risc 
cardiovasculari urmărindu-se identificarea de asociaţii ale acestor două polimorfisme 
ale EC-SOD cu factorii de risc cardiovascular. Au fost de asemenea investigate 
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corelaţiile între genotipurile identificate şi factorii de risc cardiovascular separat 
pentru femei şi bărbaţi.  

 
Tabel 36. Numărul de vase afectate de formarea plăcii de aterom la subiecţii selectaţi 

Tipul arterelor afectate Numărul 
cazurilor 
înregistrate

Frecvenţa  
cazurilor în 
populaţia 
studiată 

(1,2 sau 3 artere afectate)  125 42,5% 

1 arteră afectată                       40 13,6% 

2 artere afectate 48 16,3% 

Artere 
coronariene 

3 artere afectate 37 12,6% 

Carotidă 21 7,1% 

Artere periferice 33 11,2% 

Artere coronariene şi carotidă  15 5,10% 

Artere coronariene şi periferice  17 5,78% 

Artere periferice şi carotidă  4 1,36% 

Artere coronariene, carotidă şi periferice  0 0% 

 
Deşi pentru polimorfismul 691 C/G Arg213Gly nu s-au identificat indivizi  purtători 
homozigoţi ai alelei G, distribuţia genotipurilor s-a demonstrat că respectă echilibrul 
Hardy-Weinberg şi s-au aplicat metodele de analiză statistică, deşi din cauza 
numărului mic de heterozigoţi şi a inexistenţei homozigoţilor purtători ai alelei G 
rezultatele analizei statistice sunt neconcludente.  
Din analiza celor 294 de subiecţi se constată că între frecvenţele genotipurilor la cele 
două grupuri analizate (subiecţi cu şi fără aterom semnificativ) nu este o diferenţă 
semnificativă din punct de vedere statistic (vezi tabelul 37). 
 
Tabel 37.  Frecvenţele genotipurilor studiate la nivelul genei EC-SOD şi valorile lui p 
statistic rezultat prin compararea frecvenţelor genotipurilor între cele două grupuri 

de subiecţi : cu şi fără aterom semnificativ 

Poziţia 
/regiunea  

Grupuri analizate Frecvenţele genotipurilor identificate Valoarea 
lui p 

691 C/G Subiecţi cu aterom 
semnificativ 
Subiecţi fără 
aterom 
semnificativ 

CC:97,9% 
291 cazuri 
CC:98,7% 
292 cazuri 

CG: 2,1% 
3 cazuri 
CG: 1,3% 
2 cazuri 

GG: 0% 
0 cazuri 
GG: 0% 
0 cazuri 

p=0,619 

172 A/G Subiecţi cu aterom 
semnificativ 
Subiecţi fără 
aterom 
semnificativ 

AA:49.3% 
71 cazuri 
AA:41.3% 
62 cazuri 

AG:34.7% 
50 cazuri 
AG:43.3% 
65 cazuri 

GG:16.0% 
23 cazuri 
GG:15.3% 
23 cazuri 

p=0,290 

 
S-a analizat, de asemenea, la întreg lotul de 294 de indivizi posibilibitatea existenţei 
unor corelaţii ale polimorfismelor Arg213Gly şi Thr40Ala cu ceilalţi factori de risc 
cardiovascular precizaţi  în tabelele nr. 38 şi 39. 
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Tabel 38.  Frecvenţa genotipurilor corespunzătoare polimorfismului Arg213Gly 
(691C/G) 

Genotip (nr cazuri  
[frecvenţa %] ) 

Nr. 
crt. 

Grupuri analizate  

CC CG GG 

Valoarea 
lui p 

122[97,6] 3 [2,4] 0 [0] 1 Cu leziuni corornariene  
Fără leziuni coronariene 167[98,8] 2 [1,2] 0 [0] 

p=0,425 

21[100] 0[0] 0 [0] 2 Cu leziuni carotidiene 
Fără leziuni carotidiene 268[98,2] 5[1,8] 0 [0] 

p=0,532 

33[100] 0[0] 0 [0] 3 Cu leziuni la nivelul vaselor 
periferice  
Fără leziuni la nivelul vaselor 
periferice  

256[98,1] [5] 0 [0] 

p=0,423 

52[98,1] 1[1,9] 0 [0] 4 Diabetici 
Non diabetici 237[98,3] 4[1,7] 0 [0] 

p=0,908 

180[98,9] 2[1,1] 0 [0] 5 Hipertensivi  
Normotensivi 109[97,3] 3[2,7] 0 [0] 

p=0,309 

126[97,7] 3[2,3] 0 [0] 6 Cu dislipidemie 
Fără dislipidemie 163[98,8] 2[1,2] 0 [0] 

p=0,464 

147[98,7] 2[1,3] 0 [0] 7 Obezi 
Non obezi  142[97,9] 3[2,1] 0 [0] 

p=0,630 

109[98,2] 2[1,8] 0 [0] 8 Cu accidente heredocolaterale 
Fără accidente heredocolaterale 180[98,4] 3[1,6] 0 [0] 

p=0,917 

131[97] 4[3] 0 [0] 9 Fumători  
Nefumători  

158[99,4] 1[0,6] 0 [0] 

p=0,123 

 
Tabel 39. Frecvenţa genotipurilor corespunzătoare polimorfismului Thr40Ala 
(172A/G) 
 

Genotip (nr cazuri  [frecvenţa %] ) Nr. 
crt. 

Grupuri analizate  

AA AG GG 

Valoarea 
lui p 

60 [48] 44 [35,2] 21[16,8] 1 Cu leziuni corornariene 
Fără leziuni 
coronariene 

73 [43,2] 71[42] 25[14,8] 

p=0,496 

9[42,9] 9[42,9] 3[14,2] 2 Cu leziuni carotidiene 
Fără leziuni carotidiene 124[45,4] 106[38,8] 43[15,8] 

p=0,934 

18 [54,5] 11[33,3] 4 [12,1] 
 

3 Cu leziuni la nivelul 
vaselor periferice  
Fără leziuni la nivelul 
vaselor periferice  

115[44,1] 104[39,8] 42[16,1] 

p=0,514 

31[58,5] 12[22,6] 10[18,9] 4 Diabetici 
Non diabetici 102[42,3] 103[42,6] 36[14,9] 

p=0,024 

91[50] 62[34,1] 29[15,9] 5 Hipertensivi  
Normotensivi 42[37,5] 53[47,3] 17[15,2] 

p=0,063 

60[46,5] 48[37,2] 21[16,3] 6 Cu dislipidemie 
Fără dislipidemie 73[44,2] 67[40,6] 25[15,2] 

p=0,837 
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71[47,7] 55[36,9] 23[15,4] 7 Obezi 
Non obezi  62[42,8] 60[41,4] 23[15,9] 

p=0,680 

51[45,9] 49[44,1] 11[9,9] 8 Cu accidente 
heredocolaterale 
Fără accidente 
heredocolaterale 

82[44,8] 66[36,1] 35[19,1] 

p=0,085 

57[44,2] 60[44,4] 18[13,3] 9 Fumători  
Nefumători  76[47,8] 55[34,6] 28[17,6] 

p=0,205 

 
După cum se observă din tabelul 38, nu s-a remarcat existenţa unei corelaţii 
statistice între nici unul dintre factorii de risc cardiovascular şi polimorfismul 
Arg213Gly EC-SOD, în schimb s-a observat existenţa unor asocieri între existenţa 
alelei Thr40 EC-SOD la subiecţii cu diabet şi hipertensiune arterială.Pentru a avea o 
evaluare mai clară a asociaţiei existente ţinând cont că genotipul cel mai puţin 
frecvent este GG am analizat comparativ distribuţia genotipurilor AA şi AG+GG la 
cele două grupuri amintite. Rezultatele analizei statistice efectuate luând în 
considerare genotipurile AA şi AG +GG au confirmat că frecvenţa genotipului AA a 
polimorfismului Thr40Ala (corespunzătoare variantei Thr40 a EC-SOD) a fost mai 
mare la subiecţii diabetici comparativ cu subiecţii care nu prezintă diabet (p=0,03) 
şi la subiecţii hipertensivi comparativ cu cei normotensivi (p=0.04) aşa cum arată 
graficele de mai jos: 

Fig.  63. Studiul comparativ al frecvenţei genotipurilor AA şi AG+GG la diabetici vs. 
Non-diabetici (stânga ) şi la normotensivi vs. Hipertensivi (dreapta) 

 
Analiza asociaţiilor celor două polimorfisme EC-SOD cu ateroscleroza şi 
factorii de risc separat pentru femei şi bărbaţi  
În urma analizei datelor genotipării, nu s-au înregistrat diferenţe statistice între 
femei şi bărbaţi în ceea ce priveşte distribuţia genotipurilor Thr40Ala şi Arg213Gly 
EC-SOD (tabel 40). Analizând corelaţiile între existenţa celorlalţi factori de risc 
cardiovascular şi genotipurile AA şi AG + GG ale polimorfismului 172 A/G EC-SOD 
identificate separat la femei şi bărbaţi s-au obţinut rezultate semnificative din punct 
de vedere statistic (tabel 41). După cum s-a constatat, există o diferenţă statistică 
între frecvenţele celor două genotipuri la subiecţii cu şi fără aterom semnificativ, cu 
şi fără diabet precum şi la hipertensivi comparativ cu cei normotensivi, diferenţe 
semnificative înregistrate, însă, numai la femei. 
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Tabel 40. Frecvenţa genotipurilor Thr40Ala şi Arg213Gly EC-SOD la femei şi 
bărbaţi 

Genotip Thr40Ala EC-SOD (nr cazuri  
[frecvenţa %] ) 

Grupuri analizate  

AA AG GG 

Valoarea 
lui p 

66 [45,8] 54 [37,5] 24 [16,7] Femei  
Bărbaţi  67[44,7] 61 [40,7] 22 [14,7] 

 
p=0,819 

Genotip Arg213GlyEC-SOD (nr cazuri  
[frecvenţa %] ) 

 

CC CG GG 

 

143 [99,3] 1[0,7] 0 [0] Femei  
Bărbaţi  146[97,3] 4[2,7] 0 [0] 

p=0,191 

   
După cum se observă, frecvenţa alelei Thr40 (AA) este mai mare la femeile cu 
aterom semnificativ comparativ cu cele cu aterom nesemnificativ, fiind de asemenea 
mai mare la femeile cu diabet şi la cele hipertensive. 
 
Tabel 41. Compararea frecvenţelor genotipurilor AA şi AG + GG între 
diverse grupuri analizate separat la femei şi bărbaţi 

Genotip (nr. cazuri / 
frecvenţa%) 

Sex Grupuri comparate 

AA AG+GG 

Valoarea 
lui p 

Cu aterom 
semnificativ 

24 [63,2] 14 [36,8] Femei  

Fără aterom 
semnificativ  

42 [39,6] 64 [60,4] 

p=0,012 

Cu aterom 
semnificativ 

47 [44,3] 59 [55,7] Bărbaţi 

Fără aterom 
semnificativ  

20 [45,5] 24 [54,5] 

p=0,900 

Hipertensivi 46[54,1] 39[45,9] Femei  

Normotensivi 20[33,9] 39[66,1] 

p=0,017 

Hipertensivi 45[46,4] 52[53,6] Bărbaţi 

Normotensivi 22[41,5] 31[58,5] 

p=0,565 

Diabetici 16[72,6] 6[27,3] Femei  

Nondiabetici 50[41] 72[59] 

p=0,006 

Diabetici 15[48,4] 16[51,6] Bărbaţi 

Nondiabetici 52[43,7] 67[56,3] 

p=0,640 
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Analiza computaţională a promoterului şi ARN mesager corespunzător 
genei EC-SOD  
 

1. Localizarea cromozomială a genei EC-SOD (SOD3) 
 
În 1990 Hendrickson et al. [150] au poziţionat gena SOD3 la nivelul regiunii 
cromozomale 4 pter-q21 printr-un studiu al celulelor somatice hibride. Mai târziu, 
Stern şi colab. [262] folosind o gamă variată de metode – celule somatice hibride, 
mapare de linkaj, FISH - au mapat gena SOD3  la nivelul regiunii 4p15.3-4p.15.1. La 
ora actuală se consideră că gena umană EC-SOD este localizată în cromozomul 
4p15.3- p15.1 cu poziţia cromozomială ilustrată în fig 64.  
   

 
Fig. 64. Poziţia genei EC-SOD la nivelul cromozomului 4 

uman obţinută din baza de date NCBI Entrez 
 
Folosind link-ul ( www.ncbi.nlm.nih.gov/ENTREZ/) s-a obţinut secvenţa nucleotidică 
a genei EC-SOD şi a promoterului după parcurgerea  mai multor etape de căutare. 
Gena EC-SOD şi  2000 bp din secvenţa nucleotidică a promoterului au fost localizate 
la nivelul cromozom 4 uman, NC_00004.10, catena +.  Pentru a localiza ARN-ul 
mesager şi secvenţa promoterului la nivelul genomului, s-a folosit programul NCBI 
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) utilizând secvenţa de referinţă cu număr de 
acces NM_003102.1  identificat regiunea cromozomială NT_006316. Secvenţa cu 
număr de acces NM_003102.2 a înlocuit de curând secvenţa NM_003102.1.  
 Folosind programul NCBI BLAST 2Sequences (www.ncbi.nlm.nih. gov/blast/ 
bl2seq/bl2.html) au fost comparate secvenţele nucleotidice ale secvenţei genomice 
cu numărul de acces AC006390.8 şi ale ARN-ului mesager corespunzător numărului 
secvenţei de referinţă NM_003102.1, localizându-se poziţia genei SOD3 şi a 2000 bp 
din promoterul genei SOD3 la nivelul clonei respective.  
Analizându-se cele 2000 bp din promoterul SOD3 cu programul NCBI BLAST s-a 
observat că secvenţa promotorului nu corespunde nici unei proteine reale sau 
ipotetice.  
 
2. Identificarea situsurilor de legare a factorilor de transcripţie  existente în 
promotorului SOD3 
Cele 2000bp din regiunea promotorului EC-SOD au fost analizate cu cele trei 
programe precizate la  în urma submiterii cate unui fragment de 500 bp din 
secvenţa “wild-type”. Situsurile de recunoaştere a factorilor de transcripţie cu cele 
mai mari scoruri de similaritate cu secvenţa centrală şi cu matricea de similaritate 
identificate în cele 2000 bp analizate au fost reunite în Anexa 6.1. Din mulţimea de 
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situsuri pentru factori de transcripţie identificate, s-au selectat situsurile conservate 
prin compararea secvenţelor a trei specii (om, şoarece şi şobolan) pentru a obţine 
situsurile care au probabilitate mai mare de a fi funcţionale. 
 
3. Compararea secvenţelor ADN corespunzătoare promotorilor SOD3 la om, 
şobolan şi şoarece 
 
Programul PIP Maker [259] a fost folosit pentru compararea a 2000 bp cuprinse în 
secvenţele nucleotidice ale promotorilor SOD3 provenind de la om, şobolan şi 
şoarece, analiza efectuându-se prin compararea a câte două secvenţe (om-şoarece, 
om-şobolan şi şoarece-şobolan). Rezultatul comparaţiei şoarece – şobolan a arătat 
că există mai multe fragmente care se aliniază cu un  scor de similaritate de 85.5% 
şi un procent de matching de 70 % între promoterul genei SOD3, lucru ilustrat şi de 
diagrama de comparaţie şoarece-şobolan (anexa 6.2.C) care indica un număr mare 
de regiuni cu identitate mai mare de 75% comparativ cu diagramele de comparaţie 
om-şobolan şi om-şoarece care arată un număr mic de fragmente aliniate care au 
identitate mai mică de 75% (anexa 6.2. A şi B). Diagramele dot-plot indică o 
omologie mică  între om şi şobolan sau om şi şoarece. Aceste scoruri de similaritate 
sunt în concordanţă cu analiza Clustal W care a arătat un scor obţinut în urma 
alinierii secvenţelor umane, murine şi celei provenind de la şobolan de  9% (om-
şoarece), 7% (om-şobolan) şi 55% (şoarece-şobolan). Toate rezultatele obţinute 
confirmă faptul că promotorul SOD3 uman s-a modificat de-a lungul evoluţiei 
semnificativ comparativ cu promotorul de la şoarece şi şobolan.  
S-au comparat secvenţele ADN de câte 500 bp cu programele Foot Printer, Clustal 
W şi rezultatele programului MatInspector (vezi II.5.1.1.8):  
 
 Analiza FootPrinter la nivelul fragmentului cuprins între -2000 bp şi 
-1500 bp nu a evidenţiat nici un motiv structural conservat la nivelul celor trei 
specii, fapt remarcat şi în urma analizei diagramelor PIP.  
 
 Analiza FootPrinter la nivelul fragmentului cuprins între -1500 bp şi 
-1000 bp a dus la identificarea a 5 clustere omoloage la nivelul secvenţelor 
provenind de la şoarece şi şobolan (vezi anexa 6.3.1) dar secvenţa umană prezintă 
un grad mic de similaritate cu celelalte două specii la nivelul fragmentului analizat. 
Programele FootPrinter şi ClustalW [258,260] (vezi anexa 6.3.1.) au dus la 
identificarea unor situsuri SMARCA3 (din categoria factorilor SWI/SNF de 
remodelare a cromatinei) conservate la nivelul celor trei secvenţe analizate: unul 
este conform secvenţei de recunoaştere descrisă în literatură (MCWTDK, [263]) 
pentru toate cele trei secvenţe, iar celălalt situs identificat diferă la nivelul secvenţei 
umane printr-o bază faţă de secvenţa descrisă în literatură şi la celelalte două 
secvenţe la nivelul a două baze, ceea ce scade probabilitatea acestui situs de a fi 
funcţional. La secvenţele provenind de la şoarece şi şobolan, acest din urmă situs 
pentru legarea SMARCA3 se suprapune în parte peste un situs BLIMP-1 care diferă 
şi el faţă de secvenţa de recunoaştere (GAAAG, [264]) la nivelul unei singure baze. 
La nivelul secvenţelor de la şoarece şi şobolan s-au identificat mai multe situsuri de 
recunoaştere pentru BLIMP-1 dintre care unul singur corespunde exact secvenţei 
descrise în literatură în timp ce la secvenţa umană situsurile BLIMP -1 au 
probabilitate destul de mică de legare pentru că diferă la nivelul a mai mult de două 
baze faţă de secvenţa de recunoaştere. Mai multe situsuri pentru Oct-1 şi Oct-1.P au 
fost identificate la nivelul secvenţei umane [265,266]. Situsurile Oct-1 diferă faţă 
de secvenţa de recunoaştere  (5`-ATGCWAAT-3`, [265]) printr-una sau două 
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nucleotide. Acest fapt adăugat la neconservarea acestor situsuri la cele trei secvenţe 
analizate indică un potenţial reglator mai redus al acestor situsuri. Situsul SREB 
identificat la nivelul secvenţei umane corespunde cu secvenţa de recunoaştere 
descrisă de Magana şi colab.[267] şi Sato şi colab. [268] (5`-ATCACCCCAC-3`) dar 
pentru secvenţele provenite de la şoarece şi şobolan aceste situsuri sunt mult 
diferite de secvenţa de recunoaştere, ceea ce denotă evoluţia diferită a promotorului 
genei umane. TATA box identificată pentru secvenţa umană coincide cu secvenţa 
descrisă în literatură (5`-TATAAA-3`, [269]), la celelalte două specii analizate diferă 
la nivelul mai multor baze faţă de secvenţa de recunoaştere ceea ce denotă o 
probabilitate mică de a fi funcţională în reglarea transcripţiei EC-SOD. De asemenea 
situsurile STAT5 identificate la nivelul secvenţei umane corespund secvenţelor de 
recunoaştere (5’-TTNYNNNAA-3’, [270]) dar nu se mai regăsesc conservate la 
nivelul celorlalte două specii, ceea ce scade probabilitatea acestora de a fi 
funcţionale. La toate cele trei specii s-a identificat un situs pentru legarea factorului 
steroidogenic SF1 din categoria receptorilor hormonali nucleari. La nivelul tuturor 
celor trei secvenţe situsul de legare SF1 diferă la nivelul unei singure nucleotide faţă 
de secvenţa de recunoaştere (5`-GTCAAGGCTA-3`, [271]). La nivelul secvenţei 
umane acest situs se suprapune parţial peste un situs GATA (5`-WGATAR-3`, 
[272]) 
 
 Analiza secvenţelor nucleotidice corespunzătoare fragmentului 
cuprins între -1000 bp şi -500 bp din promotorii genei SOD3 de la om, şoarece şi 
şobolan folosind programul FootPrinter a demonstrat un grad mic de similaritate la 
om cu celelalte specii (un singur cluster conservat), în timp ce secvenţele de la 
şoarece şi şobolan conţin  4 clustere conservate, demonstrand un grad de omologie 
mai mare (vezi anexa 6.3.2.). Situsurile pentru factorii de transcripţie identificate cu 
programul MatInspector de la Genomatrix au fost selectate folosind rezultatele 
programului FootPrinter în vederea stabilirii situsurilor conservate la cele trei specii 
cu o mai mare probabilitate de a fi funcţionale. Astfel, la nivelul fragmentului 
analizat  s-a identificat un motiv structural conservat la cele trei specii 
corespunzător casetei TATA box (5`-TATAAA-3`, [269]), dar care la secvenţa 
umană diferă la nivelul unei baze, iar la celelalte două secvenţe diferă la nivelul a 
două baze ceea ce denotă o probabilitate mică ca situsul să fie funcţional. Secvenţa 
de legare a c-Myb (5`-GTTR-3`, [273]) este conservată la toate cele trei specii, 
aceasta suprapunându-se peste un situs C/EBP care constă din două diade repetitive 
simetrice (5`- RTTGCGYAAY-3`, [274]). La nivelul secvenţei umane, situsul C/EBP 
este parţial conform cu secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură, existând la 
nivelul celor două diade o modificare la nivelul unei singure baze. La celelalte două 
secvenţe analizate există o singură unitate (CAAC) care se regăseşte din tot situsul 
de recunoaştere al C/EBP. Acest lucru sugerează o probabilitate mai mare de legare 
a C/EBP pentru secvenţa umană comparativ cu celelalte două specii analizate. 
Situsul de legare a heterodimerilor CHOP/ CEBPa din secvenţa umană este mai 
apropiat de secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură (RRRTGCAATMCCC, 
[275]), la şoarece şi şobolan nu se mai regăseşte o mare parte din aceasta. Faptul 
că la toate cele trei secvenţe analizate, secvenţele CHOP se găsesc în vecinătatea 
secvenţei corespunzătoare casetei CCAAT (5`-CCAAT-3`) cresc şansele pentru 
legarea acestor heterodimeri la secvenţa umană, chiar dacă la şoarece şi şobolan 
probabilitatea de legare este mică deoarece situsurile identificate nu sunt decât 
parţial conforme cu secvenţa de recunoaştere. Situsul E2F identificat la nivelul celor 
trei secvenţe este numai parţial conform cu secvenţa de recunoaştere (5’-
SGCSSAAA-3’; [276]). Acest lucru denotă o probabiliate mică de legare a acestui 
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factor de transcripţie la cele trei secvenţe. La nivelul secvenţelor de la şoarece şi 
şobolan, situsul E2F se suprapune peste un situs corespunzător factorului nuclear 
respirator 2 (NRF2) din familia de factori de transcripţie ETS, al cărui situs de 
recunoaştere este conservat la toate cele trei specii, ceea ce denotă o probablitate 
mare de legare a acestui factor la nivelul tuturor celor trei secvenţe. La nivelul 
secvenţei umane s-a identificat un situs pentru legarea BLIMP-1 (5’-GAAAG-3’ 
[264]) dar care  este mult diferit faţă de secvenţa de recunoaştere la celelalte două 
specii, ceea ce reduce probabilitatea ca acest situs să fie funcţional. Situsul STAT5 
identificat la nivelul secvenţei umane este conform cu secvenţa de recunoaştere (5’-
TTNYNNNAA-3’, [270]) în timp ce la celelalte secvenţe acesta nu se mai regăseşte 
conservat decât parţial, acest fapt scăzînd probabilitatea acestui situs de a fi 
funcţional.  
 
 Analiza secvenţelor nucleotidice corespunzătoare fragmentului 
cuprins între -500 bp şi + 1 bp din promotorii genei SOD3 de la om, şoarece şi 
şobolan folosind programul FootPrinter ([260]) a demonstrat un grad mic de 
omologie al secvenţei umane cu celelalte două secvenţe analizate. Un singur 
cluster a fost identificat ca fiind conservat la toate cele trei specii (vezi anexa 
6.3.3.), în timp ce secvenţa de la şoarece şi şobolan au un grad mai mare de 
omologie la nivelul acestora fiind înregistrate 3 clustere conservate. Totodată, 
programul Clustal W [258] a aliniat secvenţele nucleotidice ale promoterilor genei de 
la om, şoarece şi şobolan în vederea identificării situsurilor conservate precum şi 
pentru a urmări care dintre polimorfismele descrise în literatură modifică unele 
dintre aceste situsuri de recunoaştere şi legare a factorilor de transcripţie (vezi 
anexa 6.3.3).  
Diagramele FootPrinter din anexa 6.3.3. arată existenţa unor mici clustere ce conţin 
motive structurale cu înaltă omologie conservate la şoarece şi şobolan notate 
10,11,12 (vezi  anexa 6.3.3.), în timp ce promotorul uman prezintă un grad mic de 
omologie cu promotorii celorlalte două specii analizate. El conţine numai  motivul 12 
omolog cu cel de la şoarece şi şobolan, în timp ce clusterele 11 şi 12 au suferit 
modificări de-a lungul evoluţiei. Folosind informaţiile furnizate de analiza anterioară 
privind motivele conservate de-a lungul evoluţiei am identificat aceste secvenţe 
nucleotidice la cele trei specii şi le-am reprezentat în anexa 6.3.3., identificând 
totodată şi regiunile de legare a factorilor de transcripţie prezente în aceste motive 
structurale. Identificarea acestor situsuri de legare a factorilor de transcripţie s-a 
dovedit foarte dificilă, pentru că s-au identificat situsuri posibile de legare pentru 
mai mulţi factori de transcripţie care se suprapun [277]. Analiza ulterioară a 
clusterelor conservate şi a motivelor structurale identificate ca fiind omoloage au 
evidenţiat secvenţe de recunoaştere pentru factorii de transcripţie din familia de 
protooncogene ETS care se leagă specific de o secvenţa centrală GGAA (secvenţa 
consensus este C/AGGAA/T),  fiecare factor din această categorie având anumite 
preferinţe pentru nucleotidele vecine [278].  
Analiza Foot Printer şi MatInspector a  secvenţelor de interes corespunzătoare celor 
trei specii a identificat motivul structural 3 care corespunde unui situs slab Elk-1 ca 
fiind conservat la toate cele trei specii. Situsul identificat la om şi şoarece este slab 
datorită faptului că diferă printr-o bază faţă de secvenţa de recunoaştere identificată 
în literatură (5`-mrMMGGAWry-3`, [278]),  iar la şobolan acesta diferă la nivelul a 
două nucleotide. Acest lucru, împreună cu faptul că, în cazul secvenţei de la şoarece 
şi şobolan, acest situs se suprapune peste situsul de recunoaştere PEA3 (5`-
AGGAAR-3` [279]) denotă faptul că acest factor de transcripţie are un potenţial 
reglator redus asupra procesului de transcripţie al EC-SOD. Sistusul GKLF  este 
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numai  parţial conform secvenţei de recunoaştere  (5`-RRGGYGY-3`, [280]) diferind 
de aceasta la nivelul a două nucleotide. Acesta de asemenea poate avea o influenţă 
redusă asupra transcripţiei. S-a identificat de asemenea o casetă GC box la secvenţa 
umană care se suprapune însă peste situsurile parţial conforme cu secvenţele de 
recunoaştere ale factorilor din categoria Kruppel-like: GKLF sau KKLF. Sistusul 
corespunzător casetei GC box se regăseşte la secvenţa murină unde se observa că 
diferă printr-o nucleotidă de situsul specific (5`-GGGNGGG-3`,[281]) în timp ce la 
şobolan situsul este mai slab. Conservarea acestui situs dovedeşte faptul că GC are 
un potenţial reglator modest. Deşi analiza funcţională arată că MZF şi factorii din 
familia Kruppel-like au o afinitate mai mare pentru situsurile corespunzătoare decât 
factorii din familia Ets, analiza de faţă arată că deşi elementul bipartit GKLF/GABP 
este conservat la şoarece şi şobolan, la om acesta se mai regăseşte deşi secvenţa 
corespunzătoare diferă de cea de la şoarece şi şobolan, fapt care indică de 
asemenea un potenţial reglator modest al acestuia. Situsul corespunzător MZF este 
parţial conform cu secvenţa de recunoaştere (5`-GAGGGGAA-3`,[281,282]) la 
şoarece şi şobolan, iar la om acest situs de legare parţial conform secvenţei de 
recunoaştere este mult mai slab, ceea ce denotă faptul că la om potenţialul reglator 
al acestui factor în procesul de transcripţie este mai mic. 
 
4. Analiza influenţei polimorfismelor descrise în literatură la nivelul 
promotorului SOD3 uman asupra situsurilor de legare a factorilor de 
transcripţie 
 
SNP-urile existente în bazele de date (NCBI SNP: www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ şi 
NCBI Locus Link : www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/) în regiunea din promoter 
cuprinsă între -500 bp şi 1 bp au fost poziţionate în secvenţa genei EC-SOD şi 
secvenţa astfel modificată a fost reanalizată cu programul MatInspector pentru a 
vedea ce situsuri distrug sau creează aceste polimorfisme identificate anterior în 
această regiune. În tabelul 42 sunt prezentate SNP-urile cu numerele de referinţă şi 
situsurile create sau distruse de prezenţa alelelor rare. Aşa cum se poate observa se 
formează două situsuri corespunzătoare factorilor de transcripţie din categoria 
proteinelor cu homeodomeniu HOX, proteine ale căror situsuri se regăsesc frecvent 
la nivelul promotorilor genelor. Existenţa situsului HOX/PBX, care permite legarea 
unei proteine din categoria HOX cu o alta din categoria PBX, creşte specificitatea 
legării celor două proteine la secvenţa corespunzătoare din promotorul SOD3. Aşa 
cum se poate observa se formează două situsuri corespunzătoare factorilor de 
transcripţie din categoria proteinelor cu homeodomeniu HOX, proteine ale căror 
situsuri se regăsesc frecvent la nivelul promotorilor genelor. Existenţa situsului 
HOX/PBX, care permite legarea unei proteine din categoria HOX cu o alta din 
categoria PBX, creşte specificitatea legării celor două proteine la secvenţa 
corespunzătoare din promotorul SOD3. 
Prezenţa alelei rare A (rs3471066) induce mai multe modificări într-o regiune unde 
sunt prezente mai multe situsuri de legare pentru factorii din categoria Kruppel-like 
şi ETS. Astfel, situsul nou format HOX/PBX se suprapune peste un nou situs GKLF 
creat la 5 baze diferenţă faţă de vechiul GKLF situs deja existent. Aceste situsuri s-
au format în regiunea unde exista un situs pentru GABP care joncţiona cu situsul de 
legare a GKLF, ambele fiind generate de existenţa alelei commune G al 
polimorfismului în discuţie. Distrugerea situsurilor ETS care au un potenţial rol 
activator poate avea influenţe asupra expresiei SOD3 în anumite tipuri de celule. 
Concluzia este că este posibil ca polimorfismele rs17885921 G/A, rs17885306 G/A, 
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rs34841282 C/T şi rs3471066G/A să fie funcţionale, factorii de transcripţie respectivi 
fiind implicaţi în reglarea transcripţiei. 
 

Tabel 42. Influenţa variantelor alelice descrise în literatură la nivelul promotorului 
SOD3 uman  asupra situsurilor de legare a factorilor de transcripţie (litere mari roşii 
secvenţa centrală conservată, litere albastre baze neconservate, litere mici negre nu 

fac parte din secvenţa centrală ) 
SNP Alela 

polimor-
fică 

Factorul 
de 

transcripţie

Secvenţa de 
recunoaştere 

(5`-3`) 

Situsul predictiv 
de legare a FT în 

EC-SOD 

Poziţia 
situsului 

în 
secvenţă 

rs17885921 
G/A 

-452A p53 
 

GGACATGCCC 
[295] 

CATGT 
 

-452-449 

rs17885306 
G/A 

-431A FREAC.2 
 

AACGTAAACAA 
[296] 

ccTTAAACAaa 
 

-437-431 

-310T DBP 
 

RTTAYGTAAA 
[297] 

ccttaTTATGaatcttt 
 

-312-308 

-310T HOX1.3 
 

CYYNATTAKY 
[298] 

ttCATAATaa 
 

-312-307 

-310C COMP1 
 

TGATTGACRACAA 
[299] 

gaaGATTCACaa -316-310 

rs34841282 
C/T 

-310 C SOX5 
 

AACAAT 
[300] 

attcACAATaag 
 

-311-307 

-143A HOX/PBX 
 

RTGATTTATKACTTT 
[301] 

gtaGGATggaagg 
 

-144-142 

-143G EKLF 
 

CCACACCCCT 
[302] 

ggtAGGGTgg 
 

-146-142 

rs3471066 
G/A 

-143G GABP 
 

NGMGGAAGG 
[287] 

ggGTGGAAGGg 
 

-143-136 

R = A sau G, K = G sau T, Y = C sau T, S = C sau G, N = A, C, G sau T, M = A sau C şi 
W = A sau T 

 
5. Identificarea insulelor CpG din promotorii genelor EC-SOD de la om, 
şoarece şi şobolan 
 
Insulele CpG sunt grupuri de dinucleotide CpG care se găsesc într-o ordine aleatoare în 
secvenţa ADN corespunzătoare promotorilor genelor. Restul de citozină poate fi metilat 
la carbonul 5` prin intervenţia ADN metiltransferazei. La nivelul promotorilor se exercită 
un reglaj fin, aceştia conţinând resturi de citozină nemetilată pentru a permite realizarea 
transcripţiei. În anumite situaţii (de exemplu în cancer) hipermetilarea promotorului 
poate duce la abrogarea genei respective. Nu este cunoscut deocamdată nimic despre 
reglarea fină a expresiei SOD3 prin procesele de metilare/demetilare de aceea este 
interesant de identificat poziţia anumitor insule CpG pentru a investiga teoria reglării 
prin metilare-demetilare a genei SOD3. Identificarea posibilelor regiuni bogate în CG s-a 
realizat folosind programul EMBOSS-CpG de la EMBL-EBI [266] folosind criteriile de 
selecţie standard : 100 de ferestre, raportul obs./expected = 0.6 şi >50% GC cu 
mărimea insulei CpG mai mare de 50. Regiunea analizată de 2000 bp din promotorii 
celor trei gene SOD3 nu  este bogată în GC, dar s-au identificat câteva insule CpG la 
nivelul celor trei promotori care variază atât ca mărime precum şi în ceea ce priveşte 
conţinutul de GC (vezi anexa 6.3.4.). La promotorul SOD3 uman s-au identificat patru 
insule CpG din care insulele 3 şi 4 au un  conţinut mai ridicat de 50% CG (obs/exp>0.8) 
şi pot avea un rol reglator important în reglarea transcripţiei SOD3 (tabelul 43) şi care 
se regăsesc ca şi poziţie în cadrul insulelor 4 şi 5 de la şoarece deşi acestea au mărime 
diferită decât cele de la om. 
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 Distribuţia insulelor CpG în cadrul promotorului la şobolan diferă atât faţă de 
şoarece cât şi faţă de om. Dar, ca şi poziţie nucleotidică, se poate regăsi o parte din 
insula 4 de la om în cadrul insulei 5 de la şoarece şi 7 de la şobolan (fragmentul   

Tabel 43  Insulele CpG în promotorul SOD3 uman 

Nr. 
crt 

Numărul de 
perechi de 

baze 

Poziţia în 
promotor 

Conţinutul 
% CG 

Raportul 
Obs./Exp. 

1 208 De la -1046 la -839 47.12 % 1.55 

2 58 De la -733 la -676 43.10% 1.28 

3 95 De la -605 la -511 54.04% 0.86 

4 161 De la -279 la -119 51.58% 1.07 

 
Tabel 44 Insulele CpG în promotorul SOD3 la şoarece 

Nr. 
crt 

Numărul 
de perechi 

de baze 

Poziţia în promotor Conţinutul 
% CG 

Raportul 
Obs/Exp 

1 134 De la -1749 la -1616 51.49 % 0.92 

2 497 De la -1484 la -988 53.32% 0.96 

3 227 De la -985 la -789 51.1% 1.01 

4 208 De la -558 la -351 50.48% 1.06 
5 147 De la -284 la -138 53.06% 0.88 

 
Tabel 45  Insulele CpG în promotorul SOD3 la şobolan 

Nr. 
crt 

Numărul 
de perechi 

de baze 

Poziţia în promotor Conţinutul 
% CG 

Raportul 
Obs/Exp 

1 245 De la -1950 la -1706 53.47% 1.32 

2 126 De la -1606 la -1491 53.17% 0.79 

3 152 De la -1429 la -1278 52.63% 0.89 

4 184 De la -1210 la -1027 47.28% 0.88 

5 193 De la -859 la -667 48.7% 1.05 

6 136 De la -568 la -197 54.41% 0.95 

7 171 De la -367 la -197 49.12% 1.07 

8 112 De la -169 la -58 58.92% 0.96 

 
cuprins între poziţiile -279 şi -197), o parte din insula 2 de la om se regăseşte în 
cadrul insulei 5 de la şobolan şi o parte din insula 3 de la om se regăseşte atât la 
nivelul insulei 4 de la şoarece cât şi la nivelul insulei 6 de la şobolan (fragmentul 
cuprins între poziţiile -558 şi -511). Se poate spune că insulele 3 şi 4 din cadrul 
promotorului SOD3 uman au un potenţial reglator în sensul că lalterarea acestor 
secvenţe sau procesele de metilare/demetilare pot duce la modificarea expresiei 
genei SOD3. 
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6.Compararea secvenţelor ARNm corespunzătoare SOD3 uman, murin 
(şoarece) şi cel provenind de la şobolan 
 
Secvenţele de referinţă corespunzătoare celor 3 gene SOD3 (homo sapiens, mus 
muscullus şi rattus norvegicus) au fost selectate din baza de date NCBI Entrez 
având numerele de acces NM_003102.1, NM_0011435.3 şi respectiv NM_012880. 
Pentru a compara cele trei secvenţe ARNm s-au folosit de asemenea programele 
PipMaker şi Clustal W de la EMBL-EBI. Secvenţele analizate au 1984 bp, 2045 bp 
respectiv 1729 bp. Rezultatele analizei PipMaker au demonstrat o homologie mai 
mică a mRNA-ului genei umane cu secvenţa murină (41,73%) şi cu cea provenind 
de la şobolan (39.6 %) aşa cum se poate urmări în diagramele PIP prezentate în 
anexa 6.3.5 şi o homologie de peste 75% între secvenţele corespunzătoare pentru 
şoarece şi şobolan (80%). 
Scorurile de similaritate obţinute s-au confirmat folosind şi programul Clustal W 
(scorul de similaritate om-şoarece este de 35%, scorul de similaritate la comparaţia 
om-şobolan este de 34%, în timp ce compararea secvenţelor şoarece-şobolan este 
de 82%). Alinierea secvenţelor mRNA provenind de la cele trei specii este 
prezentată în anexa 6.3.5.  Alinierea secvenţelor ARNm de la cele trei specii 
analizate arată conservarea codonului de start al translaţiei proteinei EC-SOD pentru 
toate speciile de-a lungul evoluţiei. 
  

II.5.1.3.CONCLUZII 
 
 EC-SOD face parte din apărarea antioxidantă a organismului acţionând în 
spaţiul extracelular în sensul transformării anionilor superoxid acumulaţi aici din 
diferite surse. Există în literatură numeroase studii care au investigat implicarea 
enzimei respective în patologia bolilor cardiovasculare şi diabet. Concluziile acestor 
studii au relevat faptul că EC-SOD este responsabilă de progresul ambelor condiţii 
patologice [254], constituind în acest fel o genă candidat care face parte din 
mecanismele ce sprijină ipoteza solului comun pentru bolile cardiovasculare, 
sindromul metabolic şi diabet. EC-SOD are nivel ridicat de expresie în peretele 
vascular unde, prin menţinerea anionului superoxid la nivel scăzut, este 
responsabilă de biodisponibilitatea NO ca şi factor de relaxare vasculară implicat în 
reglarea presiunii sangvine. EC-SOD este implicată de asemenea în protecţia 
împotriva oxidării LDL care este un mecanism major care contribuie la iniţierea şi 
progresul formării plăcii de aterom. Polimorfismul Arg213Gly este cel mai studiat 
dintre polimorfismele EC-SOD, deoarece varianta Gly213 este asociată cu nivele 
ridicate de EC-SOD în ser care sunt urmate de scăderea protecţiei antioxidante în 
peretele arterial [168]. Acest polimorfism modifică domeniul de legare a enzimei la  
heparină scăzând afinitatea enzimei pentru heparină şi alţi liganzi omologi.  În 
populaţia analizată în cadrul acestui studiu, nu s-au identificat homozigoţi mutanţi 
pentru Arg213Gly, iar frecvenţa acestui polimorfism (1.7%) este mică în comparaţie 
cu cele descrise în literatură pentru alte populaţii [254,283]. În cadrul subiecţilor cu 
aterom semnificativ, frecvenţa heterozigoţilor cu genotip CG este puţin mai ridicată 
decât la cei fără aterom semnificativ (2.1% vs. 0.9%). Numărul de cazuri fiind mic 
nu se pot trage concluzii referitoare la asocierea acestui polimorfism cu existenţa 
plăcii de aterom la nivelul populaţiei analizate.  
La nivelul secvenţei codante a EC-SOD s-a evidenţiat polimorfismul Thr40Ala care 
are  o frecvenţă relativ ridicată în vederea studierii unei asocieri a acestuia cu 
prezenţa aterosclerozei sau a altor factori de risc cardiovascular. Acest polimorfism a 
fost identificat folosind metoda RFLP ca şi în cazul  precedent, fiind validat prin 
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secvenţializarea ADN. Deşi nu s-a stabilit nici o asociere semnificativă din punct de 
vedere statistic între genotipurile caracteristice acestui polimorfism şi existenţa plăcii 
de aterom, s-a găsit o asociere a alelei Thr40 cu diabetul (diabetici: [AA]= 58.5%; 
[AG+GG] = 41.5% versus nondiabetici: [AA]= 42.3%; [AG+GG] =57.7%; p=0.03) 
şi hipertensiunea arterială (hipertensivi: [AA]= 50%; [AG+GG] =50% versus 
normotensivi:[AA]= 37.5%; [AG+GG] =62.5% p=0.04), fapt care confirmă 
rezultatele unui studiu recent [284] care a raportat asocierea alelei Thr40 cu 
rezistenţa la insulină şi cu diabetul de tip 2. În studiul nostru [254,283], alela A 
(Thr40) este alela comună (AA: 45.2%, AG: 39.1% şi GG: 15.6%), în timp ce în 
populaţia japoneză din studiul amintit, alela Ala40 este alela cea mai frecventă. 
Realizând analiza statistică diferenţiat în funcţie de sex, s-a obsevat că la femei 
există distribuţie diferită a celor două alele Thr40 şi Ala40 în grupul femeilor cu 
aterom semnificativ vs. control (aterom semnificativ: [AA] =24(63.2%); [AG+GG] 
=14(36.8 %) versus controli: [AA]= 42 (39.6%); [AG+GG] =64 (60.4%) p=0.012), 
cu hipertensiune vs. normotensive (hipertensivi: [AA]= 46 (54.1%; [AG+GG] =39 
(45.9%) versus normotensivi:  [AA]= 20 (33.9%); [AG+GG] =39 (66.1%) 
p=0.017), cu diabet zaharat de tip 2 vs. non-diabetice (diabet: [AA]= 16(72.6%); 
[AG+GG] = 6 (27.3%) versus nondiabet: [AA]= 50(41%); [AG+GG]=72 (59%);  
p=0.006) 
Rezultatele acestui studiu sugerează o asociere a alelei Thr40 (genotip AA) cu o 
disfuncţionalitate a EC-SOD. Deocamdată nu se poate spune dacă acest polimorfism 
este funcţional afectând activitatea enzimatică sau expresia proteinei. O altă ipoteză 
prinvind funcţionalitatea acestui polimorfism este că acesta ar putea fi în 
dezechilibru de linkaj cu un alt polimorfism funcţional. Deoarece polimorfismul 
Arg213Gly este puţin frecvent la subiecţii cu diabet sau hipertensiune arterială (ca 
de altfel în întreg lotul de studiu) este puţin probabil ca polimorfismul Thr40Ala să 
fie în dezechilibru de linkaj cu acest polimorfism. 
La nivelul promotorului EC-SOD, analiza funcţională a secvenţei ADN s-a  
efectuat in vitro.Analiza computaţională efectuată pe cele 2000 bp a evidenţiat 
existenţa unor situsuri de legare a factorilor de transcripţie identificate şi în alte 
studii referitoare la analiza in silico a genei EC-SOD: AP-4 (adaptor complex-4) care 
este implicată în recunoaşterea şi selectarea proteinelor cărăuş din aparatul Golgi în 
sistemul endozomal-lizozomal , ARE (antioxidant response elements), caseta CAAT 
[153], factori de transcripţie din familia Kruppel-like BKLF, EKLF, KKLF precum şi 
ETS: Ets-1a, PEA3, Elk-1, GABPα, Spi-B şi Spi-1/PU.1 [265]. În plus, în aceast 
studiu s-au identificat situsuri de recunoaştere pentru factorii de transcripţie din 
familia STAT (signal transducers): STAT1 şi STAT 5  care răspund la semnalul dat de 
citokine şi factori de creştere (IL-2, IL-4 şi IL-6, CSF, EGF, PDGH ) [171]. S-au 
identificat de asemenea situsuri corespunzătoare FT implicate în ciclul celular: p53, 
GATA-1, GATA-3, Egr-1, Oct-1, cMyb, EVI I şi NF-kβ, E2F. Situsurile 
corespunzătoare FT implicate în hematopoeiză au fost poziţionate şi ele în regiunea 
de flancare 5` a genei EC-SOD ( FT implicate în dezvoltarea celulelor T precum ZBF 
89, NF-kβ, NFAT, IRF-4, IKAROS, în dezvoltarea celulelor B precum Pu.1, BRIGHT , 
IRF-4, BLIMP sau în diferenţierea mieloidică : BLIMP şi Pax5). Situsuri pentru 
factorul de transcripţie Nkx2.5 au fost identificate la nivelul celor 2000 bp alături de 
situsuri pentru MSX2 şi N-Myc aceşti factori fiind implicaţi în procesul de dezvoltare 
a inimii. O serie de factori de transcripţie din categoria factorilor din grupul de mare 
mobilitate (HMG family) cum sunt factorii arhitecturali (HMGA), Sox5, Sox9, HBP1, 
Nkx2.5,subunitatea S8,  BARX2, NANOG au fost de asemenea identificaţi cu un scor 
de similaritate al regiunii centrale ≥ 0,9. Această categorie de factori de transcripţie 
sunt implicaţi în expresia genică diferenţiată pe tip de ţesut fiind factori cheie ai 
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diferenţierii tisulare în hematopoieză. Din categoria factorilor de transcripţie din 
familia C/EBP cu rol în procesele de dezvoltare celulară şi proliferare au fost 
identificate mai multe situsuri de legare ale acestor factori cu un scor variabil de 
similaritate cu secvenţa centrală sau cu matricea de referinţă. În această categorie 
am inclus şi proteina CHOP (GAAD153) care este homologul proteinelor C/EBP 
(C/EBP zetta) care poate induce oprirea creşterii şi apoptoza celulelor ca răspuns la 
stresul celular sau ca răspuns la degradarea ADN. Din categoria complexelor 
SWI/SNF de remodelare a cromatinei ATP dependente care utilizează energia 
furnizată de hidroliza ATP pentru a modifica structura cromatinei din jurul genelor ce 
trebuiesc transcrise şi de a creşte în acest fel accesibilitatea ADN-ului nucleozomal 
pentru legarea componentelor necesare transcripţiei, s-au identificat mai multe 
situsuri corespunzătoare SMARCA3. S-au identificat situsuri corespunzătoare 
factorilor de transcripţie nucleari hepatocitari HNF1, 4 şi 6 şi câte un situs 
caracteristic pentru Sp-1 şi respectiv caseta GC în întreaga regiune de 2000 bp 
analizată.  
 În urma selecţiei efectuate prin identificarea regiunilor omoloage la om, 
şoarece şi şobolan cuprinse în secvenţele ADN corespunzătoare celor trei promotori 
SOD3 precum şi identificarea motivelor structurale conservate, s-a selecţionat un 
număr restrâns de factori de transcripţie care ar putea influenţa transcripţia SOD3 
(vezi fig.67). În regiunea cuprinsă între -2000 bp şi -1500 bp, aşa cum  reiese din 
analiza ClustalW şi Foot Printer, nu se pot alinia secvenţele ADN de la cele trei specii 
ceea ce denotă că nu există regiuni omoloage la nivelul secvenţelor ADN analizate şi 
nici măcar module structurale conservate. Şi la nivelul celorlalte fragmente analizate 
gradul de omologie este foarte mic dar s-au identificat câteva motive comune celor 
trei specii. Dintre situsurile pentru factorii de transcripţie identificaţi la nivelul 
fragmentelor de 1500 bp aliniate cu ajutorul programului Clustal W, situsurile pentru 
SMARCA3, c-Myb, GABP (NRF2) au cea mai mare probabilitate de a se lega in vivo la 
secvenţa ADN deoarece nu exsită nici o diferenţă între secvenţa specifică existentă 
la nivelul ADN-ului tuturor celor trei specii analizate şi secvenţa de recunoaştere 
descrisă în literatură pentru aceşti factori de transcripţie.  
 Situsul SMARCA3, poziţionat la nivelul secvenţei umane între 
nucleotidele -1113 şi -1093,  corepunde perfect secvenţei de recunoaştere 
descrisă în literatură pentru acest situs ( 5`- MCWTDK-3`, [264]) şi situsul rămâne 
nemodificat şi pentru celelalte două specii. Poteinele SMARCA3 sau proteina din 
subfamilia A a proteinelor SWI/SNF asociate matrixului dependente de actină şi 
reglatoare ale cromatinei (SWI/SNF-related matrix associated actin-dependent 
regulator of chromatin subfamily A member 3) fac parte din familia SWI/SNF de 
remodelare a cromatinei şi se întâlnesc descrise sub mai multe denumiri: reglatorul 
regiunii proximale a promotorului  HIV, reglator al SV40 enhancer, reglator al 
promotorul PAI-1, reglator al promotorul uteroglobinei la iepuri (RUSH) şi HLTF 
(helicase-like transcription  factor). Dacă la cei mai mulţi membri ai familiei 
SWI/SNF le lipseşte domeniul de legare ADN acţionând prin intermediul elementelor 
transactivatoare, HTLF conţine un domeniu de legare ADN de tip inelar (RING-
finger) dar şi domeniu caracteristic helicazelor [285]. Câteva gene din familia 
SWI/SNF sunt inactivate prin hipermetilare în cancer, sugerând un rol de supresori 
tumorali. În ceea ce priveste HTLF, rezultatele în ceea ce priveşte modul de reglare 
a transcripţiei genelor în cancer sunt contradictorii. Motivul structural de tip RING-
finger este similar cu domeniul RING al proteinei BRCA1 care este cunoscut ca 
supresor tumoral, dar nu s-a determinat experimental existenţa hipermetilării 
SMARCA3 în cancere. Pe de altă parte există studii care arată că celulele canceroase 
au un nivel de expresie al acestei proteine de aproximativ 20 de ori mai ridicat 
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comparativ cu celulele normale şi este un marker timpuriu al tumorilor induse de 
estrogeni  [285]. Aceste proteine nucleare sunt exprimate la nivel tisular în: creier, 
inimă, rinichi, ficat, plămâni, pancreas, placenta şi muşchiul scheletic, activarea 
transcripţiei acestei proteine este mediată de progesteron şi procesarea 
posttranslaţională este favorizată de acţiunea steroizilor [285]. Ţinând cont de 
exprimarea tisulară a proteinelor SMARCA3 şi aceea a EC-SOD este posibil ca 
factorul de transcripţie SMARCA3 să regleze expresia EC-SOD. 
  Situsul c-Myb identificat în regiunea  -783-771 a promotorului uman 
corespunde secvenţei de recunoaştere descrisă de Howe şi colab. 5`-YAACKG-3`, 
[273], ca şi situsurile identificate la nivelul celorlalte două secvenţe. Protooncogena 
c-Myb reglează proliferarea celulelor muşchiului neted vascular şi hematopoieza. c-
Myb este implicată în reglarea expresiei unor gene ale unor proteine implicate în 
desfăşurarea ciclului celular. La nivel vascular, în ateroscleroză, c-Myb joacă un rol 
esenţial în apărarea antiaterosclerotică, contribuind la supravieţuirea celulelor 
muşchiului neted vascular la nivelul căii de semnalizare PDGF (factorul de creştere 
plachetar). Semnalizarea PDGF stimulează expresia c-Myb la nivelul arterelor, iar 
inhibarea funcţiei c-Myb duce la apoptoza celulelor VSMC tratate cu PDGF [286]. 
Factorul de transcripţie c-Myb poate contribui la reglarea expresiei EC-SOD în 
celulele VSMC. 
 Situsul NRF2 (factorul nuclear respirator 2 cunoscut ca proteina de legare 
a GA- GABP-) este un factor din familia de proteine protooncogene Ets care se leagă 
la secvenţa de recunoaştere (5`-NGMGGAAGTG-3`, [287])  similară cu secvenţa 
PEA3 (5`-AGGAAG-3` [279]) din aceeaşi familie. Proteina de legare la dinucleotidele 
GA (GABP) este activator al expresiei citocrom oxidazei c (COX) şi a factorului de 
transcripţie mitocondrial. COX nu are caseta TATA necesară pentru iniţierea 
transcripţiei celor mai multe gene [279]. La nivelul acesteia iniţierea transcripţiei se 
face şi prin intermediul motivelor PEA3 de care se leagă NRF2. NRF2 pote fi reglată 
redox, demonstrându-se că în linia de adipocite 3T3-L1 expresia acestui factor de 
transcripţie este inhibată de stresul oxidativ, din cauza faptului că GABP nu se mai 
poate lega de situsurile de recunoaştere [279]. În sistemul vascular, se cunosc 
puţine lucruri despre genele ţintă ale acestui factor de transcripţie. Promotorul SOD3 
uman nu conţine o casetă TATA box funcţională. Este posibil ca iniţierea transcripţiei 
să se facă prin asemenea elemente din categoria PEA3/ ETS ca şi în cazul COX, mai 
ales că fragmentul din regiunea proximală a promotorului conţine câteva elemente 
din categoria Ets printre care şi PEA3. La nivelul secvenţei umane există mai multe 
situsuri unde se poate lega GABP. Situsul poziţionat între -584 şi -591 la nivelul 
secvenţei umane corespunde secvenţei PEA3 descrisă în literatură, dar nu este 
conservat integral la celelalte două specii. În schimb, în regiunea cuprinsă între -
153-160, la nivelul secvenţei umane, mai exsită un situs bipartit unde se mai poate 
lega ELK-1 (secvenţa de recunoaştere 5`-mrMMGGAWry-3`, [288]) din aceeaşi 
familie de protooncogene Ets care este conservat şi la celelate specii fiind conform 
cu secvenţele de recunoaştere. Acest lucru sugerează că există posibilitatea reglării 
expresiei SOD3 prin  intermediul proteinei GABP, dar şi prin intermediul ELK-1. 
Proteina ELK-1 este ţinta fosforilării în trei căi diferite de semnalizare mediate de 
kinaze activate de mitogeni (MAPK): ERK1/2, p38, JNK. În contextul în care are loc 
interacţiunea dintre semnalul dat de speciile reactive ale oxigenului şi acţiunea 
semnal a acestor protein kinaze care acţionează prin fosforilare/defosforilare, este 
posibilă interacţiunea ELK-1 cu secvenţa ADN corespunzătoare din promotorul 
SOD3.  
În afară de aceste situsuri cu probabilitate mare de a fi funcţionale, există situsuri 
care la secvenţa umană corespund întru totul secvenţei de recunoaştere descrisă în 
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literatrură, dar diferă la nivelul uneia sau mai multor nucleotide la nivelul celorlalte 
secvenţe analizate. În această situaţie se află situsurile pentru SREB, STAT-5, 
caseta GC şi Ets-1.   
Situsul SREB (Proteina de legare a elementului reglat de sterol) a fost identificat în 
regiunea cuprinsă între nucleotidele -1275 şi -1286 la nivelul secvenţei umane. 
Proteina de legare a elementului reglat de sterol sau SREB este un factor de 
transcripţie implicat în biosinteza colesterolului, a acizilor graşi şi fosfolipidelor şi în 
adipogeneză. Una dintre ţintele SREB este receptorul receptorul LDL. Speciile 
reactive ale oxigenului pot oxida fosfolipide şi steroli, aceste fosfolipide oxidate fiind 
mediatori ai procesului inflamator. SREB este activată în procesul inflamator asociat 
proceselor aterosclerotice, expresia ei fiind ridicată în nucleul celulelor endoteliale la 
nivelul arterelor ateromatoase [289]. SREB este unul dintre potenţialii reglatori ai 
expresiei EC-SOD. 
Situsurile STAT-5 (Factorul de activare a transcriţiei şi de transducere a 
semnalului) la nivelul secvenţei umane au fost identificate două situsuri: între 
nucleotidele -1042-1032 primul situs şi respectiv între nucleotidele -622 şi -613 al 
doilea situs. Aceste situsuri sunt conforme cu secvenţa descrisă în literatură pentru 
STAT5 (5`-TTNYNNNAA-3`, [270]). Proteinele din familia STAT sunt activate de 
citokine şi factori de creştere (IL-2, IL-3, hormonul de creştere, factorul de creştere 
plachetară). Proteinele STAT se găsesc în citoplasmă, dar în urma activării mediate 
de kinaze din familia Jak ele sunt translocate în nucleu pentru a activa transcripţia 
genelor ţintă. Printre ţintele STAT 5 enumerăm β-caseina, insulina, IRF-1, 
cotransportorul acizilor biliari, ciclina D1. STAT5 activează transcripţia unor gene 
prin cooperarea cu alţi factori de transcripţie sau coactivatori. Spre exemplu STAT5 
poate coopera cu receptorul pentru glucocorticoizi, cu C/EBPβ [290], cu SP1 [291] 
pentru activarea transcripţiei unor gene. Este posibil ca reglarea expresiei SOD3 să 
se desfăşoare prin legarea  oricărora dintre cei trei factori după cum este prezentat 
în fig.68. 
Caseta GC identificată la nivelul secvenţei umane între poziţiile nucleotidice -282 şi 
-275 este conformă cu secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură (5`- 
GGGNGGG-3`, [269]). Această secvenţă este succedată de un alt situs 
corespunzător casetei GC dar care diferă printr-o nucleotidă de secvenţa de 
recunoaştere. De regulă, în secvenţele promotorilor se află situsuri multiple pentru 
caseta GC care acţionează concertat pentru activarea acestor gene prin legarea Sp-
1 (stimulatory factor-1) care face parte tot din familia Kruppel-like. Se pare că în 
acest caz, pentru al doilea situs de tip casetă GC există o competiţie între factorii din 
familia Kruppel-like în legarea acestui situs deoarece el se suprapune peste două 
situsuri corespunzătoare GKLF (factorul intestinal Kruppel-like) şi KKLF (factorul 
renal Kruppel-like) care sunt numai parţiale cu secvenţele de recunoaştere  (5`- 
RRGGYGY-3`, [280] şi respectiv  5`- GGGGNGGNG-3`[291]). Aceştia doi 
funcţionează de regulă ca represori ai transcripţiei genelor ţintă. 
Situsul Ets-1 corespunde secvenţei de recunoaştere (5`-SMGGWGY-3`, [281]) dar 
diferă de secvenţa descrisă în 2007 de Dwyer [293] la nivelul unei baze. Această 
proteină din familia ETS cuprinde o gamă variată de proteine printre care Ets-1a, 
Ets-2, PEA3, Elf-1, Elk-1 şi 2 , GABPα, Spi-B şi Spi-1/PU.1 implicate în reglarea 
expresiei unui număr mare de gene atât celulare cât şi virale [294], fie ca activatori 
fie ca represori ai transcripţiei [281]. Ets-1, sinonim cu p54, este implicată în 
devoltarea celulelor stem, în senescenţa şi moartea celulară. De asemenea s-a 
demonstrat implicarea acestei proteine în tumorigeneză şi angiogeneză. Reglarea 
expresiei proteinei se face prin diferiţi factori angiogenici ca şi de diferiţi factori de 
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stres şi există posibilitatea legării Ets-1 la EC-SOD in vivo pentru reglarea expresiei 
genei EC-SOD. 
Analiza funcţională a promotorului genei SOD3 murine, realizată de Folz şi Zelko 
[281] a arătat că factorii de transcripţie din familia Ets au afinitate mai mică pentru 
situsurile corespunzătoare din secvenţa promoterului SOD3 comparativ cu MZF-1 şi 
Kruppel-like. Membrii familiei Ets (Elf-1 şi factorul GA binding) acţionează ca 
activatori în timp ce GKLF şi MZF-1 sunt represori ai expresiei genei SOD3 murine 
[281], dar depinde de nivelul expresiei acestor factori de transcripţie la nivel celular 
cum va fi modulată expresia EC-SOD.  

 
Fig. 65. Posibilitatea de reglare a EC-SOD prin intermediul factorilor de transcripţie 

din familia Ets şi Kruppel 
 
Au fost identificate de asemenea câteva elemente cu potenţial reglator ale căror  
situsuri sunt conservate la toate cele trei specii,  dar diferă puţin faţă de de 
secvenţele descrise în literatură: SF1, C/EBP, CHOP/CEBPα, CCAAT, MZF, 
GABP/GKLF. 
Situsul SF1 (steroidogenic factor 1) este factor din categoria celor cu motiv 
structural deget de zinc cu rol important în procese implicate în dezvoltarea pe axa 
hipotalamus-hipofiză-gonade, reglează expresia unor gene implicate în 
steroidogeneză şi axa reproductivă . Acest situs a fost identificat la secvenţa umană 
între nucleotidele -1005 şi -1013. Ţinând cont de faptul că, la nivelul secvenţei 
promotorului SOD3 analizat,  s-au identificat mai multe situsuri pentru YY1 (Yin şi 
Yang) şi SOX5 specifice aparatului reproducător, este posibil ca la nivelul acestui 
sistem, expresia SOD3 să fie reglată printr-o cooperare între aceşti trei factori, mai 
ales că s-au identificat alte două situsuri mai slabe pentru YY1: unul care se 
suprapune peste situsul CHOP, iar altul peste situsul SOX5 aflat între -311 şi -307.  
Situsul MZF (factorul mieloidic de tip deget de zinc) identificat la secvenţa umană 
între -260 şi -254 care se manifestă ca un represor a fost identificat şi la celelalte 
două secvenţe. Analiza funcţională a promotorului genei SOD3 murine, realizată de 
Folz şi Zelko [281] a arătat că MZF este funcţional şi acţionează ca represor al SOD3 
murine. La om secvenţa diferă prin două baze faţă de secvenţa descrisă în literatură 
(5`-GAGGGGAA-[282] ) şi este un situs mai slab, dar care poate fi totuşi funcţional 
într-un anumit context celular. 
Situsul GABP/GKLF este un situs dual format dintr-un situs de legare a GABP 
(NRF2) aflat la nivelul secvenţei umane între -147 şi -139 care se suprapune peste 
un situs GKLF aflat între poziţiile -147 şi -140. Acest situs dual se menţine şi la 
celelalte două specii, ceea ce  sugerează o posibilă implicare lor în reglarea expresiei 
EC-SOD, cu atât mai mult cu cât acest situs se află în apropierea altor situsuri ETS 
şi Kruppel-like (KLF).  
Situsul C/EBP care se suprapune peste un situs c-Myb (între -785 şi -777) este 
un situs slab (5`- RTTGCGYAAY-3` [274]), dar la şoarece şi şobolan, situsul este 
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mult mia slab. Deşi potenţialul de legare a acestui situs este slab, totuşi este posibil 
ca aceştia să fie implicaţi în reglarea expresiei SOD3. 
Situsul CHOP/CEBPα  poziţionat la secvenţa umană între -764 şi -754 este specific 
pentru legarea heterodimerilor CHOP/CEBPα . Proteina CHOP (GAAD153) care este 
homologul proteinelor C/EBP (C/EBP zetta) care poate induce oprirea creşterii şi 
apoptoza celulelor ca răspuns la stresul celular sau ca răspuns la lezarea ADN. De 
regulă proteina se leagă ca heterodimer cu diferiţi membrii ai C/EBP şi acţionează ca 
respresor al expresiei genelor. Faptul că la toate cele trei secvenţe analizate, 
secvenţele CHOP se găsesc în vecinătatea secvenţei corespunzătoare casetei CCAAT  
(5`-CCAAT-3` [274]) cresc şansele pentru legarea acestor heterodimeri la secvenţa 
umană, chiar dacă la şoarece şi şobolan probabilitatea de legare este mică deoarece 
situsurile identificate nu sunt decât parţial conforme cu secvenţa de recunoaştere. 
 

 
Fig.66. Posibilitatea de reglare a EC-SOD prin intermediul factorilor de transcripţie 

SP1, STAT5, C/EBP şi c-Myb 
 
Analiza polimorfismelor din baza de date NCBI GeneBank 
Analiza polimorfismelor existente în literatură în baza de date NCBI GeneBank şi 
analiza secvenţelor la cele trei specii a arătat că existenţa polimorfismului 
rs3471066 G/A în poziţia -143 care se află într-o regiune cu potenţial reglator 
ridicat modifică situsurile corespunzătoare anumitor factori de transcripţie. Prezenţa 
alelei rare A induce un situs de legare a heterodimerilor HOX/PBX (frecvent întâlnit 
în cadrul mai multor promotori) care se suprapune peste un nou situs EKLF creat la 
5 baze diferenţă faţă de vechiul GKLF situs deja existent. Existenţa situsului HOX / 
PBX1 ce permite legarea simultană a  factorului  PBX1 (pre-B cell leukemia factor 1) 
şi a proteinei HOX1 care reglează morfogeneza şi diferenţierea celulară sporeşte 
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probabilitatea de legare a ambelor proteine în discuţie şi poate avea un rol în 
reglarea expresiei genei SOD3.  Aceste situsuri nou create s-au format în regiunea 
unde exista un situs pentru GABP care joncţiona cu situsul de legare a GKLF, ambele 
fiind generate de existenţa alelei commune G al polimorfismului în discuţie. 
Distrugerea situsului GABP care are un potenţial rol activator, poate avea influenţe 
asupra expresiei SOD3. În baza de date, la nivelul fragmentul analizat din cadrul 
promotorului SOD3 există şi alte polimorfisme precum : rs17885921 G/A, 
rs17885306 G/A, rs34841282 C/T ce distrug sau creează anumite situsuri de legare 
a FT care au probabilitatea de a fi funcţionale în contextul biologic specific. Alela rară 
A corespunzătoare polimorfismului rs17885921 G/A crează un situs slab de 
recunoaştere şi legare a proteinei p53 care este implicată în controlul ciclului celular. 
Proteina este cunoscută ca un supresor tumoral deoarece activează gene care inhibă 
proliferarea celulară. Proteina are un nivel redus de expresie în celulele normale iar 
în celulele canceroase are un nivel ridicat al expresiei genice. În cancer apar 
numeroase mutaţii la nivelul secvenţei ADN corespunzătoare care duc la 
incapacitatea acesteia de legare la situsurile corespunzătoare spre a-şi exercita rolul 
de supresor tumoral. Existenţa alelei rare A corespunzătoare polimorfismului 
rs17885306 G/A crează un situs pentru legarea unei proteine din categoria 
Forkhead  - FREAC2 – care activează transcripţional gene exprimate la nivelul 
plămânului. Polimorfismul rs34841282 C/T prin existenţa alelei comune C sau 
alelei rare T creează mai multe situsuri caracteristice anumitor factori de 
transcripţie. Alela rară T crează situsuri posibile pentru DBP (proteina de legare a 
albuminei) şi HOX1.3. Prin crearea acestor situsuri  se distrug situsuri pentru COMP1 
şi pentru SOX5. Acest situs COMP1 se suprapune peste unul corespunzător SOX5 
care corespunde întocmai secvenţei de recunoaştere descrisă în literatură. SOX5  
este un factor de transcripţie specific testicular care reglează dezvoltarea 
embrionară, dar se exprimă şi în ficat şi nodulii limfatici. Mai multe situsuri SOX5 au 
fost identifiate la nivelul celor 2000 bp din promotorul EC-SOD ceea ce sugerează 
faptul că SOX5 poate avea rol reglator asupra expresiei EC-SOD în acest tip de 
celule, în timp ce la nivelul muschiului scheletic este posibil ca expresia acesteia să 
fie reglată de COMP1.   
 
Identificarea unor noi mutaţii/polimorfime la nivelul promotorului EC-SOD 
 
Prin screening-ul efectuat la nivelul a 100 de indivizi cu aterom semnificativ  înrolaţi 
în studiul nostru în vederea identificării unor polimorfisme care deja se găsesc în 
baza de date NCBI GeneBank s-a urmărit evidenţierea unor astfel de mutaţii sau 
polimorfisme existe la nivelul unui fragment din promotorul EC-SOD (cuprins între 
nucleotidele -467 şi +16). Rezultatele analizei DHPLC au arătat că nici una din 
aceste polimorfisme nu există la lotul de subiecţi analizaţi, iar dacă cumva acestea 
există frecvenţa acestora este de sub 1%. Prezenţa alelei comune G la nivelul 
situsului polimorfic rs3471066 G/A  menţine un motiv structural conservat la toate 
cele trei specii, situsul dual GKLF/GABP care are astfel o probabilitate mare de a fi 
funcţional. Factorii posibil  implicaţi în reglarea expresiei EC-SOD identificaţi prin 
analiza computaţională sunt prezentaţi în fig. 67.  
 
Analiza insulelor CpG 
 
Analiza insulelor CpG a indicat existenţa a 4 insule CpG la om susceptibile la 
procesul de metilare-demetilare (reprezentate în fig.) dintre care două regiuni se 
suprapun ca şi poziţie peste insulele CpG la şoarece şi şobolan: între -279 bp şi -197 
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bp respectiv între -558 şi -511. Nu se ştie deocamdată nimic despre reglarea EC-
SOD prin acest fel de procese de metilare-demetilare. Identificarea unui situs de 
legare a proteinei HLTF cu potenţial de legare mare în regiunea cuprinsă între 
nucleotidele -1113 şi -1093,  care poate desface structura compactă a cromatinei şi 
existenţa unei insule CpG la secvenţa umană tocmai  în vecinătatea acestei regiuni  
(-1046 la -839) sugerează posibilitatea reglării expresiei SOD3 prin aceste procese 
de metilare-demetilare. 
 

 
Fig.67. Factorii de transcripţie cu probabilitate mai mare de a fi implicaţi  în reglarea 

expresiei EC-SOD
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II.5.2. Investigarea funcţionalităţii unor polimorfisme la 
nivelul secvenţei genice a  C/EBPβ 

 
În cadrul acestui obiectiv s-a urmărit cercetarea următoarelor aspecte funcţionale: 

1. Evidenţierea unor polimorfisme la nivelul a două fragmente ADN din 
secvenţa promotorului genei C/EBPβ  la 294 de subiecţi randomizaţi în două 
loturi: subiecţi cu aterom semnificativ (obstrucţie arterială >50%) şi lot 
control (obstrucţie arterială < 50%) 

2. Analiza statistică a asocierilor dintre frecvenţele alelice ale polimorfismelor 
identificate cu existenţa aterosclerozei şi a altor factori de risc 
cardiovascular. 

3. Analiza computaţională a unui fragment de 3500 bp din secvenţa ADN a 
promotorului C/EBPβ  în vederea identificării unor factori de transcripţie cu 
mare probabilitate de a fi funcţionali şi în vederea stabilirii modului în care 
variantele alelice ale secvenţei ADN din promotorul C/EBPβ   pot influenţa 
legarea factorilor de trasncripţie la situsurile corespunzătoare din promotor. 

4. Modificarea artificială a secvenţei ADN în scopul restabilirii secvenţei 
sălbatice (wild-type) 

 
II.5.2.1.MATERIALE ŞI METODE 

 
II.5.2.1.1. Extracţia şi cuantificarea ADN-ului genomic 
Materialul biologic folosit este sângele venos recoltat de la cei 294 de subiecţi 
prezentaţi la II.5.1.1.1. Recoltarea s-a făcut după o perioadă de post de 10 ore pe 
EDTA. ADN-ul genomic a fost extras folosind kit-ul QIAmp DNA Blood Mini kit from 
QIAgen al cărui principiu este descris la capitolu II.6.1.3. Pentru cuantificarea ADN 
s-a folosit nandropul pentru volume mici de ADN şi metoda comparării cu markeri 
ADN de tipul Hiperladder (Bioline) după metodele descrise la capitolul II.5.1.3 
 
II.5.2.1.2.Amplificarea PCR  
Amplificarea PCR s-a realizat folosind două perechi de oligonucleotide selectate cu 
programul Primer3:  
Pentru fragmentul cu prins între -3689 şi -3296 s-au utilizat oligonucleotidele F: 5`- 
GGG AGG AGG AAT TGT GAAAA-3`  şi R: 5`- GTA CGT GAG TGG CTG TGT GG-3`, 
iar pentru fragmentul cuprins între -540 şi -292 s-au folosit oligonucleotidele: F: 5`- 
GGG AGG AGG AGG TGG GAG TTT AC-3`  şi R: 5`- CTG GAG GCT GTC CTG GAA-3` 
Condiţiile optime utilizate pentru amplificarea celor două fragmente de interes sunt 
prezentate în tabelul de mai jos : 
 

Tabel 46. Condiţiile optime de desfăşurare a amplificării PCR a fragmentelor din 
promotorul C/EBPβ 

Regiunea Mărimea 
produsului 
PCR (bp) 

Temperatu
ra de 
annealing 
(°C) 

[MgCl]
(mM) 

DMSO 
(5%) 

Betaină 
(1 M) 

Promoter-1 
(-3689...-3296) 

395 bp 59     1,5      +      + 

Promoter- 2 
(-540….-292) 

248 bp 59     1,5      +       + 
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Programul ales pentru amplificare a fost identic pentru ambele fragmente şi anume: 
denaturare iniţială la 94°C timp de 4min, 30 sec., urmată de 40 de cicluri de 
amplificare ce cuprind fiecare 30 sec. de denaturare la 94°C , 1 min. de aliniere 
primeri la 59°C şi 30 sec. de extensie la 72°C. Extensia finală a avut loc timp de 5 
min. la 72°C, după care temperatura produşilor de amplificare a fost adusă şi 
menţinută la 25°C timp de 5 sec. 
Reacţia PCR a fost urmată de o separare electroforetică în gel de agaroză 1% a 
fragmentelor obţinute în urma reacţiei PCR şi vizualizarea produşilor prin iluminare 
UV în condiţiile descrise  anterior (vezi fig.68) 
 

Fig 68. Vizualizarea fragmentelor ADN obţinute în urma amplificării PCR 
 
II.5.2.1.3. Investigarea fragmentului din promotorul C/EBPβ  utilizând 
metoda  detecţiei polimorfismelor Transgenomic WAVE™ DNA Fragment 
Analysis bazată pe principiul cromatografiei de lichid de înaltă performanţă 
cu denaturare sau DHPLC 
 
Principiul metodei este descris la capitolul II.5.1.1.5. Urmărindu-se etapele descrise 
în prezentarea modului de lucru,  condiţiile alese pentru programul de gradient au 
fost: 

 
Tabel 47. Condiţiile utilizate pentru screeningul fragmentelor analizate folosind 

metoda Transgenomic Wave System 

Regiunea Gradientul la care are loc 
screening-ul (% A/B) 

Temperatura  
(°C) 

Pr-1 C/EBPB 47-55 
53-61 

68 
64 

Pr-2 CEBPB 53-61 62 
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II.5.2.1.4. Secvenţializarea ADN  
Determinarea secvenţei nucleotidice a fragmentelor ADN s-a realizat în scopul 
certificării existenţei polimorfismelor identificate folosind metoda Trangenomic 
WAVE™ DNA Fragment Analysis. Metoda de secvenţializare, utilizând o maşină ABI 
Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) şi un kit v3.0 ABI PRISM BigDye™ 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit s-a realizat utilizând protocolul de 
la capitolul II.5.1.1.7 şi primerii prezentaţi la capitolul II.5.2.1.2. diluaţi conform 
protocolului II.5.1.1.4.  
 
II.5.2.1.5. Analiza statistică a rezultatelor  
Analiza statistică s-a făcut folosind programul statistic SPSS (Statistics Package for 
the Social Sciences) versiunea V12.0 (SPSS Inc) pentru a identifica asociaţiile dintre 
polimorfismele evidenţiate şi existenţa plăcii de aterom sau corelaţia cu anumiţi 
factori de risc cardiovasculari folosind metodele de analiză descrise la capitolul 
II.5.1.1.9.  
  
II.5.2.1.6. Analiza computaţională a C/EBPβ     
Pentru analiza computaţională a 3500 bp din promotorul C/EBPβ  au fost utilizate 
aceleaşi programe şi aceleaşi etape pentru identificarea factorilor de transcripţie ca 
şi pentru EC-SOD.  
 
II.5.2.1.7. Mutageneza dirijată  
Designul de oligonucleotide 
Designul de oligonucleotide a urmărit obţinerea schimbării de baze -3429 T→C. 
Designul primerilor s-a realizat în acord cu indicaţiile din ghidul Stratagene 
(http://labtools.stratagene.com/QC).:  

 primerii mutagenici sunt realizaţi individual pentru fiecare mutaţie şi conţin în 
secvenţa lor baza dorită în insert 

 fiecare secvenţă oligonucleotidică a primerilor cuprinde între 25 şi 45 de baze 
şi are un punct de topire (Tm - melting point) mai mare de 78°C 

 primerii au un conţinut de până la 40% GC şi se termină în una sau mai multe 
baze de tip C sau G 

 oligonucleotidele sunt concepute cu baza mutată în mijloc, având de o parte şi 
de alta 10-15 nucleotide care corespund exact secvenţei din insert 

 primerii au fost 5`fosforilaţi (Invitrogen) pentru o maximă eficienţă a 
procesului de mutageneză. 

Temperatura de topire a primerilor s-a calculat cu formula Tm = 81.5 + 0.41 
(%GC) – 675/N unde N este numărul de baze din secvenţa primerului, iar %GC 
reprezintă procentul de grupări CG din secvenţa acestuia. 
Primerii utilizaţi în reacţiile de mutageneză dirijată pentru obţinerea construcţilor 
plasmidici ce conţin haplotipurile dorite, precum şi câteva detalii referitoare la 
aceştia sunt trecute în tabelul 48. Primerii selectaţi au fost verificaţi pentru 
verificarea secvenţelor omoloage cu insertul ce cuprinde fragmentul de promoter al 
C/EBPβ sau cu pGL3-bazic vector folosind programul BLAST2Sequences 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html).  
 
Condiţiile de desfăşurare ale reacţiei PCR 
Datorită faptului că procentul de GC este ridicat s-a folosit în mixul de reacţie o 
concentraţie variabilă de DMSO între 2-8%DMSO la un volum final de amestec de 
reacţie de 25 sau 50  μl precum şi betaină 1M. 
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Tabel 48. Secvenţele oligonucleotidice necesare pentru reacţia  de mutageneză 
dirijată  C şi G reprezintă nucleotida dorită la nivelul situsului polimorfic pe catena 

sens şi cea complementară 
 
Mutaţia                  Oligonucleotide (5’ → 3’) Tm 

(°C) 
GC 
(%) 

-3429 
T/C 

F GCT ATG GGG TCA AAT TGA ACA CAT CTG TGG TCT CGA 
TTT GGC 
R GCC AAA TCG AGA CCA CAG ATG TGT TCA ATT TGA CCC 
CAT AGC 

 85 63 

 
Toate reacţiile efectuate s-au desfăşurat simultan în volume finale de reacţie de  25 
şi 50  μl; cantitatea de enzimă a fost variată de asemenea de la 1U Pfu Turbo DNA 
polymerase la 6U pentru a găsi o cantitate optimă pentru reacţia de mutageneză. 
Amestecurile de reacţie au avut un conţinut între 125 ng-150 ng de oligonucleotide 
primeri, 1x tampon de reacţie, concentraţii variabile 50 ng - 560 ng de ADN 
plasmidial (construct -3641 C/EBPpGL3-bazic) şi 0,5 sau 1 μl amestec dNTP în 
funcţie de volumul final al amestecului. Compoziţia amestecului de reacţie pentru 
SDM este prezentată în tabelul 49.  
 

Tabel 49. Compoziţia amestecului PCR pentru mutageneza dirijată 

Reactivi Volumele de 
reactivi în 
reacţia control 
(μl) 

Volumele de 
reactivi în 
Proba 1(μl) 

Concentraţia 
în amestecul final 

Tampon PCR 10x 5 5 1x 

ADN plasmidial 2 1 137ng  (2,74 ng/μl) 

Primer 5` 1,25 1,25 2,5ng/μl 

Primer 3` 1,25 1,25 2,5ng/μl 

amestec  dNTP 1 1 250μM 

Apă bidistilată 
sterilă 

39,5 33,5 - 

Betaină - 6,25 0,5M 

DMSO - 1,25 2,5% 

Pfu 1 1 3u  (0,06u/μl) 

 
Programul optim de PCR care a fost folosit este prezentat în tabelul: 
 

Tabel 50.  Programul reacţiei PCR pentru mutageneza dirijată 

Etapa Temperatura Timp Numărul de 
cicluri PCR 

Denaturare iniţială 98ºC 1min 1 

Denaturare 98ºC 30 sec 

Aliniere primeri 55ºC 1 min 

Extensie 68ºC 9 min 

30 

Răcire 4 ºC 2 min 1 
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Digestia cu DpnI şi transformarea celulelor competente DH5α 
DpnI (Strategene) este o enzimă de restricţie specifică pentru  un ADN metilat şi 
semimetilat şi va digera numai ADN-ul dublu catenar parental care nu conţine 
mutaţia de interes, în acest fel rămânând intact ADN-ul nou sintetizat prin reacţia de 
mutageneză. 
Reacţia enzimatică s-a desfăşurat în prezenţa a 0,5 μl Dpn I (10 U) pentru un volum 
final de amestec PCR de 25 μl. După o centrifugare scurtă (1min) la viteză maximă 
(13 000 rpm), amestecul reacţiei enzimatice s-a incubat timp de 1,5 ore la 
temperatura de 37 ºC. 
Celulele competente DH5α au fost menţinute în gheaţă în vederea transformării. 
Pentru fiecare reacţie de mutageneză, 50 μl de celule competente DH5α au fost 
adăugate în tuburi Falcon răcite în prealabil în gheaţă şi au fost menţinute în 
continuare în  gheaţă trimp de 10 min. La suspensia de celule s-a adăugat în fiecare 
tub Falcon 10 μl de amestec rezultat în urma reacţiei enzimatice cu DpnI.  Pentru a 
verifica eficienţa transformării celulelor competente s-a utilizat 1 μl (0,01 ng/ μl) 
control plasmidic pUC18 adăugat la 50 μl suspensie de celule competente. 
Amestecul de transformare a fost incubat 30 min în gheaţă după care a fost supus 
unui şoc termic timp de 20 sec. la 42 ºC urmat de incubare în gheaţă pentru 2 min. 
La amestecul de transformare din fiecare tub Falcon s-a adăugat 450 μl de mediu 
LB. Amestecul rezultat a fost supus incubării la 37 ºC timp de 1h1/2 şi agitării la 225 
rpm în incubatorul cu agitare pentru culturi celulare. După incubare, 200 μl din 
fiecare suspensie de celule a fost distribuită pe o placă Petri preîncălzită (37 ºC) cu 
agar care conţine ampicilină 0,2 mg/ml, excepţie făcând controlul pUC18 din care 
100 μl a fost inoculat în mediul de agar cu ampicilină. Plăcile Petri astefel pregătite 
au fost incubate o noapte la temperatura de 37ºC.  
 
Selectarea coloniilor 
Au fost selectate câteva colonii şi fiecare clonă obţinută a fost inoculată în 20 μl 
mediu LB şi 20 μl apă bidistilată sterilă. Amestecurile au fost inoculate în câte 10 ml 
mediu LB suplimentat cu 0,2 mg/ml ampicilină şi incubate la 37 ºC cu agitare 
continuă (225 rpm) în incubatorul cu agitare pentru culturi celulare. Cultura obţinută 
a fost folosită a doua zi pentru purificarea ADN-ului plasmidial cu metoda miniprep. 
 
Purificarea ADN-ului plasmidial prin metoda Miniprep 
ADN-ul plasmidial a fost purificat folosind kitul QIAprep®Spin DNA purification 
system de la Qiagen care se bazează pe liza alcalină a celulelor urmată de separarea 
ADN-ului prin adsorbţia sa pe o membrană de silicagel. 
Procedeul cuprinde mai multe etape care urmează după incubarea peste noapte a 
coloniei  în mediul LB. Cultura bacteriană s-a centrifugat la 4000 rpm timp de 20 
minute la temperatura camerei şi s-a îndepărtat supernatantul. La precipitatul 
obţinut s-a adăugat 250 μl soluţie tampon de resuspendare P1 din kit. Amestecul 
obţinut în urma resuspendării a fost transferat prin pipetare într-un tub de 
centrifugă de 1,5 ml şi  s-a adăugat 250 μl soluţie de liză P2. Amestecul 
componentelor în tub s-a produs prin câteva inversiuni uşoare ale tubului de 4-6 ori  
aşa încât reacţia să nu dureze mai mult de 5 min. Peste amestecul obţinut în urma 
reacţiei de liză s-au aăugat 350 μl de tampon de neutralizare N3 şi s-a amestecat 
prin inversiunea tubului de câteva ori, după care s-a centrifugat la viteză maximă 
(13000 rpm) timp de 10 minute. S-a separat supernatantul şi va fi transferat prin 
decantare într-o coloniţă de separare QIAprep® aşezată deasupra unui tub de 
colectare de 2 ml. Pentru fixarea ADN-ului de membrana coloniţei s-a centrifugat 
pentru 30 secunde. la viteza maximă. S-a aruncat filtratul din tubul de colectare şi 
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s-a spălat membrana coloniţei succesiv cu 500 μl  tampon de spălare PB urmată de 
750 μl  de soluţie tampon de spălare PE după care se centrifughează la viteza 
maximă timp de 1 min. pentru a îndepărta soluţia de spălare şi impurităţile 
colectate. De fiecare dată se schimbă tubul de colectare. După ultima centrifugare 
se înlocuieşte tubul de colectare şi se mai centrifughează coloniţa pentru 30 sec. la 
viteza maximă pentru indepartarea urmelor de soluţie de spălare , după care se 
transferă coloniţa într-un tub de centrifugă de 1.5 ml şi se eluează ADN-ul fixat pe 
coloană cu o soluţie 30-50  μl  de tampon de eluţie EB care se dispune cu grijă în 
centrul coloanei. După un minut de incubare la temperatura camerei se vortexează 
foarte uşor şi se măsoară concentraţia ADN-ului fie prin măsurare cu nanodropul, fie 
utilizând compararea cu Hyperladder I (anexa 5.1.) în urma migrării diferenţiate în 
cursul electroforezei în gel de agaroză 1% la 100 V. 
 
II.5.2.1.8. Verificarea existenţei insertului la probele de ADN plasmidial 
purificate cu Miniprep 
Verificarea existenenţei insertului în ADN-ul plasmidial purificat prin metoda 
miniprep se face prin amplificare PCR a unui anumit fragment cuprins în regiunea 
promotor C/EBPβ folosind o pereche de primeri al căror situs de recunoaştere se află 
în fragmentul inserat. 
 
Secvenţializarea anumitor fragmente din ADN-ul plasmidial al construcţilor 
în vederea validării succesului reacţiei de mutageneză dirijată 
Secvenţializarea s-a realizat folosind o maşină ABI Prism 310 Genetic Analyser 
(Applied Biosystems) şi un kit v3.0 ABI PRISM BigDye™ Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit după principiul descris anterior la capitolul II.1.1.7. 
Oligonucleotidele (II.5.2.1.2) au fost concepute aşa încât în urma reacţiei de 
secvenţializării ciclice să se amplifice fragmente din insertul constructului plasmidial 
acoperind regiunea notată pr-1 şi pr-2 a promoterului genei C/EBPβ. Componentele 
amestecului pentru reacţia de secvenţializare sunt: 2 μl  v3.0 ABI PRISM BigDye™ 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Mix (Applied Biosystems), 400-800 ng 
ADN plasmidial, 1 μl primer forward sau reverse (sens or antisens), 4 μl 5xtampon 
de secvenţializare, DMSO 5% şi betaină 1M în amestecul final, completându-se cu 
apă bidistilată (puritate moleculară) până la 20 μl . Programul termocycler-ului 
(Gene Amp PCR 2400 -Applied Biosystems) cuprinde 25 de cicluri , fiecare ciclu 
presupunând încălzire la 98°C pentru 10 sec., 55 °C pentru 55 sec., 60 °C pentru 4 
min şi la sfârşit răcire la 4°C. 
 
Verificarea existenţei insertului şi a orientării corecte a acestuia 
Probele care conţin plasmidul corespunzător haplotipului 2 la care reacţia de SDM a 
avut loc cu succes s-au folosit pentru transformarea celulelor competente DH5α. 
Transformarea celulelor competente a avut loc după protocolul descris mai sus, 
folosindu-se volume de ADN plasmidial care cuprind aproximativ 100 ng ADN. S-au 
prelevat 7 colonii din fiecare placă Petri la care transformarea a reuşit şi fiecare 
colonie a fost resuspendată în 20 μl apă bidistilată sterilă. 2 μl din soluţia de ADN 
astfel obţinută a fost folosită în continuare pentru o reacţie PCR în urma căreia se va 
obţine un fragment de 250 bp din insert. Primerii utilizaţi sunt notaţi Pr-2:  
 
  F: 5`- GGG AGG AGG AGG TGG GAG TTT AC-3`   
  R: 5`- CTG GAG GCT GTC CTG GAA-3` 
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Condiţiile reacţiei PCR sunt prezentate în tabelul de mai jos: 
 

Tabel 51. Compoziţia amestecului PCR pentru verficarea insertului corect 

Reactivul Volumul de 
reactiv 

Concentraţia 
componentului în 
soluţia finală 

H20 Bidistilată 17,98 µl  

soluţia tampon a polimerazei 
(10x Red buffer) 

2.5 µl 1x 

clorură de magneziu 2µl 2mM 

amestec dNTP 0,4 µl 200µM 

forward primer 0,5 µl 25pM 

reverse primer 0,5 µl 25 pM 

Thermoprime Plus DNA 
polymerase 

0,12 µl 0,6 u 

 
Programul optim de PCR ales pentru desfăşurarea reacţiei a fost descris în tabelul 
52. După verificarea existenţei insertului s-a verificat dacă acesta este într-o poziţie 
corectă prin reacţii de restricţie enzimatică cu 2 enzime BamHI şi EcoRI. Enzimele 
au fost alese folosind programul Nebcutter, în urma screening-ului efectuat în 
secvenţa vectorului pGL3-bazic şi a insertului de 3.7 Kb compus din fragmentul din 
vectorul TOPOpCRII şi fragmentului de 3641 bp din promoterul C/EBPβ iar condiţiile 
sunt descrise în tabelul 53:  
 

Tabel 52. Programul PCR pentru verificarea insertului corect 

Mărimea fragmentului 
amplificat 

Etapa Tempe-
ratura 

Timp Numărul 
de cicluri 
PCR 

Denaturare iniţială 94ºC 4min, 30 sec. 1 

Denaturare 94ºC 30 sec 

Aliniere primeri 59ºC 30 min 

Extensie 72ºC 30 sec 

30 

Extensie finală 72ºC 5 min 1 

245 bp 

Mentinere la 25ºC 25ºC 5 sec 1 

 
Tabel 53. Condiţiile reacţiilor de restricţie enzimatică efectuate pentru verificarea 

insertului 

Mărimea 
fragmentului 
ADN supus 
restricţiei 
enzimatice 

Enzima 
de 
restric-
ţie 

Secvenţa de 
recunoaştere 
(5’ – 3’) 

Unităţi 
de 
enzimă 
per 
reacţie 

NEBuffer
(1 x) 

Temperatura 
(°C) 

BSA 
(0.1 
x) 

AND 
plasmidial 
7,8 kb 

BamHI G∨GATCC 20 u BamHI 
tampon 

37 + 

AND 
plasmidial 
7,8 kb 

EcoRI G∨AATTC 20u NEB 
tampon 
2 

37 - 
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Odată verificată existenţa insertului într-o orientare corectă s-a preparat o soluţie 
glicerol stoc a plasmidului obţinut şi de asemenea s-au realizat maxiculturi pentru a 
obţine ADN plasmidial cu metoda Maxiprep prezentate la secţiunea  
 
Extracţia ADN-ului plasmidial folosind kitul Endo-free plasmid Maxiprep kit 
(Qiagen) 
Clonele selectate au fost resuspendate în 5 ml mediu LB conţinând ampicilină în 
concentraţie de 0,2 mg/ml şi incubate 16 h la 37 °C într-un incubator cu agitare 
continuă. 100 μl din fiecare cultură celulară a fost adăugată la 100 ml de mediu LB 
conţinând ampicilină în concentraţie de 0,2 mg/ml şi cultivate sub agitare încă 16 
ore la 37° C. 
Fiecare cultură s-a împărţit în  tuburi 2x50 ml şi apoi s-au centrifugat la 4400 x g , 
timp de 25 min la 4°C (Zentrifugen). Supernatantul a fost îndepărtat din fiecare tub, 
iar precipitatul a fost resuspendat în 10 ml tampon P1 (compoziţia tampoanelor în 
apendix 10) urmat de 10 ml soluţie tampon P2 . După amestecare prin inversiunea 
tubului, amestecul de reacţie s-a incubat la 21°C timp de 5 min. La amestecul de 
mai sus s-au adăugat 10 ml soluţie tampon P3 rece, iar lizatul astfel obţinut s-a 
introdus într-un cartuş de filtrare QIA filter cartridge , fiind incubat timp de 10 min 
la 21°C. Lizatul a fost filtrat într-un tub de 50 ml după care  s-au adăugat 2.5 ml 
soluţie ER. Amestecul obţinut în urma amestecării prin inversiune a tubului a fost 
incubat în gheaţă timp de 30 min. În paralel, se echilibrează o coloană QIAGEN - tip 
500 prin adăugarea a 10 ml soluţie tampon QBT care va fi lăsat să treacă prin 
coloană la presiunea atmosferică. După echilibrarea coloanei, lizatul a fost lăsat să 
treacă prin coloană prin curgere liberă, după care conoana a fost spălată de două ori 
cu câte 30 ml tampon de spălare QC pentru îndepărtarea impurităţilor. ADN-ul 
plasmidial a fost eluat în 15 ml tampon de eluţie QN (anexa 5.8). ADN-ul plasmidial 
a fost precipitat cu 10,5 ml (0,7 vol) de izopropanol 100% la temperatura camerei 
urmat de centrifugare la 4450 g timp de 65 min la 4°C. Supernatantul a fost 
îndepărtat cu grijă din fiecare tub, iar precipitatul a fost lăsat cu capacul deschis 
pentru uscare după care s-a resuspendat în 500 μl soluţie tampon 1xTE (apendix 
nr.5).  
 

II.5.2.2.REZULTATE ŞI DISCUŢII 
 
Evidenţierea unor polimorfisme la nivelul secvenţei ADN a promotorului 
C/EBPβ 
 
Investigarea fragmentului pr-1 C/EBPβ 
În regiunea promotorului C/EBPβ notată pr-1, un fragment de 395 bp a fost supus 
analizei utilizând temperatura de 62°C şi un gradient de 53-61% tampon B. 
Screeningul efectuat în aceste condiţii pe cele 294 de probe a arătat existenţa a trei 
profile distincte aşa cum este prezentat în fig. 62 unde picurile de culoare galbenă şi  
verde indică două homoduplexuri diferite (corespunzătoare homozigoţilor wild type, 
respectiv mutant) iar fiecare dintre liniile purpurie şi albastră reprezintă profilul 
cromatografic al câte unui heteroduplex  ce cuprinde trei picuri. 
Investigarea fragmentului pr-2 C/EBPβ 
În regiunea pr-2 a promoterului genei C/EBPβ screeningul s-a efectuat în două 
condiţii experimentale diferite (vezi tabelul 47). Utilizând un gradient de  53-61%  
tampon B la temperatura de  64oC s-au obţinut profile identice pentru probele 
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analizate nereuşindu-se diferenţierea heteroduplexurilor de homoduplexuri. S-a 
utilizat apoi celălalt gradient de 47-55% tampon B şi o temperatură de 68oC ,  

 
Fig. 69.  A. Un exemplu de cromatogramă rezultată în urma analizei  WAVETM DNA 

analysis care prezintă un homozigot wild type (C/C) şi unul mutant (T/T) –picurile 
verde şi galben- şi doi heterizigoţi C/T –picurile purpuriu şi albastru; B-D 

Electroforegramele rezultate în urma secvenţializării prezentând polimorfismul -3429 
C/T cu locusul polimorfic indicat prin săgeţi 

 
trei profile distincte ce corespund homoduplexurilor corespunzătoare homozigoţilor 
wild type respectiv mutant şi  heteroduplexurilor corespunzătoare heterozigoţilor. 
Analizându-se prin secvenţializare probele ce au prezentat pattern-uri diferite la 
analiza DHPLC, s-au identificat două polimorfisme adiacente în poziţiile -411/-412 
din regiunea promotor a C/EBPβ . Deoarece au fost identificaţi numai homozigoţi 
wild type -411 CC; -412 GG, heterozigoţi -411/-412CG/TT şi homozigoţi polimorfici -
411, -412 TT , neidentificându-se hetrozigoţi de tip -411/-412 CT/CG , -411/-412 
TG/CG -411/-412 CG/TG sau -411/-412 CG/CT, în continuare vom vorbi despre 
polimorfismul -411/-412 CG/TT. 
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Fig. 70. A. Un exemplu de cromatogramă (D) rezultată în urma analizei  WAVETM DNA 

analysis care prezintă un homozigot wild type (CG/CG) şi unul mutant (TT/TT) –
picurile purpuriu şi albastru - şi doi heterizigoţi CG/TT –picurile verde şi galben; A-C 

Electroforegramele rezultate în urma secvenţializării prezentând polimorfismul -
411/-412 CG/TT cu locusurile polimorfice indicate prin săgeţi 

 
Rezultatele analizei au arătat existenţa homozigoţilor -411/-412  CG/CG  într-un 
procent de  29,5% la populaţia analizată , hetrozigoţilor - 411/-412 CG/TT într-un 
procent de 49,6%, iar existenţa homozigoţilor -411/-412 TTTT a fost demonstrată la 
20,9% din lotul analizat. Frecvenţa polimorfismului -3429 C/T este mai mică în 
comparaţie cu frecvenţa polimorfismului - 411/-412 CG/TT (tabel 54) 
 

Tabel 54. Frecvenţele genotipurilor identificate la nivelul promotorului C/EBPβ 

Poziţia /regiunea  Frecvenţele genotipurilor identificate 

-3429 pr-1 CC: 32,5% CT: 48,1% TT: 19,4% 

-412  pr-2 GG : 29,5% GT : 49,6% TT : 20,9% 

-411 pr-2 CC : 29,5% CT : 49,6% TT : 20,9% 

 
La fel ca şi pentru polimorfismele EC-SOD, s-a realizat mai întâi analiza asociaţiei 
fiecăruia dintre cele trei polimorfisme C/EBPβ analizate cu existenţa plăcii de aterom 
prin compararea distribuţiei genotipurilor identificate la subiecţii cu şi fără aterom, 
apoi toţi cei 294 de subiecţi au fost împărţiţi în grupuri în funcţie de existenţa sau 
absenţa factorilor de risc cardiovasculari urmărindu-se identificarea de asociaţii ale 
acestor polimorfisme C/EBPβ cu factorii de risc cardiovascular. Au fost de asemenea 
investigate corelaţiile între genotipurile identificate şi factorii de risc cardiovascular 
separat pentru femei şi bărbaţi.  
Nu s-a identificat o asociere semnificativă din punct de vedere statistic a 
polimorfismelor -3429 C/T sau -411/412 GC/TT  identificate la nivelul promoterului 
genei C/EBPβ  cu existenţa sau absenţa plăcii de aterom semnificativ la nivelul 
arterelor la subiecţii analizaţi, frecvenţele alelice precum şi valoarea lui p statistic 
determinată în urma testului Chi-pătrat fiind prezentate în tabelele de mai jos: 
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Tabel 55. Compararea frecvenţelor genotipurilor identificate în regiunea promotor a 

genei C/EBPβ între subiecţi şi controli 

Poziţia 
/regiunea 

Grupuri analizate Frecvenţele genotipurilor 
identificate 

p 

-3429 pr-2 Subiecţi cu aterom 
semnificativ 
Subiecţi fără aterom 
semnificativ 

CC: 
32,0% 
CC: 
33,0% 

CT: 
47,0% 
CT: 
49,4% 

TT:21,0% 
 
TT:17,6% 

p=0,531 

 
-411/412 pr-
1 

Subiecţi cu aterom 
semnificativ 
Subiecţi fără aterom 
semnificativ 

CG/CG 
30,5% 
28,9% 

CG/TT 
50,7% 
48,3% 

TT/TT 
18,8% 
22,8% 

p=0,485 

 
Tabel 56. Compararea frecvenţelor genotipurilor polimorfismului  -3429C/T C/EBPβ 

între diverse grupuri 

Genotip-3429C/T C/EBPβ (nr cazuri  
[frecvenţa %] ) 

Nr. 
crt. 

Grupuri analizate 

CC CT TT 

Valoarea 
lui p 

45[32,6] 68[49,3] 25[18,1] 1 Femei 
Bărbaţi 46[31,1] 71[48] 31[20,9] 

p=0,831 

37[30,3] 63[51,6] 22[18] 2 Cu leziuni corornariene 
Fără leziuni coronariene 54[32,9] 76 [46,3] 34 [20,7] 

p=0,667 

3[14,3] 12[38,7] 6 [28,6] 3 Cu leziuni carotidiene 
Fără leziuni carotidiene 88[33,2] 127[47,9] 50[18,9] 

p=0,177 

14[45,2] 12[38,7] 5[16,1] 4 Cu leziuni la nivelul vaselor 
periferice 
Fără leziuni la nivelul 
vaselor periferice 77[30,2] 127[49,8] 51[20] 

p=0,240 

20[38,5] 24[46,2] 8[15,4] 5 Diabetici 
Non diabetici 71[30,3] 115[49,1] 48[20,5] 

p=0,782 

59[33,3] 84[47,5] 34[19,2] 6 Hipertensivi 
Normotensivi 32[29,4] 55[50,5] 22[20,2] 

p=0,465 

45[34,9] 63[48,8] 21[16,3] 7 Cu dislipidemie 
Fără dislipidemie 46[29,3] 76[78,4] 35[22,3] 

p=0,367 

52[35,1] 75[50,7] 21[14,2] 8 Obezi 
Non obezi 42[29,8] 64[45,4] 35[24,8] 

p=0,070 

37[33,9] 53[48,6] 19[17,4] 9 Cu accidente 
heredocolaterale 
Fără accidente 
heredocolaterale 

54[30,5] 86[48,6] 37[20,9] 

p=0,717 

38[28,8] 66[50] 28[21,2] 10 Fumători 
Nefumători 53[34,4] 73[47,4] 28[18,2] 

p=0,566 

 
Analizându-se asocierile cu factorii de risc cardiovascular la întregul lot de s-a 
remarcat pentru toate polimorfismele C/EBPβ  studiate o tendinţă de corelare cu 
obezitatea, în sensul că este posibil ca prezenţa alelelor wild type:  C în poziţia   – 
3429, precum şi a alelelor G şi C în poziţiile, - 412, -411 să fie corelată cu 
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susceptibilitatea la obezitate , în timp ce prezenţa alelelor T mutante în aceste poziţii 
să confere indivizilor un rol protectiv în ceea ce priveşte susceptibilitatea  la 
obezitate. S-a analizat, de asemenea, la întreg lotul de 294 de indivizi posibilibitatea 
existenţei unor corelaţii ale acestor polimorfisme cu ceilalţi factori de risc 
cardiovascular (tabel 57). 
 
Tabel 57. Compararea frecvenţelor genotipurilor polimorfismului  -411/-412 CG/TT 

C/EBPβ între diverse grupuri 

Genotip -411/-412 CG/TT C/EBPβ (nr 
cazuri  [frecvenţa %]) 

Nr. 
crt. 

Grupuri analizate 

GG GT TT 

Valoarea 
lui p 

40 [28,2] 71 [50] 31 [21,8] p=0,870 1 Femei 
Bărbaţi 46 [30,7] 74 [49,3] 30 [20]  

35 [28,2] 66 [53,2] 23 [18,5] p=0,541 2 Cu leziuni corornariene 
Fără leziuni 
coronariene 

51 [30,4] 79 [47] 38 [22,6]  

5 [23,8] 13 [61,9] 3 [14,3] p=0,496 3 Cu leziuni carotidiene 
Fără leziuni carotidiene 81 [29,9] 132 [48,7] 58 [21,4]  

11 [34,4] 12 [37,5] 9 [28,1] p=0,322 4 Cu leziuni la nivelul 
vaselor periferice 
Fără leziuni la nivelul 
vaselor periferice 75 [28,8] 133 [51,2] 52 [20]  

17 [32,7] 25 [48,1] 10  [19,2] p=0,843 5 Diabetici 
Non diabetici 69 [28,8] 120 [50] 51 [21,2]  

57 [31,5] 87 [48,1] 37 [20,4] p=0,618 6 Hipertensivi 
Normotensivi 29 [26,1] 58 [52,3] 24 [21,6]  

37 [28,7] 69 [53,5] 23 [17,8] p=0,414 7 
 

Cu dislipidemie 
Fără dislipidemie 49 [30,1] 76 [46,6] 38 [23,3]  

49 [32,9] 76 [51,0] 24 [16,1] p=0,110 8 Obezi 
Non obezi 38 [26,4] 69 [47,9] 37 [25,7]  

35[31.5] 54[48.6] 22[19.8] p=0,820 9 Cu accidente 
heredocolaterale 
Fără accidente 
heredocolaterale 

51[28.2] 91[50.3] 39[21.5]  

37[27.4] 73[54.1] 25[18.5] p=0,364 10 Fumători 
Nefumători 

49[31.2] 72[45.9] 36[22.9]  

   
 În ceea ce priveşte variabilele continue pentru analiza asociaţiilor dintre cele 
trei polimorfisme şi colesterol sau trigliceride din cauza faptului că variabilele nu au 
fost uniform distribuite s-a utilizat testul neparametric Kruskall-Wallis. Rezultatele 
testului Kruskall-Wallis  au demonstrat o corelaţie semnificativă între existenţa 
polimorfismului  -3429 C/T  şi nivelul de colesterol, în timp ce pentru polimorfismul -
411/-412 GC/TT nu există o corelaţie semnificativă, dar există o tendinţă de 
asociere a acestui polimorfism cu nivelul de colesterol aşa după cum este prezentat 
în tabelul 58. 
Testul Jonckheere-Terpstra aplicat simultan cu testul Kruskall-Wallis indică  faptul că 
nivelul de colesterol este mai mic la subiecţii care prezintă alela T în cele trei poziţii 
precizate anterior, mai mare la subiecţii heterozigoţi şi mai mare la homozigoţii wild 
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type pentru fiecare polimorfism indicat ceea ce sugerează că profilul genetic 
determinat de prezenţa alelelor T ar putea conferi indivizilor o anumită protecţie 
care duce la menţinerea unor nivele mai scăzute de colesterol (vezi tabel 58). 
 

Tabel 58. Rezultatele testelor Kruskall-Wallis şi  Jonckheere-Terpstra pentru 
compararea nivelului de colesterol la indivizii care prezintă genotipurile studiate 

 
Genotip 

Rang (N) Media p Rezultatele 
Testului  
Jonckheere-
Terpstra 

CC 73 120.31 

CT 107 108,6 

Genotip -
3429 

TT 37 88,82 

0,045 J=6053.5 
z= -2,42 
p=0,16 

GC 66 117,49 

GC/TT 111 109,83 

Genotip 
-412/411 

TT 40 92,68 

0,140 J=6290 
z= -1,875 
p=0,61 

 
  
Analiza computaţională a genei C/EPBβ 
 
1. Localizarea cromozomială a C/EPBβ 
 
Gena CEPBβ  este localizată în genomul uman la nivelul cromozomului 20 
(NC_000020.9, catena + ) în regiunea cromozomială 20q13.1 (vezi fig.nr. 84) 
Folosind link-ul (www.ncbi.nlm.nih.gov/ENTREZ/) s-a obţinut secvenţa nucleotidică 
a genei CEPBβ şi a 3700 bp din promoterul parcurgând mai multe etape de căutare: 
• Gena CEPBβ şi 3700 bp din secvenţa nucleotidică a promoterului au fost 

localizate la nivelul clonei  RP11-112L6 cu nr.de acces AL161937.13. 
• Pentru a localiza ARN-ul mesager şi secvenţa promoterului la nivelul genomului, 

s-a folosit programul NCBI BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) utilizând 
secvenţa de referinţă cu număr de acces NM_005194.2. Rezultatul analizei a 
indicat poziţia genei la nivelul genomului la nivelul cromozomului 20, cu 
vecinătăţile cromozomiale  NT_011362.9.  

     
Fig.71. Localizarea cromozomială a genei 

C/EBPβ la nivelul cromozomului 20 uman obţinută din baza de date NCBI Entrez 
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Înregistrarea secvenţei de referinţă NM_005194.2, corespunzătoare ARN mesager al 
genei CEPBβ, aparţine staff-ului NCBI, fiind determinată computaţional după ultima 
completare a genomului uman  şi derivă de la secvenţele cu numerele de acces 
BC021931.1 şi BU753.628.1. 
Folosind programul NCBI BLAST 2Sequences (www.ncbi.nlm.nih. gov/blast/ 
bl2seq/bl2.html) au fost comparate secvenţele nucleotidice ale secvenţei genomice 
cu numărul de acces AL161937.13  şi ale ARN-ului mesager corespunzător 
numărului secvenţei de referinţă NM_005194.2, localizându-se poziţia genei CEPBβ 
şi a 3700 bp din promoterul genei CEPBβ la nivelul clonei respective.  
Analizându-se  cromozomul 20 folosind map view din categoriile NCBI Entrez  
(www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps-
cgi?ORG=hum&MAPS=ideogr,10C&VERBOSE=ON&CHR=20 ) în vecinătăţile 
cromozomiale ale genei s-a observat prezenţa factorului de transcripţie NFAT-2 în 
regiunea cromozomială 20q13.2-13.3 şi a unui transportor ionic Na+/H+ (solute 
carrier member 8).  
 
2. Identificarea situsurilor FT existente în secvenţa ADN corespunzătoare 
promotorului CEPBβ 
 
Pentru identificarea situsurilor de recunoaştere şi legare a factorilor de transcripţie 
s-a folosit şi în acest caz programul MatInspector de la GenomatrixSuite 
(www.genomatix.de) împreună cu site-ul NCBI PubMed 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/ENTREZ/) şi BioBase TRANSFAC 7.0 (http://www.gene-
regulation.com/pub/databases/transfac/cl.html) pentru identificarea secvenţelor 
consens şi a referinţelor bibliografice corespunzătoare fiecărui situs corespunzător 
unui factor de transcripţie. Mai întâi a fost analizată secvenţa wild-type, generându-
se fragmente de 500 bp în scopul efectuării acestei analize în vederea identificării 
situsurilor corespunzătoare FT cu cele mai mari scoruri de similaritate. În al doilea 
rând, s-a reluat analiza secvenţelor ce conţin situsurile polimorfice pentru a 
identifica factorii de transcripţie ale căror situsuri sunt create sau desfiinţate de 
existenţa alelei rare la nivelul situsului polimorfic. La nivelul secvenţei wild-type s-au 
identificat mai multe situsuri corespunzătoare FT care, conform analizei 
MatInspector au o probabilitate mai mare de a fi funcţionale (vezi anexa 7.1). 
La nivelul celor 3500 bp analizate cu MatInspector [256] s-au identificat situsuri 
pentru CREB, SREB, NRSE şi EGR-1 care se cunosc ca fiind parteneri de interacţiune 
ai C/EBPβ. În afară de acestea s-au identificat situsuri de recunoaştere şi legare 
pentru Sp-1, GATA-1, Oct-1, p53, c-Myb, AP-1, AP-2 şi AP-4. S-au identificat de 
asemenea mai multe situsuri de legare a proteinelor din familia C/EBP. De remarcat 
sunt situsurile multiple la nivelul cărora se pot lega mai mulţi factori de transcripţie 
cu probabilitate mai mică sau mai mare (cum sunt cei din categoria Kruppel-like sau 
din categoria proteinelor deget de zinc ZIC2, ZNF219, ZBP89). Regiunea de 3500 bp 
din secvenţa promotorului C/EBPβ uman a fost cu programul MatInspector iar 
situsurile create sau distruse de existenţa polimorfismului în poziţiile respective din 
secvenţa promotorului sunt prezentate în tabelul 59. Toate polimorfismele analizate 
modifică situsurile anumitor factori de transcripţie. Prin existenţa alelelor rare 
corespunzătoare polimorfismelor -3249 C/T se creează un nou situs pentru factorul 
MELI. Polimorfismul - 412 G/T , prin prezenţa alelei rare T duce la crearea a două 
noi situsuri pentru NUDR şi PAX2, ultimul fiind un situs destul de slab. 
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Tabel 59. Situsurile de recunoaştere şi legare a factorilor de transcripţie din secvenţa 
promotorului C/EBPβ create sau distruse de existenţa alelelor rare corespunzătoare 

polimorfismelor de interes 

Alela 
polimorfica 

Factorul 
de 

transcripţie 

Secvenţa de 
recunoaştere 

(5`-3`) 

Situsul predictiv de 
legare a FT în 

secvenţa ADN a 
promotorului C/EBPα 

Localizarea 
situsului 

identificat 
în secvenţa 
promotorul

ui 

-3429 T MELI AGATA 
Soderhohn J.et 

al., 1997 

cAGATGAg -3252-3247 

-412T 
 

NUDR 
 
 

PAX2 

TTCSG 
Michelson R.J et 

al., 
SAAACWC 

Havic et al.,1999

ccGTCGGggctctTctcgg 
 
 

gctcggccctcctGAAACCT 

-423-418 
 
 

-399-393 

-411 T NUDR 
 

TTCSG 
Michelson R.J et 

al., 
 

ccGTCGGggctctgTtcgg 
 
 
 

-423-418 
 

R = A sau G, K = G sau T, Y = C sau T, S = C sau G, N = A, C, G sau T, M = A sau C şi W = A sau T 
 
 
3. Compararea secvenţelor promotorilor CEPBβ  la om, şobolan şi şoarece 
 
Programul PIP Maker [259] a fost folosit pentru compararea a 3700 bp cuprinse în 
secvenţele nucleotidice ale promotorilor CEPBβ provenind de la om, şobolan şi 
şoarece, analiza efectuându-se prin compararea a câte două secvenţe (om-şoarece, 
om-şobolan şi şoarece-şobolan). Rezultatul comparaţiei şoarece – şobolan a arătat 
că, la nivelul promotorului genei CEPBβ, există mai multe fragmente care se 
aliniază cu un  scor de similaritate mai mare de 75% comparativ cu celelate două 
secvenţe. Scorurile de similaritate sunt în concordanţă cu analiza Clustal W care a 
arătat un scor obţinut în urma alinierii secvenţelor umane, murine şi celei provenind 
de la şobolan de 10 % (om-şoarece), 10% (om-şobolan) şi 77% (şoarece-şobolan). 
Analiza Foot Printer (http://bio.cs.washington.edu/software) [260] a celor 3500 bp 
din promotorul genelor C/EBPβ provenind de la om, şoarece şi şobolan s-a realizat 
prin compararea a câte 500 bp din secvenţele respective, programul realizând 
compararea succesivă pe ferestre de câte 100 bp în scopul identificării de motive 
structurale (10 bp) conservate la cele trei specii de-a lungul evoluţiei.   
 
 Analiza fragmentului cuprins între -3500 bp şi -3000 bp a dus la 
identificarea a 3 clustere conservate la şoarece şi şobolan, care însă nu se regăsesc 
conservate la om (anexa 7.1). La nivelul celor 500 bp analizate s-au identificat mai 
multe situsuri de recunoaştere pentru factorii de transcripţie. S-a identificat un situs 
AML1/CBFA2 (papiloma virus enhancer binding protein2 alpha B1) din categoria 
RUNT care este un reglator major a multor gene specifice celulelor T. Situsul 
identificat în secvenţa umană se potriveşte cu secvenţa consensus descrisă în 
literatură (5`-RACCRCA-3`; [303, 304]). Acest situs se regăseşte şi la secvenţele 
celorlalte două specii dar modificat  la nivelul unei singure baze. Acest lucru 
demonstrează că situsul corespunzător AML1/CBFA2 are o probabilitate destul de 
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mare de a fi funcţional. Prezenţa alelei rare T datorată polimorfismului -3429 C/T 
nu distruge nici un potenţial situs de recunoaştere, dar anulează prezenţa alelei C 
care este o alelă conservată la cele trei specii. Situsul MZF1 identificat la nivelul 
secvenţei umane diferă printr-o singură bază de secvenţa consens (5`-GAGGGGAA-
3`; [282]) iar cele identificate la secvenţele de la şoarece şi şobolan diferă prin două 
baze de secvenţa consens, ceea ce sugerează faptul că situsul de recunoaştere este 
mai slab în ultima situaţie. Prezenţa situsului BKLF 5`- GGGGTG-3` (5`- 
AAGGGGTTAA-3`; [305]) este slab şi de asemenea diferă de cele de la şoarece şi 
şobolan prin două baze ceea ce denotă o capacitate de legare de FT mai slabă.  
  
 Analiza fragmentului cuprins între -3000 bp şi -2500 bp a dus la 
identificarea a 2 clustere conservate la şoarece şi şobolan care însă nu se regăsesc 
conservate la om. S-a remarcat că situsul corespunzător TATA box (5`-TATAAA-
3`,[269]) identificat în secvenţa umană apare şi în celelalte două secvenţe dar 
modificat la nivelul a două nucleotide, ceea ce face ca probabilitatea acestui situs de 
a fi funcţional să scadă foarte mult. Situsurile GATA (5`-GATAR-3`, [306]) 
consecutive identificate la nivelul secvenţei umane nu se regăsesc la nivelul 
celorlalte două secvenţe, fapt care duce la concluzia că aceste situsuri au apărut ca 
urmare a evoluţieie umane. Situsul USF, care se regăseşte la nivelul celor trei specii 
ca şi regiune conservată, diferă de secvenţa consens descrisă în literatură (5`- 
NNCACGTGNN -3` ;[307]) printr-o singură bază la secvenţa umană şi la nivelul a 
două baze în cazul secvenţelor rozătoarelor analizate ceea ce denotă faptul că este 
un situs de legare mai slab. Un motiv structural care permite legarea slabă atât a 
ERR cât şi a p53 se conservă la şoarece şi şobolan, în timp ce la om se identifică 
două situsuri separate de asemenea slabe (diferenţă de două baze) pentru fiecare 
dintre cei doi factori de transcripţie. 
 
 Analiza fragmentului cuprins între -2500 bp şi -2000 bp a dus la 
identificarea a 5 clustere conservate la şoarece şi şobolan, care însă din nou nu se 
regăsesc conservate la om, ceea ce denotă un grad de omologie mic al secvenţei 
umane cu celelalte două la nivelul fragmentului analizat. Mai multe situsuri de 
recunoaştere corespunzătoare MZF1  au fost identificate la nivelul acestui fragment 
mai mult sau mai puţin conforme cu secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură 
(5`-GAGGGGAA-3`,[282]). Situsul KKLF identificat la nivelul secvenţei umane se 
suprapune peste un situs de recunoaştere pentru SREB identificat de MatInspector 
pe catena complementară. Situsul SREB diferă de secvenţa de recunoaştere descrisă 
în literatură (5`-ATCACCCCAC-3`, [267,268]) la nivelul  unei singure baze, iar la 
celelate două secvenţe diferă la nivelul a mai mult de două baze ceea ce denotă un 
situs slab. Situsul KKLF (5`-GGGGNGGNG-3`,[285]) identificat la nivelul celor trei 
secvenţe este de asemenea un situs destul de slab. Situsul Myb identificat la nivelul 
secvenţei umane nu diferă de secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură (5`-
GTTR-3`,[273]), iar la nivelul secvenţelor provenind de la şoarece şi şobolan printr-
o bază este corespunzător cu situsul de recunoaştere. Secvenţa STAT s-a regăsit la 
toate cele trei secvenţe dar diferă la nivelul a trei baze faţă de secvenţa de 
recunoaştere (5`-TTNYNNNAA-3`,[270] la toate cele trei secvenţe, sugerând un 
situs slab de recunoaştere în cadrul acestor motive structurale conservate. În 
schimb, situsul GCM1 (5`-RCCCGGAT-3`) corespunde secvenţei de recunoaştere la 
secvenţa umană, la celelalte două secvenţe diferă la nivelul a două baze. Situsul IK-
1 (IKAROS) corespunde pentru secvenţa umană cu secvenţa de recunoaştere 
descrisă în literatură (5`-GGGAA-3`, [308]) şi se menţine la secvenţa de la şobolan, 
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dar diferă puţin la secvenţa de la şoarece, ceea ce face din IK un posibil reglator în 
această regiune din promotorul C/EBPβ.  
  
 Analiza fragmentului cuprins între -2000 bp şi -1500 bp a dus la 
identificarea unui singur motiv structural conservat la şoarece şi şobolan care  nu se 
regăseşte însă conservat şi la om. Motivul structural conservat la şoarece şi şobolan 
conţine situsuri pentru GATA şi CP2. Situsul GATA  identificat pe catena 
complementară la şoarece şi şobolan corespunde secvenţei de recunoaştere descrisă 
în literatură (WGATAR, [272]) dar la secvenţa umană diferă la nivelul unei singure 
baze. Situsul CP2 identificat în cadrul aceluiaşi motiv structural  la şoarece şi 
şobolan care cuprinde repetări ale secvenţei CNRG se regăseşte şi la secvenţa 
umană conformă cu secvenţa de recunoaştere (5`- CNRGN5-6CNRG, [309]) ceea ce 
sugerează faptul că aceste două situsuri să fie funcţionale în contextul celular. 
Situsul TATA box care s-a identificat a fi conservat la şoarece şi şobolan ca fiind 
conform cu secvenţa de recunoaştere, diferă la om faţă de secvenţa descrisă în 
literatură (5`-TATAAA-3`,[269]) la nivelul a două baze, ceea ce face ca 
probabilitatea legării acestui FT să fie mai mică. Situsul Sp-1 identificat la nivelul 
secvenţei umane este conform cu secvenţa descrisă în literatură (5`-GGGCGGG-3`, 
[310]), dar la celelalte secvenţe acesta nu se mai regăseşte (vezi anexa 6.3.4.). Mai 
multe situsuri de recunoaştere pentru KKLF au fost identificate la nivelul secvenţei 
umane care corespund parţial secvenţei descrise în literatură (GGGGNGGNG, [292]) 
având în consecinţă o capacitate mai mică de legare a FT corespunzător. Situsul 
SREB (5`- ATCACCCCAC-3`[ 267,268]) diferă la nivelul a două baze faţă de 
secvenţa de recunoaştere iar la celelalte două secvenţe analizate diferenţa faţă de 
secvenţa de recunoaştere este mult mai mare ceea ce sugerează că acest factor are 
probabiliate mică de a fi funcţional. Situsul TCF-LEF1 (5`- TCAAAG-3`, [311]) 
identificat la toate cele trei secvenţe analizate diferă la nivelul unei baze faţă de 
secvenţa de recunoaştere, ceea ce reduce puţin probabilitatea de legare a acestui 
factor. Secvenţa de recunoaştere PU.1 a fost identificată la secvenţa umană fiind 
conformă cu secvenţa de recunoaştere (5`- AGGAA-3`) dar nu s-a regăsit şi la 
celelalte două regiuni conservate de la şoarece şi şobolan. 
 
 Analiza fragmentului cuprins între -1500 bp şi -1000 bp a dus la 
identificarea a 4 clustere conservate la şoarece şi şobolan. La om gradul de 
omologie este mic. Analiza Foot Printer a fragmentului de interes a identificat 
prezenţa mai multor situsuri pentru diferiţi factori de transcripţie în regiunile 
conservate, dar numai pentru secvenţa umană în timp ce la celelalte două specii nu 
se mai menţin situsurile acestor factori. În această situaţie se află situsul pentru 
AP2 care la secvenţa umană corespunde situsului de recunoaştere descris în 
literatură (5`-GCCNNNGGC-3`[312,313]), dar la celelalte specii diferă la nivelul mai 
multor nucleotide. Situsul de recunoaştere pentru proteina HIVEP1(human 
immnunodeficiency virus type I protein binding) din categoria factorilor NFkB 
ce se află de asemenea într-un motiv structural conservat dar diferă la nivelul a 
două nucleotide faţă de secvenţa descrisă în literatură (5`-AGGGACTTTCC-3`,  
[314], dar secvenţele de la şoarece şi şobolan diferă faţă de secvenţa umană la 
nivelul a mai mult de două nucleotide. Situsul 5`-AGATG-3` corespunzător 
factorului de transcripţie MelI identificat la nivelul secvenţei umane este un situs 
slab (5`-AGATA-3`, [315]) care nu se mai menţine la celelalte două specii. S-a 
identificat de asemenea situsul HNF4 care, la secvenţa umană corespunde 
secvenţei de recunoaştere descrisă în literatură (5`-CAWAR-3`, [316]) dar diferă la 
nivelul unei baze la secvenţa murină şi la cea provenind de la şobolan. La şobolan 
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această secvenţă este modificată aşa încât este perfect cuprinsă în situsul de 
recunoaştere pentru PPAR_RXR (3`-AGGNNAWAGKTSW-5`,[317]), care însă este 
modificat la celelalte două specii la nivelul a două sau mai multe nucleotide, ceea ce 
denotă o posibilitate mai mică de legare pentru acest FT. Situsul IRF a fost 
identificat ca fiind conservat la cele trei specii corespunde secvenţei descrise în 
literatură (3`-GAAANN-5`,[318]). Dintre situsurile identificate, HNF4 şi IRF au cea 
mai mare probabilitate de a fi funcţionale.  
 
 Analiza fragmentului cuprins între -1000 bp şi -500 bp a dus la 
identificarea a 4 clustere conservate la şoarece şi şobolan, care însă nu se regăsesc 
conservate la om. Analiza Foot Printer a fragmentului a avut ca rezultat identificarea 
unui situs AP-1 la nivelul secvenţei umane identic cu situsul descris în literatură 
(5`-TGACTCA-3`, [319]) dar la celelalte două specii există diferenţă la nivelul a 
două baze. S-au identificat de asemenea la nivelul secvenţelor omoloage câteva 
situsuri pentru elementele din familia Kruppel-like care se leagă de secvenţa 
GGGGTG cu preferinţe individuale pentru nucleotidele învecinate. Programul 
MatInspector a identificat pentru secvenţa umană situsuri slabe pentru KKLF şi 
EKLF parţial conforme cu secvenţele de recunoaştere descrise: 5`-CCACACCCCT-3` 
[302] şi 5`-GGGGNGGNG-3` [292].  Situsul Egr-1 identificat ca şi cel 
corespunzător p53, este slab la toate cele trei speciile diferind de secvenţa de 
recunoaştere descrisă în literatură (5`-GCGGGGGCG-3`, [320] respectiv 5`-
GGACATGCCC-3`, [295]) la nivelul mai multor baze, ceea ce indică o probabilitate 
mică ca situsurile să fie funcţionale. 
 
 Analiza fragmentului cuprins între -500 bp şi +1 bp (anexa 7.3) a 
demonstrat o slabă omologie a celor trei secvenţe, secvenţa provenind de la şobolan 
prezentând cea mai mică omologie cu celelalte două. Analiza Foot Printer a acestui 
fragment a identificat mai multe situsuri Sp-1 la nivelul celor trei secvenţe care sunt 
mai mult sau mai puţin conservate. Situsul Sp-1 localizat între poziţia -228 şi 
poziţia -222 pe secvenţa umană este identic cu secvenţa de recunoaştere literatură 
(5`-GGGCGG-3` [310]) şi este conservat şi la secvenţa murină. La şobolan, acest 
situs diferă printr-o bază ceea ce denotă o capacitate mai mică de legare a Sp-1 la 
secvenţa respectivă. Situsul situat între -286 şi -280 pe secvenţa umană este din 
nou identic cu secvenţa de recunoaştere şi se regăseşte conservat şi la şoarece, în 
timp ce la şobolan din nou este mai slab pentru că diferă printr-o bază. Situsul Sp-1 
cuprins între -274 şi -269 pe secvenţa umană corespunde secvenţei de 
recunoaştere 5`-GGGCGG-3` exact, dar se regăseşte conservat numai la secvenţa 
murină, el suprapunându-se peste situsul slab de Egr-1 (5`-GCGGGGGCG-
3`,[320]) care diferă prin două baze de secvenţa de recunoaştere descrisă în 
literatură. Acest lucru indică o probabilitate mai mare pentru acest situs de a 
funcţiona totuşi ca situs Sp-1 şi nu Egr-1. S-a identificat o casetă GC box conservată 
la toate cele trei specii conformă cu secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură 
(5’-GGGNG-3’;[269]) care are probabilitate mare de a fi funcţională. Situsul NUDR 
identificat la nivelul secvenţei umane este conform cu secvenţa de recunoaştere (5’-
TTCSG-3’,[321].), iar la celelalte două secvenţe diferă printr-o bază faţă de 
secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură. Situsul de legare CREB s-a regăsit 
la toate cele trei secvenţele dar diferă faţă de secvenţa de recunoaştere (5’-
GNTGACGY-3’,[322]) la nivelul a două baze, ceea ce indică o probabilitate mai mică 
de a  fi funcţional. S-a identificat de asemenea un situs slab INSM1 la toate cele 
trei secvenţele care diferă faţă de secvenţa de recunoaştere descrisă de Breslin si 
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colab. (5’-TKYYWGGGGKCR-3’,[323]). Secvenţa corespunzătoare casetei TATA box 
a fost identificată numai la secvenţa umană. 
Polmorfismele identificate nu sunt plasate în situsuri corespunzătoare nici unui 
factor de transcripţie (varianta wild-type), dar alela -411C şi alela -3429 C sunt baze 
conservate la toate cele trei specii (vezi anexa 7).  
 
4. Insulele CpG din promotorii genelor  CEPBβ de la om, şoarece şi şobolan 
 
Existenţa insulelor CpG cu potenţial reglator ridicat asupra expresiei genelor datorită 
proceselor de hipermetilare/demetilare a fost investigată cu programul EMBOSS-
CpG de la EMBL-EBI [265] folosind criteriile de selecţie standard: 100 de ferestre, 
raportul obs./expected = 0.6 şi >50% GC cu mărimea insulei CpG mai mare de 50. 
Analiza CpG a identificat două insule destul de mari situate în regiunea promotorului 
proximală punctului de start al transcripţiei genei (tabelul 60).  
 

Tabel 60. Insulele CpG în promotorul CEPBβ uman 

Nr. 
crt 

Numărul de 
perechi de 

baze 

Poziţia în promotor Conţinutul 
% CG 

Raportul 
Obs./Exp. 

1 279 De la -794 la -516 68.82% 0.73 

2 453 De la -514 la -62 78.59% 0.83 

 
Tabel 61.  Insulele CpG în promotorul CEPBβ la şoarece 

Nr. 
crt 

Numărul de 
perechi de 

baze 

Poziţia în promotor Conţinutul 
% CG 

Raportul 
Obs/Exp 

1 316 De la -369 la -54 72.22% 0.94 

 
Tabel 62.  Insulele CpG în promotorul CEPBβ la şobolan 

Nr. 
crt 

Numărul de 
perechi de baze 

Poziţia în promotor Conţinutul % 
CG 

Raportul 
Obs/Exp 

1 108 De la -3373 la -
3266 

55.66% 0.74 

2 61 De la -473  la -413 62.38% 0.85 

3 59 De la -215  la -157 64.41% 0.74 

 
La şoarece (tabel 61) s-a identificat numai o insulă CpG care conţine 316 bp dintre 
care 244 sunt dinucleotide GC (72,2%), iar raportul obs/exp. este 0.94. La şobolan 
s-au identificat trei insule CpG de dimensiuni mai mici (vezi tabelul  62) dintre care 
insulele 2 şi 3 au poziţie similară cu insula 1 de la om, insula 2 de la şobolan având, 
de altfel, ca şi corespondent o parte din insula 1 identificată la şoarece. 
Rezultatele EMBOSS-CpG au arătat că regiunea promotorilor cuprinsă între -215 şi 
157 poate avea un potenţial reglator mare datorită proceselor de 
metilare/demetilare care sunt cunoscute ca fiind implicate în reglarea expresiei 
anumitor gene. 
 
5. Compararea secvenţelor ARNm C/EBPβ la om, şoarece şi şobolan 
 
Pentru compararea secvenţelor ARNm corespunzătoare C/EBPβ de la om, şoarece şi 
şobolan în vederea identificării regiunilor cu înaltă omologie la nivelul secvenţelor 
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comparate s-au folosit două programe PipMaker (http://bio.cse.psu.edu) şi Clustal 
W  (www.ebi.ac.uk ). Pentru comparaţie s-au folosit secvenţele din baza de date 
NCBI Entrez (www.ncbi.nlm.nih.gov/ENTREZ/) cu numerele de acces : NM_005194 
pentru secvenţa umană, NM_009883.3 pentru secvenţa murină şi NM_024125.5 
pentru secvenţa provenită de la şobolan.  
 Analiza PipMaker [259] a celor 3 secvenţe ARNm provenind de la om, 
şoarece şi şobolan (1837bp, 1507bp şi respectiv 1831 bp) arată cea mai mare 
similaritate şoarece-şobolan (procent de match de 96%), similaritate mai mare la 
compararea secvenţelor om-şoarece faţă de scorul de similaritate om-şobolan, lucru 
confirmat şi de alinierea Clustal W : om-şoarece (81%), om-şobolan 65%) şi 
şoarece-şobolan (96%). La compararea şoarece-şobolan s-au identificat 3 
posibilităţi de aliniere, considerându-se în continuare alinierea care generează cel 
mai mare  scor de similaritate. 
Rezultatele alinierii Clustal W [258] arată conservarea codonului start corespunzător 
proteinelor  p38C/EBPβ, p35C/EBPβ, p20C/EBPβ. Aceste rezultate sunt în concordanţă cu 
studiile lui Calkhoven şi colab. [324] care a demonstrat generarea mai multor 
izoforme ale C/EBPβ în funcţie de începerea translaţiei de la diferite ATG de start 
care se găsesc de-a lungul secvenţei de ARNm. Reglarea translaţiei s-a arătat a fi 
dependentă de integritatea unui codon ATG (uORF-upstream open reading frame) 
care este în afara cadrului de citire dacă se consideră codonii de start ATG care 
generează diferitele izoforme [325]. Realizând mutaţii controlate la nivelul acestor 
codoni ATG s-a demonstrat că integritatea celui de-al doilea ATG care este în afara 
cadrului de citire (out of reading frame) inhibă translaţia open reading frame 
localizată în aval faţă de acest al doilea ATG Domeniul de legare a ADN-ului şi 
domeniul fermoar de leucină prezintă cea mai mare omologie. Sunt conservate de 
asemenea cele 7 resturi de leucină aşa cum este prezentat în anexa 7.3. 
 
6. Modificarea artificială a secvenţei ADN a promotorului C/EBPβ  prin 
mutagenza dirijată în scopul restabilirii secvenţei sălbatice (wild-type) 
 
În cadrul acestui studiu s-a urmărit restabilirea haplotipului 2 (tabel 63) cu 
frecvenţă mai mare folosind un construct plasmidic în care există un fragment  de 
3641 bp din regiunea reglatoare a genei C/EBPβ (ce conţine toate cele trei mutaţii) 
inserat în situsul de clonare multiplă al unui vector pGL-basic (Promega) de 4.8 kb 
care conţine o genă reporter (luciferaza) care nu se află sub controlul nici unui alt 
promotor eucariotic sau element stimulator (vezi fig.72). Acest construct plasmidic a 
fost obţinut de J.A.Bostock PhD student la Departamentul de  Medicină Vasculară, 
Light Laboratories, Universitatea din Leeds şi l-am utilizat în continuare pentru a 
obţine un plasmid modificat genetic în scopul de a restabili haplotipul 2 care conţine 
numai mutaţiile -411/-412 CG/TT.  
 

Tabel 63. Restabilirea secvenţei sălbatice 
prin modificarea bazei mutante T (2) în alela sălbatică C (1) în poziţia 

 
 
 
 
                            

Haplotip -3429C/T -412G/T -411C/T Frecvenţă 
 

1 2 2 2 3 % 
2 1 2 2 32 % 
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Fig. 72. Constructul -3614C/EBPβ pGL3-bazic 

 
S-au folosit kiturile QuikChange® Site-Directed Mutagenesis I and II kits 
(Stratagene) pentru a produce mutageneza dirijată  -3429T →C într-un construct 
plasmidic -3641 C/EBPpGL3-bazic ce conţine haplotipul nr.1. Folosind perechea de 
primeri mutageni corespunzători mutaţiei -3429 T/C (descrisă anterior) şi  pornind 
de la constructul care are inserat haplotipul numărul 4 s-a obţinut constructul 
plasmidial ce conţine haplotipul nr. 2 cu frecvenţa mult mai ridicată.  
După reacţia de mutageneză dirijată (SDM), a avut loc restricţia enzimatică a ADN 
parental cu DpnI. Produsul plasmidial obţinut este mai compact şi va fi vizualizat în 
agaroză puţin mai jos decât banda corespunzătoare fragmentului respectiv din 
marker-ul ADN. 

 
Fig. 73. Rezultatul migrării electroforetice în gel de agaroză  1% a produşilor 

rezultaţi în urma reacţiilor de restricţie enzimatică cu DpnI efectuată după SDM 
pentru digerarea ADN-ului plasmidial parental  pentru haplotipul nr 2 (liniile 1, 2 şi 

4)  şi compararea mărimii fragmentelor cu Hyperladder I (Bioline) –linia 3 
 
Pentru verificarea constructului obţinut s-au parcurs toate etapele descrise la 
II.5.2.1.8: amplificarea unui anumit fragment din insert cu primeri specifici, 
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restricţia enzimatică a ADN-ului plasmidial, secvenţializare pentru verificarea fiecărui 
construct -3641 C/EBPpGL3-bazic clonat.  
Din clonele selectate pozitiv în urma transformării celulelor competente DH5α, s-au 
selectat câte 7 clone de pe fiecare placă Petri şi s-au inoculat în 20 μl de apă 
bidistilată sterilă. 2μl din soluţia de ADN obţinută s-au folosit pentru amplificarea 
unui fragment de 245 bp din insertul de 3641 bp din promotorul C/EBPβ inserat în 
plasmid. Din cele 14 clone selectate de pe două plăci Petri, 3 au conţinut insertul 
dorit (vezi fig.74).  

 
Fig. 74.Selectarea clonelor pozitive pentru insertul de 245 bp 

 
Soluţiile rămase după amplificare, corespunzătoare celor trei clone pozitive pentru 
insert s-au inoculat în 18 μl de mediu de cultură LB şi s-au menţinut peste noapte în  

 
Fig. 75.Verificarea orientării corecte a insertului în constructul corespunzător 

haplotipului nr.2. 
Linia 1 şi 4 Hyperladder I (Bioline); Liniile 2şi 3  ADN plasmidial corespunzător 

haplotipului nr 2 digerat cu enzima Bam HI; Liniile 5 şi 6  ADN plasmidial 
corespunzător haplotipului nr 2 digerat cu enzima EcoRI 

 
vederea purificării ADN cu metoda mini-prep descrisă la capitolull II.5.2.1.7 urmând 
ca ADN-ul obţinut să fie verificat pentru orientarea corectă a insertului în plasmid cu 
enzimele de restricţie Bam HI şi EcoRI. Enzima Bam HI are trei situsuri de 
recunoaştere şi generează 3 fragmente: 5600 bp, 2800 bp şi 300 bp în cazul 
orientării corecte a insertului. În cazul unei orientări incorecte a insertului, digetia cu 
enzima BamHI va conduce la fragmente de 3400 bp, 2500 bp şi 2800 bp. Enzima 
EcoRI are două situsuri de recunoaştere poziţionate în afara fragmentului de 
promotor inserat, generând două fragmente în urma reacţiei de restricţie 
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enzimatică:  3680 bp şi 4800 bp  aşa cum este prezentat în  figura 75-76. Restricţia 
cu Eco RI verifică dacă mărimea insertului corespunde celei corecte. 

 
Fig. 76. Situsurile de restricţie enzimatică ale enzimelor Bam HI şi EcoRI în cazul 

orientării incorecte a insertului 
 
S-a secvenţializat un fragment de 395 bp amplificat din ADN-ul plasmidial obţinut în 
urma purificării miniprep şi s-a secvenţializat. În urma secvenţializării pe catena 
complementară s-a observat schimbarea dorită de baze în poziţia -3429 a 
promotorului C/EBPβ (fig 77).  

 
Fig. 77. Situsul polimorfic pe catena complementară -3429C (complementar G) 
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II.5.2.3. CONCLUZII 
 
 În cadrul acestui obiectiv au fost realizate cu succes toate sub-obiectivele 
propuse pentru investigarea funcţionalităţii secvenţei C/EBPβ : 
La nivelul celor două fragmente din promotorul C/EBPβ  cuprinse între poziţiile 
nucleotidice -3689 şi -3296, respectiv -540 şi -292 au fost identificate 3 
polimorfisme: -3429 C/T [326, 327] şi polimorfismele adiacente -411/-412 CG/TT 
folosind metoda Transgenomic Wave DNA Fragment Analysis şi verificarea prin 
secvenţializare. Analiza statistică a datelor a relevat următoarele aspecte: 

 Frecvenţa polimorfismului -3429 C/T în populaţia de tip caucazian din vestul 
României analizată în cadrul studiului (294 subiecţi) a fost mai mică 
comparativ cu cea a polimorfismelor adiacente-411/-412 CG/TT 
{polimorfismul -3429 C/T: [CC]=32.5% ; [CT]=48.1%; [TT]=19.4% în timp 
ce frecvenţele genotipurilor -411/-412 CG/TT  sunt: [CG/CG]=29.5%; 
[CG/TT]=49.6%; [TTTT]=20.9%}. Nu au fost identificaţi heterozigoţi 
individuali pentru fiecare din polimorfismele  -411 C/T şi -412 G/T. 

 Nu au existat diferenţe din punct de vedere statistic între subiecţii cu aterom 
semnificativ şi controli [p=0.531 (-3429 C/T), respectiv p=0.485 (-411/-412 
CG/TT)].  

 Pentru toate polimorfismele a existat un trend de asociere semnificativă a 
alelei rare cu obezitatea: {polimorfismul -3429 C/T: [CC]= 52 (35.1%) ; 
[CT] =75 (50.7%); [TT] =21 (14.2%) la obezi versus  [CC]= 42 (29.8 %) ; 
[CT] =64 (45.4%); [TT] =35 (24.8%) la peroane non-obeze (p=0.07) în 
timp ce frecvenţele genotipurilor -411/-412 CG/TT  sunt: [CG/CG]=49 
(32.9%); [CG/TT] =76 (51.0%); [TTTT] =24 (16.1%) la obezi versus  
[CG/CG]=29.5%; [CG/TT]=49.6%; [TTTT]=20.9% la peroane fără obezitate 
(p=0.110)}. 

 Pentru polimorfismul -3429 C/T, nivelul de colesterol la indivizii cu genotip 
CC este mai mare decât la indivizii cu genotip CT sau TT (p=0.045), iar 
pentru polimorfismele adiacente -411/-412 CG/TT tendinţa de variaţie a fost 
în acelaşi sens  (p=0.140) 

 Se poate constata că prezenţa alelei rare T la nivelul tuturor situsurilor 
polimorfice, este asociată cu scăderea nivelului de colesterol, în timp ce 
prezenţa alelei comune este asociată cu susceptibilitatea la obezitate şi 
nivele crescute de colesterol.  

Analiza computaţională a unui fragment de 3500 bp din secvenţa ADN a 
promotorului C/EBPβ a identificat mai multe situsuri de legare a factorilor de 
transcripţie CREB, SREB, NRSE şi EGR-1 care se cunosc ca fiind parteneri de 
interacţiune ai C/EBPβ. În afară de acestea s-au identificat situsuri de recunoaştere 
şi legare pentru Sp-1, GATA-1, Oct-1, p53, c-Myb, AP-1, AP-2 şi AP-4. S-au 
identificat de asemenea mai multe situsuri de legare a proteinelor din familia C/EBP. 
De remarcat sunt situsurile multiple la nivelul cărora se pot lega mai mulţi factori de 
transcripţie cu probabilitate mai mică sau mai mare (cum sunt cei din categoria 
Kruppel-like sau din categoria proteinelor deget de zinc ZIC2, ZNF219, ZBP89). 
Regiunea de 3500 bp din secvenţa promotorului C/EBPβ uman a fost analizată cu 
programul MatInspector analizându-se situsurile create sau distruse de existenţa 
polimorfismelor evidenţiate -3429 C/T şi - 411/ - 412 CG/TT C/EBPβ. 
Prin existenţa alelei rare corespunzătoare polimorfismului -3429 C/T se creează un 
nou situs pentru factorul MELI. MEL-1 (MDS-EVI I –like factor) nou creat se află în 
vecinătatea unui situs AML1/CBFA2 deja existent, pe care nu îl modifică, dar 
existenţa acestor două situsuri vicinale este posibil să ducă la legarea de oligomeri 
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AME (AML1/MDS/EVI-1) în cazul leucemiilor acute mieloide şi a sindromului 
displastic. Legarea acestor oligomeri poate duce la respresarea expresiei C/EBPβ. În 
condiţii fiziologice normale, factorul Mel-I nu este activat transcripţional, ceea ce 
sugerează ideea că acest polimorfism nu este funcţional în condiţii fiziologice 
normale, dar poate fi în dezechilibru de linkaj cu un alt polimorfism funcţional la 
nivelul C/EBPβ.  
Polimorfismele adiacente  - 411/ - 412 CG/TT , prin prezenţa alelei rare T duc la 
crearea a două noi situsuri pentru NUDR şi PAX2, ultimul fiind un situs destul de 
slab. Cele două polimorfisme adiacente crează premizele legării factorului de 
transcripţie NUDR cu o mai mare probabilitate deoarece crează o a doua unitate 
NUDR în vecinătatea uneia existente deja. NUDR este represor al proliferării celulare 
acţionând prin legarea la elementele de răspuns la acidul retinoic-RARE. Este posibil 
ca legarea NUDR să inhibe expresia C/EBPβ.  
Situsul corespunzător IRF7 este reglator cheie al acţiunii citokinelor şi se găseşte 
conservat conform secvenţei de recunoaştere descrisă în literatură (5`-GAAANN-3`, 
[303]) la toate speciile analizate. La secvenţa umană acest situs este plasat în 
regiunea cuprinsă între nucleotidele -1114 şi -1108 şi are posibilitate de a regla 
expresia genei C/EBPβ  în procesul inflamator. IRF7 este stimulat de către TNF-α 
[328]. După infecţia virală sau în urma unor mecanisme de semnalizare devine 
activat în urma fosforilării şi migrează din citoplasmă în nucleu unde activează IFN-
tip I sau alte gene stimulate de interferon [329]. Deoarece gena C/EBPβ este reglată 
de INF-γ este posibil ca expresia genei să fie activată în urma infecţiilor virale. 
Totuşi, există o contradicţie deoarece TNF-α care stimulează expresia IRF7 [328] 
este cunoscut ca represor al transcripţiei C/EBPβ la nivelul localizării nucleare a 
C/EBPβ. 
Situsul –caseta  GC a fost identificată ca fiind conservată la toate cele trei 
secvenţe analizate conform secvenţei de recunoaştere descrisă de Bucher et al 5`-
GGGNG-3` [269], la secvenţa umană identificându-se între nucleotidele -448 şi -
443. De regulă, în secvenţele promotorilor se află situsuri multiple pentru caseta GC 
care acţionează concertat pentru activarea acestor gene prin legarea Sp-1 (factorul 
specific-1) care face parte tot din familia Kruppel-like. În cazul C/EBP, alături de 
caseta GC s-au identificat şi situsuri Sp-1, ceea ce creşte probabilitatea ca legarea 
acestui Sp-1 la secvenţa ADN corespunzătoare din C/EBPβ. 
Situsul Sp-1 a fost identificat la nivelul celor trei secvenţe ADN analizate (5`-
GGGCGGG-3`, [295]). S-au identificat 5 situsuri Sp-1 cu potenţial reglator ridicat. 
Situsurile Sp-1 (poziţionate între -1604-1596, între -228 şi -222 respectiv -286-
280) sunt conforme cu secvenţa de recunoaştere la om, dar diferă puţin la celelalte 
două secvenţe. Situsul Sp-1 poziţionat între -274 şi -269 este suprapus peste un 
situs Egr-1 slab care diferă faţă de secvenţa de recunoştere din literatură (5`-
GGGCGGG-3`, [310]. Mai există un situs dual Sp-1/Egr-1 între -379 şi -370 la care 
situsul pentru Egr-1 diferă de secvenţa descrisă în literatură la nivelul unei singure 
baze. Situsuri duale Sp-1/Egr-1 au fost identificate la nivelul mai multor promotori. 
Interschimbabilitatea dintre Sp-1 şi Egr-1 se manifestă la nivelul reglării în două 
moduri. Sunt dovezi care arată că dacă expresia Egr-1 creşte are loc o competiţie cu 
Sp-1 pentru legarea situsului respectiv, în care Sp-1 este înlocuit şi nu-şi mai 
manifestă rolul de  activator [330]. Asemenea acţiuni opuse în ceea ce priveşte 
reglarea expresiei genelor s-a observat şi în cazul TNF-α, IL-2 şi PDGF. Alte studii 
arată cooperarea între cele două proteine şi stimularea expresiei 5-lipooxigenazei 
[331]. Huang şi colab. [332], a arătat că dacă cele două situsuri se suprapun atunci 
cele două proteine acţionează antagonist în reglarea expresiei genelor, în timp ce 
juxtapunerea celor două situsuri duce la acţiunea sinergică a celor doi factori de 
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transcripţie. Prezenţa a două situsuri de acest fel la secvenţa umană a C/EBPβ 
sugerează posiblitatea reglării prin intermediul Sp-1 şi Egr-1. Situsul poziţionat  
între - 379 şi -370 arată o suprapunere a celor două situsuri individuale cu 
acţiunea reglatoare a expresiei genelor ţintă depinzând de competiţia dintre cei doi 
factori, implicit de  expresia celor doi factori de transcripţie în contextul specific 
celular. Situsul poziţionat  între -274 şi -269, care este un situs mai slab de 
recunoaştere a Egr-1, conţine cele două situsuri individuale suprapuse, dar are un 
situs Sp-1 conservat la toate cele trei specii (om, şoarece şi şobolan) adiacent în 
regiunea de flancare 5`. Este astfel destul de probabil ca această contribuţie a celor 
doi factori Sp-1 şi Egr-1 la reglarea C/EBPβ la reglarea expresiei C/EBPβ să fie 
semnificativă, dar dependentă fireşte de contextul celular. 
 

Fig.78. Reglarea genei C/EBPβ prin intermediul factorilor de transcripţie Sp-1 şi Egr-
1 

 
Situsul v-Myb (-2336 şi 2331) este conservat la secvenţa umană comparativ cu 
secvenţa descrisă în literatură (5`-GTTR-3`, [273]), dar la celelalte două secvenţe 
analizate diferă la nivelul unei singure baze de situsul descris în literatură. Proteina 
v-Myb este produsul proteic trunchiat al genei c-Myc [333] şi este responsabilă de 
potenţialul virusului mieloblastozei aviare de a transforma mielomonocitele [333]. 
Această oncogenă retrovirală cooperează cu  C/EBPβ în activarea promotorului genei 
mim-1, o genă specifică mielomonocitelor [334]. Acest lucru sugerează posibilitatea 
interacţiunii in vivo a acestor proteine. 
Caseta TATA box a fost identificată de trei ori la nivelul secvenţei ADN analizate. 
Primul situs este cuprins între nucleotidele -753-747  şi apare numai la secvenţa 
murină. Al doilea situs se regăseşte la toate 3 secvenţele analizate, la şoarece şi 
şobolan situsurile identificate  sunt conforme cu secvenţa de recunoaştere (5`-
TATAA-3`,[269]) iar la secvenţa umană diferă la nivelul unei singure baze. Situsul 
TATA care este responsabil de iniţierea transcripţiei s-a identificat la nivelul 
secvenţei umane între nucleotidele -30 şi -25. 
Situsul AML1/CBFA2 (proteina de legare a enhancerului virususlui papiloma 
virus-papiloma virus enhancer binding protein 2 alpha B1) a fost identificat la 
toate cele trei specii. Situsul AML1/CBFA2 a fost identificat la secvenţa umană între 
nucleotidele -3425 şi -3418 pe catena complementară şi corespunde secvenţei de 
recunoaştere descrisă în literatură (5`-RACCRCA-3`,[303]). AML1/CBFA2 este un 
reglator al limfocitelor T care face parte din categoria factorilor de transcripţie RUNT, 
iar AML1 este gena ce codifică una dintre subunităţile enhancerului virusului 
papiloma virus şi anume CBF. Acest factor de transcripţie acţionează de regulă ca un 
activator al expresiei genelor, dar în contextul unei cooperări AML1/MDS1/EVI I s-a 
demonstrat că poate fi implicat şi în represia anumitor gene [335]. Până în prezent, 
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studiul literaturii de specialitate nu a arătat o interacţiune AML1- C/EBPβ, dar este 
posibil ca acestea să înteracţioneze in vivo. 
Situsul MZF1 (factorul mieloidic de tip deget de zinc). Există mai multe 
situsuri MZF1 (5`-GAGGGGAA-3`,[282]) la secvenţa C/EBPβ umană poziţionate 
între nucleotidele : -3248 şi -3240 (diferă la om prin două baze faţă de secvenţa 
de recunoaştere), -3071 şi -3065 (diferă la nivelul unei singure baze şi se 
suprapune peste un situs BKLF), -2364 şi -2372 (este diferit de sevenţa de 
recunoaştere printr-o bază la om şi la celelalte două specii prin două baze) şi pe 
catena compementară între -2443 şi -2433 este un situs MZF1 diferit printr-o bază 
faţă de secvenţa de recunoaştere. De regulă MZF1 acţionează ca supresor tumoral. 
De exemplu, Hsieh YH [336] a arătat că reducerea expresiei MZF1 a avut influenţă 
negativă asupra expresiei PKC şi a dus la o reducere a migrării celulare şi invaziei în 
cazul carcinomului hepatic uman. În ceea ce priveşte interacţia directă C/EBPβ  
aceasta nu este descrisă direct în literatură. 
Situsurile GATA (proteine de legare a secvenţei GATA) au fost identificate la 
nivelul secvenţei umane între regiunile cuprinse între -2733 şi -2737 respectiv -
2743 şi -2739. Aceste situsuri nu se mai regăsesc la secvenţele de la şoarece şi 
şobolan, ceea ce indică o probabilitate mai mică de a fi funcţionale in vivo. În 
schimb s-a identificat un motiv structural format dintr-un situs GATA aflat pe catena 
complementară (conform secvenţei de recunoaştere 5`-WGATAR-3`, [272]) şi un 
situs CP2 (unităţi repetitive CNRGNNNNNNCNRG,[294]) poziţionate între 
nucleotidele -1671 şi -1667 respectiv între -1721 şi -1714. La om există mai 
multe unităţi repetitive CP2, deşi la celelalte două secvenţe există o singură unitate 
de legare. CP2 ( factorul de transcripţie al α-globinei ) este exprimat în aproape 
toate tipurile de celule şi este implicat în transcripţia fibrinogenului, virusului SV40 şi 
are un efect minor asupra expresiei HIV-1 (long terminal repeat). În mulţi promotori 
ai genelor eritroid specifice s-a remarcat prezenţa adiacentă a CP2 şi GATA1 [309]. 
S-ar putea ca şi la nivelul C/EBPβ  uman acest motiv structural să fie funcţional. 

 
Fig.79. Posibilitatea reglării prin intermediul elementelor GATA şi CP2 

 
Situsul IK1 (IKAROS) corespunde secvenţei de recunoaştere (5`-GGGAAT-3`, 
[308])  la secvenţa umană şi la cea de la şobolan, dar diferă la şoarece. Proteinele 
din familia IKAROS sunt critice pentru dezvoltarea liniei hematopoietice, deleţia 
domeniului de legare a ADN din genele IKAROS ducând la stoparea creşterii 
limfocitelor [337]. IK-1 este un stimulator al expresiei genelor specifice limfocitelor 
[308]. În secvenţa umană situsul IK-1 a fost identificat între nucleotidele -2109 şi 
– 2103 şi are potenţial de legare a secvenţei ADN a C/EBPβ . 
Situsurile proteinelor activatoare AP-1 şi AP-2 au fost identice cu secvenţele 
descrise în literatură (5`-TGACTCA-3`,  [319]  respectiv 5`-GCCNNNGGC-3`, 
[313]) pentru secvenţa umană între poziţiile nucleotidice -840 şi -833, respectiv -
1345 şi -1336. Proteina AP-1 (c-JUN) interacţionează cu factorii GATA şi Ets-1 

BUPT



   Contribuţii personale - II 188 

pentru reglarea expresiei IL-5 în limfocitele T [338]. AP-1 contribuie la reglarea 
expresiei ciclinei D1 şi a factorului E2F implicaţi în ciclul celular [339]. AP-2 
(activating enhancer-binding protein 2α) s-a demonstrat că leagă un situs bipartit 
CUP/ AP-2 existent în secvenţa ADN a C/EBPα şi inhibă expresia C/EBPα [340]. În 
ceea ce priveşte interacţiunea cu C/EBPβ nu sunt date de literatură care 
investighează acest lucru.  
Situsul dual HNF4/PPAR: RXR a fost identificat la nivelul tuturor celor trei 
secvenţe analizate. La nivelul secvenţei umane situsul pentru HNF4 corespunde 
secvenţei descrise în literatură (5`-CAWAR-3`,[316]) în timp ce situsul pentru 
legarea heterodimerilor PPAR:RXR diferă la nivelul a două nucleotide faţă de 
secvenţa de recunoaştere (5`-AGGNNAWAGKTSN-3`, [317]). Factorul de 
transcripţie HNF4 (factorul de transcripţie nuclear specific hepatocitelor). În 
adipocite, HNF4 reglează expresia apolipoproteinelor C2 şi C3 , a transportorului de 
glucoză  GLUT 2, a aldolazei B [341]. HNF4 contribuie la producerea factorului de 
coagulare VII în celulele hepatice Hep2 [342].Situsul dual HNF4/PPAR: RXR nu a 
fost investigat din punct de vedere al interacţiunii cu C/EBPβ, deşi acest situs dual a 
fost raportat în literatură [343]. La C/EBPα , există de asemenea un situs dual de 
acest tip, iar PPARγ se leagă de secvenţa ADN a C/EBPα ca heterodimer şi în acest 
fel reglează expresia C/EBPα în timpul adipogenezei. Este posibil ca acest situs să fie 
funcţional şi în cazul C/EBPβ, iar HNF4 să se lege la acest situs în hepatocite, iar 
PPARγ: RXR în adipocite pentru reglarea expresiei C/EBPβ.  
Situsul NUDR (nuclear deaf-related) a fost identificat la secvenţa umană în copii 
multiple şi este conform secvenţei de recunoaştere (5`-TTCSG-3`,[321]). La 
celelalte două secvenţe analizate diferă printr-o bază. Este exprimat în diverse 
ţesuturi şi celule şi reprimă transcripţia genelor ţintă prin legarea la elementele de 
răspuns la acidul retinoic-RARE. NUDR este un inhibitor al proliferării celulare [344]. 
Studiul de faţă a identificat posibilitatea interacţiunii NUDR cu secvenţa ADN C/EBPβ 
corespunzătoare, NUDR acţionând ca un represor al acesteia şi implicit ca represor 
al C/EBPα. În consecinţă, sinteza de colesterol la nivelul ficatului va fi inhibată. 
CREB (cAMP response element binding protein) a fost identificat la toate cele 
trei secvenţele analizate. La om secvenţa poziţionată între -747 şi -472  este 
conformă cu secvenţa de recunoaştere (5`-GNTGACGY-3`, [322]), dar diferă la 
celelalte două secvenţe prin două baze. CREB este implicat în procesele de 
dezvoltare şi supravieţuire a adipocitelor, funcţionânând nu numai în stadii incipiente 
ale adipogenezei, dar şi mai târziu în supravieţuirea adipocitelor [345]. Stimularea 
expresiei CREB are loc în două moduri: implicând calea de semnalizare cAMP şi PKA 
sau prin stimularea insulinică pe calea ERK. S-a arătat că stimularea CREB creşte 
expresia C/EBPβ [346] care continuă procesul de stimulare a adipogenezei. Alte 
amanunte despre interacţiunea celor două în vivo nu sunt descrise încă în literatură.  
Situsul GCM1 (glial cells missing) a fost identificat la toate cele trei secvenţele 
analizate. La om, situsul identificat între -2130 şi  -2120 este  conform cu secvenţa 
de recunoaştere (5`-RCCCGGAT-3` [347]), iar la celelalte secvenţe prin două 
nucleotide. GCM1 a fost identificat în celulele gliale la drosofila iar la om se găseşte 
mai mult în placentă în celulele care se ocupă cu transferul între mamă şi făt în ceea 
ce priveşte aprovizionarea cu sânge: scintio şi citotropoblaşti. [348]. Nu se ştie încă 
dacă GCM1 se leagă de C/EBPβ  in vivo sau dacă are vreo influenţă asupra expresiei 
C/EBPβ . 
Situsul TCF/LEF (T cell factor/ lymphoid enhancing factor) Situsul TCF/LEF1 
identificat la toate cele trei secvenţe analizate diferă la nivelul unei baze faţă de 
secvenţa de recunoaştere (5`-TCAAAG-3`,[311]), ceea ce reduce puţin 
probabilitatea de legare a acestui factor. TCF/LEF1  este un dimer format din 
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factorul specific celulelor T (TCF) şi LEF1 specific celulelor T dar şi celulelor pre-B 
[349]. Aceste proteine care dimerizează au un rol important în oncogeneză, fiind 
activate la rândul lor de proteinele din familia Wnt. Implicarea semnalizării Wnt în 
procesul de adipogeneză descrisă în câteva studii de literatură a demonstrat că 
proteinele Wnt 1 şi Wnt 10 exprimate în preadipocite sunt implicate prin intermediul 
căii de semnalizare Wnt/β catenină/ TCF în inhibarea expresiei PPARγ şi C/EBPα 
,după care în condiţiile în care are loc deblocarea C/EBPβ în urma acţiunii 
stimulatorilor adipogenezei (glucocorticoizi, insulină) calea Wnt este scurtcircuitată. 
În aceste condiţii este posibilă o interacţiune directă a TCF asupra secvenţei ADN de 
la nivelul C/EBPβ care duce la inhibarea expresiei acestuia în preadipocite, urmată 
de anularea acestui efect prin scăderea nivelului expresiei celor două proteine Wnt 
în cazul adipocitelor mature, ceea ce duce la stimularea expresiei C/EBPβ, a PPARγ şi 
C/EBPα . Wiper-Bergeron şi colab. [350] au demonstrat că formarea unui complex 
co-represor al C/EBPβ cu HDAC1-mSin3A duce la deacetilarea histonei H4 care 
împiedică recrutarea ARN polimerazei II la promotorul C/EBPα. Tratamentul cu 
dexametazonă al preadipocitelor 3T3-L1 duce la desfacerea complexului corepresor 
care are ca efect eliberarea C/EBPβ şi activarea transcripţiei C/EBPα. Studii pe 
culturi de celule 3T3-L1 [351] au arătat că în aceste preadipocite activarea 
semnalizării Wnt nu are influenţă asupra expresiei temporare C/EBPβ, dar inhibă 
expresia PPARγ şi C/EBPα.  

 
Fig. 80.Semnalizarea Wnt (în preadipocite a. şi în adipocitele mature b.) 

 
Fig.81.Mecanism posibil de reglare a adipogenezei în preadipocite (a) şi adipocite 

mature (b) 
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În aceste condiţii este posibil ca influenţa semnalizării Wnt, sau influenţa altor 
mecanisme care inhibă adipogeneza să aibă efect asupra capacităţii C/EBPβ de a 
induce PPARγ şi C/EBPα., sau asupra feed-back-ului pozitiv de reglare a expresiei 
C/EBPα prin intermediul PPARγ. Urmărindu-se situsurile adiacente situsului pentru 
TCF/LEF-1 s-a remarcat existenţa unui situs C/EBP în imediata vecinătate a situsului 
TCF/LEF-1. Este posibil ca legarea TCF/LEF-1 la situsul corespunzător din promotorul 
C/EBPβ să afecteze capacitatea C/EBPβ de a interacţiona factorii C/EBP şi acest lucru 
s-ar putea reflecta în capacitatea de reglare a PPARγ şi C/EBPα. de către C/EBPβ. 
Situsul USF (upstream stimulatory factor) este un situs care este poziţionat în 
secvenţa umană între nucleotidele -2664 şi -2658 şi  diferă faţă de secvenţa de 
recunoaştere  (5`- NNCACGTGNN -3` ; [307]) printr-o singură bază. La celelalte 
secvenţe diferenţa este de 2 baze. USF şi SREB cooperează pentru activitarea acid 
gras sintetazei. La nivelul secvenţei  C/EBPβ umane există două situsuri de legare 
SREB (sterol response element binding protein) dar care sunt poziţionate între -
2040 şi -2029 respectiv -1595 şi -1585. Ambele situsuri diferă la secvenţa umană 
la o singură bază faţă de secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură (5`-
ATCACCCCAC-3`,[267,268]). Primul situs este un situs dual SREB / KKLF a cărui 
funcţionalitate rămâne de investigat. 
Situsuri slabe de legare pentru p53 şi Egr-1 s-au identificat la nivelul secvenţei 
ADN C/EBPβ  analizate. 
În consecinţă obiectivele au fost realizate prin selectarea unot facori de transcripţie 
cu probabilitate mare de a fi funcţionali (vezi fig.86) şi identificarea unor mecanisme 
posibile de interacţiune 

 
 

Fig. 82. Factori de transcripţie posibil implicaţi în reglarea expresiei C/EBPβ 
 
 S-a realizat cu succes restabilirea unui haplotip wild-type care nu conţine 
alela -3429 T. Inducerea alelei comune C a fost realizată prin reacţia de mutageneză 
dirijată la nivelul secvenţei ADN corespunzătoare promotorului C/EBPβ uman inclusă 
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într-un construct plasmidic -3641 C/EBPpGL3-bazic fiind astfel restabilită secvenţa 
iniţială (wild type) la nivelul situsului polimorfic din poziţia -3429. Prin acest proces 
s-a obţinut un construct plasmidic ce conţine un haplotip mult mai frecvent întâlnit 
în populaţia analizată (32% comparativ cu cel iniţial de 3%) care modifică situsul 
polimorfic corespunzător Mel I aşa încât acesta are şane mai mici de legare la 
secvenţa ADN a C/EBPβ. 
 Analiza computaţională a promotorului C/EBPβ uman a arătat că prezenţa 
alelei rare T la nivelul promotorului se află în vecinătatea situsului AML1/CBFA2 pe 
care nu îl modifică şi crează un situs de legare pentru MEL I. Sunt foarte puţine 
lucruri care se ştiu în literatură despre factorul MEL-I (MDS-EVI I –like). Factorul de 
transcripţie EVI I este cunoscut ca una dintre cele mai agresive oncogene umane 
asociată cu leucemia. MEL-I este omologul EVI I în leucemiile acute mieloide şi 
sindrom mielodisplastic (MDS). Acest factor este activat transcripţional numai în 
celulele t(1;3)(p36q21) pozitive  în care are loc această translocare cromozomială. 
Astfel, este puţin probabil ca situsul MEL-I nou creat să fie funcţional în în contextul 
celular normal. Obţinerea acestui construct are ca aplicabilitate, dezvoltarea unei 
strategii biotehnologice de obţinere a unui plasmid modificat genetic ce poate fi apoi 
utilizat fie pentru analiza ulterioară a funcţionalităţii polimorfismelor de interes, fie în 
terapia genică pentru eliminarea unui situs responsabil de legarea factorului MELI  în 
cazul leucemiilor mieloide.  

 
II.5.3. Investigarea funcţionalităţii unor mutaţii induse prin 
mutageneza dirijată la nivelul promotorului genei C/EBPα 

 
În cadrul acestui obiectiv s-au urmărit următoarelor aspecte funcţionale: 
1. Analiza computaţională a unui fragment de 3000 bp din secvenţa ADN a 

promotorului C/EBPα  în vederea identificării unor factori de transcripţie cu mare 
probabilitate de a fi funcţionali  

2. Stabilirea modului în care variantele alelice -2970 G/A, -2269 C/T,-1801C/T, -
1050 C/G ale secvenţei ADN din promotorul C/EBPα pot influenţa legarea 
factorilor de trasncripţie la situsurile corespunzătoare din promotor. 

3. Evaluarea capacităţii reglatoare a promotorului C/EBPα (sălbatic şi mutant) 
asupra unei gene reporter in vivo în preadipocite şi adipocitele mature murine 
(3T3-442A) 

4. Evaluarea capacităţii de legare in vivo a secvenţelor sălbatice şi mutante ce 
corespund situsurilor  polimorfice : -2970 G/A şi  -1050 C/G  

 
La Departamentul de Medicină Moleculară Vasculară la Laboratoarele Light ale 
Universităţii din Leeds au fost identificate, în urma unui studiu populaţional, mai 
multe haplotipuri posibile  generate de existenţa unor polimorfisme la nivelul 
promotorului C/EBPα. Aceste polimorfisme au fost  investigate pentru evidenţierea 
unor asocieri cu factori metabolici şi hemostatici în boli precum diabetul zaharat de 
tip 2 sau sindromul rezistenţei la insulină care se constituie importanţi factori de risc 
pentru bolile cardiovasculare. Dintre acestea, s-au  considerat 4 polimorfisme care 
generează 4 haplotipuri cu frecvenţa mai mare în populaţie şi care s-au analizat din 
punct de vedere al funcţionalităţii lor. S-a evaluat efectul reglator al promotorului ce 
conţine un anumit haplotip asupra genei reporter în preadipocite şi adipocite 
mature. S-a evaluat totodată şi capacitatea de legare a secvenţei ADN ce conţine 
alela comună sau cea rară in vivo la proteinele nucleare în adipocitele mature.  
Plasmidele folosite au fost obţinute de către Ms. Claire Bennet de la LIGHT 
Laboraories, Leeds prin inserarea a 3048 bp conţinând haplotipurile de interes în 
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situsul de clonare multiplă al unui vector pGL-basic (Promega) de 4.8 kb ce conţine 
o genă reporter (luciferaza) care nu se află sub controlul nici unui alt promoter 
eucariotic sau enhacer. Ms. Claire Bennet a fost de acord să utilizez plasmidele 
obţinute în studiul de faţă, ceea ce constituie un imens ajutor în sprijinul tezei mele 
de doctorat, pentru care îi mulţumesc.  
 

Tabel 64. Frecvenţele haplotipurilor identificate la nivel populational 
Haplotip -2970 

G/A 
-2269
C/T 

-1801
C/T 

-1050
C/G 

Nr. cromozomi Frecvenţa 
(% şi SE) 

      1 1 1 1 1 332 82.3 (0.4) 

     2 1 2 2 2 35 9.0 (0.2) 

     3 2 1 2 2 16 4.1 (0.1) 

     4 1 1 2 2 5 1.3 (0.09) 

 
Analiza bioinformatică a 3 kb din promoterul C/EBPα a urmărit identificarea cu o 
probabilitate cât mai mare a unor posibile TFBS-uri a căror secvenţă este modificată 
prin existenţa polimorfismelor amintite. După analiza bioinformatică s-a dorit, pe de 
o parte,  obţinerea unor transfectanţi stabili obţinuţi prin transfecţia preadipocitelor 
cu construcţii plasmidici ce conţin haplotipurile prezentate mai sus, urmată de 
procesul de diferenţiere celulară a preadipocitelor transfectate la adipocite complet 
diferenţiate şi analiza activităţii genei reporter ce reflectă activitatea reglatoare a 
promoterului C/EBPα în ambele tipuri de celule asupra genei reporter, iar pe de altă 
parte obţinerea extractului nuclear din adipocite şi aplicarea metodei diferenţei de 
electromobilitate (electromobility shift assay-EMSA) care analizează complexele 
stabile ale proteinelor nucleare cu fiecare dintre secvenţele nucleotidice 
corespunătoare ce cuprind situsurile polimorfice de interes. 

 
II.5.3.1. MATERIALE ŞI METODE 

 
II.5.3.1.1. Analiza computaţională  
Pentru identificarea situsurilor de recunoaştere a factorilor de transcripţie situate în 
regiunea promotor a genei C/EBPα s-au folosit programele descrise la capitolul 
II.5.1.1.9  
 
II.5. 3.1.2. Verificarea existenţei haplotipului dorit în construcţii -3038 
C/EBPα pGLbazic  
Probele care conţin plasmidul corespunzător celor 4 haplotipuri precizate anterior s-
au folosit pentru transformarea celulelor competente DH5α. Transformarea celulelor 
competente a avut loc după protocolul descris la secţiunea II.5.1.18. dar folosind 
volume de ADN plasmidial care cuprind aproximativ 10 ng ADN plasmidial. S-au 
prelevat 7 colonii din fiecare placă Petri la care transformarea a reuşit şi fiecare 
colonie a fost resuspendată în 20 μl apă bidistilată sterilă. 2 μl din soluţia de ADN 
astfel obţinută a fost folosită în continuare pentru una din reacţiile PCR ale căror 
condiţii sunt prezentate în tabelele 65 şi 66. Pentru fiecare clonă selectată pozitiv în 
urma transformării celulelor DH5α s-a verificat existenţa insertului prin amplificarea 
ADN (în condiţiile descrise în tabelele 65-67) urmată de migrare în gel de agaroză 
1%. S-au selectat două clone corespunzătoare fiecărui construct plasmidial care au 
prezent insertul şi s-au folosit în continuare pentru purificarea ADN-ului plasmidial 
folosind metoda Miniprep descrisă anterior, păstrând însă 250 µl din mediul de 
cultură LB ce conţine celulele transformate pentru obţinerea stocului de plasmide în 
glicerol (250 µl din mediul de cultură LB ce conţine celulele transformate la care s-
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au adăugat 750 µl glicerol 60%, amestecul fiind păstrat la -800C ca şi stoc de 
plasmide). 

 
Tabel 65. Volumele componentelor reacţiei PCR şi concentraţiile acestora în soluţia 

finală; DMSO şi betaina au fost adugate numai în cazul amplificării regiunii PR-2 şi de 
aceea s-au marcat cu roşu 

 

eactivul Volumul de reactiv Concentraţia 
componentului în 
soluţia finală 

H20 Bidistilată Până la 25 µl  

Soluţie tampon PCR 
Red Buffer (10x) 

2.5 µl 1x 

clorură de magneziu 2µl       2mM 

amestec dNTP 0,4 µl 200µM 

5`primer 0,5 µl 1 pmol μl-1 

3`primer 0,5 µl 1 pmol μl-1 

Thermoprime Plus DNA 
polymerase 

0,12 µl 0,6 u 

DMSO 1,25 µl 5% 

betaină 4M 6,25 µl 1M 

ADN 2 µl x 

 
 
Tabel 66. Secvenţa oligonucleotidelor şi condiţiile de desfăşurare ale reacţiilor PCR 

Regiunea / 
polimorfismul 
investigate 

Oligonucleotide 
(5’→3’) 

Mărimea 
produsului 
PCR (bp) 

Temp. 
(T°C) 

[MgCl]
  (mM)

DMSO 
 
(5%) 

Betaină 
   (1 M) 

PR- 4 
(-2970G/A) 

F: AGC CTG GGA 
GAT AAG GGTTC 
R: GAG CAG GAA 
TTT GCT GGA AG 

237 58 2 - - 

PR-2 
(-2269C/T) 

F: GGC AGG GAC 
ACA GTT CAGT 
R: CCC GTA GGA 
CTG GAA GAAAC 

473 58 2 - - 

Pr2 
(-1801C/T) 

F: CTC GGT GGC 
AAG CTC CTT 
R: GTT ACC CGG 
CGT GGA GTC 

401 57 2 + + 

PR1gn 
(-1050 C/G) 

F: CAG TCC TAC 
GGG GCA GAG TT
R: AAA GCA CCA 
AGA GCG ATT CG

194 58 2 - - 
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Tabel 67. Programul folosit pentru desfăşurarea reacţiei PCR 

Mărimea fragmentului 
amplificat (bp) 

Etapa Tempe-
ratura 

Timp Numărul de 
cicluri PCR 

Denaturare 
iniţială 

94ºC 4min, 30 
sec. 

1 

Denaturare  94ºC 30 sec 

Aliniere primeri TºC 1 min 

Extensie 72ºC 30 sec 

30 

Extensie finală 72ºC 5 min 1 

237, 473, 401, 194 

Mentinere la 25ºC 25ºC 5 sec 1 

 
S-au măsurat concentraţiile soluţiilor ADN obţinute în urma operaţiunilor cuprinse în 
metoda Miniprep cu nanodropul şi o singură probă de ADN plasmidial din fiecare 
construct plasmidial  obţinut prin Miniprep a fost selectată pentru desfăşurarea 
tuturor celor 4 reacţii PCR simultan. Verificarea existenţei alelelor dorite s-a realizat 
prin restricţie enzimatică a fragmentelor rezultate în urma reacţiilor PCR anterioare 
folosind patru enzime în condiţiile de reacţie descrise în tabelul 68 obţinute după 
optimizarea restricţiei enzimatice.  
 

Tabel 68. Condiţiile reacţiilor de restricţie enzimatică a fragmentelor PCR 

Enzime 
de 

restric
ţie 

Regiunea / 
polimorfism

ul 
investigate 

Secvenţa de 
recunoaşter

e 
(5’ – 3’) 

Unităţ
i 

Tampon 
NEB 
(1 x) 

Temp
e-

ratura
(°C) 

BSA 
(0.1 
x) 

Timp 
de 

incuba
re 

BamH 
I 

PR- 4 
(-2970G/A) 

G∨GATCC 20 BamH I 
Buffer 

37 + O/N 

Fok I PR-2 
(-2269C/T) 

GGATG(N9/1

3)∨ 
16 4 37 - O/N 

BstU I Pr2 
(-1801C/T) 

CG∨CG 20 2 65 - 4h 

Cac8 I PR1gn 
(-1050 C/G) 

GCN∨NGC 8 3 37 - 4h 

 
Produşii reacţiilor de restricţie enzimatică au fost migraţi pe un gel de agaroză 2% şi 
vizualizaţi în lumină UV folosind ca marker fluorescent bromura de etidiu.  
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II.5.3.1. 3.Culturi celulare 
II.5.3.1.3.1 Preadipocite 3T3-F442A 
 
Linia de celule 3T3-F442A reprezintă o linie de preadipocite de la şoareci obţinută de 
la ECACC (no. 00070654). Un tub cu celule 3T3-F442A proaspăt scos din azot lichid 
s-a dezgheţat la temperatura camerei după care celulele din tub s-au transferat într-
un flacon T75cm3 cu capac cu aerisire (Corning). Preadipocitele au fost cultivate în 
mediu esenţial Dulbeco`s modificat (DMEM)(Sigma) suplimentat cu ser de viţel nou 
născut (NBCS) 10% inactivat prin încălzire, L-glutamină 2mM (Sigma) şi soluţie 1x 
antibiotic/antimycotic (Sigma). Celulele au fost cultivate şi menţinute în incubator la 
37°C cu 5% CO2. La fiecare 2-3 zile, celulele au fost spălate în 1% tampon PBS 
(anexa 8) şi s-a schimbat mediul de cultură atunci când confluenţa celulelor era 
aproximativ 60-70%. După spălarea cu PBS a celulelor după aspirarea vechiului 
mediu de cultură şi tratarea cu 5 ml soluţie tripsină în DMEM (0.05% tripsină/EDTA 
0.5 mM) timp de 5-10 min. la 37°C  pentru desprinderea celulelor de peretele 
flaconului, s-a colectat suspensia de celule în 10 ml de mediu şi s-a transferat într-
un tub Falcon de 15 ml. 50μl din suspensia de celule este folosită pentru numărarea 
celulelor cu hemocitometrul prin adăugarea a 50μl Trypan Blue (Sigma). Din acest 
amestec 20 μl au fost utilizaţi în hemocitometru pentru a număra celulele. Celulele 
au fost cultivate într-un flacon nopu la o densitate de 2x105 celule pentru un flacon 
T75cm3 şi 4x105 celule pentru un flacon T 165cm3.  
 
II.5.3.1. 3.2. Diferenţierea adipocitelor 3T3-F442A 
 
În scopul diferenţierii, 2x105 celule a fost cultivate într-un flacon de  T75cm3 

(Corning) şi suplimentate cu 10 ml de mediu DMEM la care s-au adăugat în prealabil 
10% ser de  făt de viţel inactivat prin încălzire (HIFCS-heat inactivated fetal calf 
serum)(First Link LTD), 2mM L-glutamină (Sigma), 1x antibiotic/antimicotic (Sigma) 
şi insulină umană 2x 10-8 M (Sigma). S-a schimbat mediul la fiecare 2 zile timp de 
10-13 zile. Morfologia celulelor a fost urmărită zilnic la un  microscop Olympus CK2 
light . 
 
II.5.3.1. 3.3.Fixarea adipocitelor 3T3-F442A diferenţiate cu Oil Red O  
 
Metoda cu Oil Red O staining propusă de Green şi Kehinde [342] pentru confirmarea 
celulelor complet diferenţiate foloseşte un compus lipofilic ce se leagă de lipide. S-a 
preparat o soluţie stoc de Oil Red O din 0,125 g Oil Red O (Sigma) dizolvat în 50 ml 
izopropanol care a fost încălzită la 56°C timp de oră după care a fost filtrată prin 
două straturi de hârtie Watman no.1. Soluţia de lucru s-a preparat din soluţia stoc în 
ziua folosirii prin amestecare într-un raport volumetric de 1,5:1 a soluţiei stoc cu 
apă distilată MiliQ. Soluţia de lucru a fost de asemenea filtrată tot prin două straturi 
de hârtie  Watman no.1. Mediul de cultură a fost aspirat din flacon şi celulele au fost 
spălate de două ori cu soluţie 1xPBS. 5 ml din reactivul de lucru a fost adăugat la 
întreg flaconul T75cm3 şi celulele au fost incubate împreună cu acest reactiv de 
culoare timp de 30 min la 37°C. După incubare, celulele au fost spălate prin 
adăugarea succesivă cu 5 ml izopropanol 60% urmată de spălarea cu 5 ml de apă 
MiliQ. 
Celulele au fost vizualizate cu un  microscop Olympus CK2 light (fig. nr. 83) şi 
diferenţierea a fost confirmată prin prezenţa picăturilor de lipide celulare fixate de 
colorantul roşu în interiorul celulelor rotunde de dimensiuni mai mari. 
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Fig. 83. Confirmarea adipocitelor diferenţiate prin prezenţa picăturilor de lipide 

celulare în interiorul celulelor rotunde de dimensiuni mai mari, picăturile de lipide 
fiind fixate cu colorantul roşu Oil Red O 

 
II.5.3.1. 3.4. Transfecţia stabilă a preadipocitelor 3T3F442A  
 

 Analiza curbei de răspuns la antibioticul G418 
O populaţie de 2x 10 5 celule 3T3 F442A netransformate a fost cultivată în fiecare 
dintre cele 7 flacoane T25 cm3 necesare determinării cantităţii optime de geneticină 
(G418) care ucide complet populaţia de celule într-un timp cât mai scurt. S-au 
folosit concentraţii variabile de geneticină 0.01-0.07 mg/ml timp de 10 zile. La 
fiecare 2 zile s-a schimbat mediul de cultură cu un mediu proaspăt la care s-a 
adăugat cantitatea dorită de G418. Celulele au fost monitorizate zilnic folosind 
microscopul. Concentraţia optimă determinată în urma experimentului a fost de 0.3 
mg/ml G418, concentraţie care s-a dovedit că ucide complet populaţia de celule în 
10 zile. 

 Pregătirea plasmidelor 
S-au folosit următoarele plasmide:pcDNA3 (Invitrogen) care este un vector de 
5.4Kb care conţine în structura sa gena de rezistenţă la neomicină (anexa 8.2). 
Acest vector a fost folosit pentru selectarea clonelor pozitive rezultate în urma 
transfecţiei prin tratare cu G418 şi construcţii plasmidiali de tipul -3038 CEBPα 
pGL-3bazic care conţin haplotipurile 1,2,3 şi 4 precizate în introducerea capitolului 
5 inserate în vectorul pGL-3 bazic descris la subcapitolul 4.4.1 (anexa 8.3). 

 Clonarea plasmidelor  
S-au transformat celulele competente DH5α folosind 1 µl din vectorii pcDNA3 şi 
construcţii plasmidiali 1111, 1222, 2122 şi 1122 şi 50 µl de celule competente 
folosind protocolul descris la capitolul IV.2.1.12. Clonele selectate pozitiv pentru 
transformare s-au folosit în continuare pentru obţinerea ADN-ului plasmidial din 
maxiculturi folosind kit-ul EndoFree Plasmid Maxiprep (Qiagen) cu protocolul 
prezentat la capitolul II.5. 2.1.8. 

 Optimizarea procesului de transfecţie stabilă a celulelor 3T3-
F442A 

a.Transfecţia celulelor 3T3-F442A cu un singur plasmid (pcDNA3) 
S-a utilizat metoda descrisă de  Sambrook şi colab. [352] pentru transfecţia 
celulelor 3T3-F442A mediată de fosfatul de calciu care formează un precipitat cu 
ADN-ul plasmidial care se doreşte a fi introdus în celulă. O populaţie de 0,66 x 10 5 

celule 3T3 F442A a fost cultivată în fiecare godeu al unei plăci cu 6 godeuri. S-au 
utilizat cantităţi variabile de pcDNA3 de 0, 100, 300, 600, 900 şi 1200 ng DNA care 
s-a adăugat la volumul corespunzător de soluţie tampon 0,1 xTE aşa încât să rezulte 
un volum final de amestec de 220 µl.  La amestecul de mai sus s-au adăugat 250 µl 
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de soluţie tampon 2xHBS (HEPES buffer) a cărui compoziţie este în anexa 8.2şi 31 
µl clorură de calciu 2M adăugată foarte încet. Amestecurile de reacţie s-au incubat la 
21°C timp de 30 min pentru a permite formarea precipitatului. Acest amestec de 
reacţie a fost adăugat la celule amestecând foarte încet placa pe care sunt cultivate 
celulele. Celulele astfel pregătite au fost incubate la 37°C timp de 4 h, după care 
fosfatul de calciu s-a îndepărtat prin aspirare şi celulele s-au spălat cu o soluţie 
1xPBS (anexa 8.1). Între timp, un amestec de soluţie tampon 2x HBS şi soluţie 
glicerol 30% în raport volumetric 1:1 a fost pregătit şi, după spălarea celulelor cu 
1xPBS, 1 ml din acest amestec s-a adăgat la ficare godeu la un interval exact de 10 
sec. Celulele au fost incubate la temperatura camerei exact 2 min, după care s-a 
făcut spălarea celulelor cu 4 ml de 1xPBS şi s-a adugat mediu de cultură DMEM 
suplementat.   
Celulele au fost menţinute la incubator în condiţiile descrise anterior fără antibioticul 
de selecţie G418 timp de 24 de ore, după care s-a schimbat mediul de cultură cu un 
mediu nou ce conţine G418 într-o concentraţie de 0,3 mg/ml necesară pentru 
selecţia pozitivă a celulelor transfectate stabil cu pcDNA3. Procesul de selecţie a 
durat 10 zile, timp în care mediul de cultură cu antibioticul G418 era schimbat la 2-3 
zile. Tratamentul cu antibiotic G418 cu o concentraţie 0,3 mg/ml se aplică şi după 
cele 10 zile, chiar dacă selecţia celulelor transfectate a avut loc,  pentru a fi siguri că 
nu există contaminări cu celulele netransformate. Procesul de optimizare a dovedit 
că sunt necasare cantităţi optime de 900 ng sau 1200 ng pcDNA3 pentru 
transfectarea cu succes a celulelor 3T3-F442A.  
b. Cotransfecţia celulelor 3T3-F442A cu pcDNA3 şi construcţii plasmidiali   -
3038 CEBPα pGL-3bazic  
S-a dorit transfecţia simultană a celulelor 3T3-F442A cu pcDNA3 şi un plasmid -
3038 CEBPα pGL-3bazic specific construit pentru a conţine un anumit haplotip din 
cele precizate şi anterior : 1111, 1222, 21222 şi 1122. Pentru aceasta s-a folosit un 
amestec de pcDNA3: construct plasmidic în raport masic de 1:10. S-au utilizat 
cantităţi ale plasmidelor de 900 ng pcDNA3 : 9000 ng construct plasmidic precum şi 
1200ng pcDNA : 12 000 ng construct plasmidic. Procedeul folosit implică aceleaşi 
etape ca în etapa anterioară şi ambele situaţii experimentale au ca rezultat formarea 
unui număr mare de clone stabile cotransfectate cu ambele plasmide. S-a ales 
raportul de pcDNA3: construct plasmidic să fie optim şi din punct de vedere 
economic, adică cel de 900 ng :9000ng şi selectarea celulelor cotransfectate prin 
tratarea cu 0,3 mg/ml de G418.  
II.5.3.1.4. Analiza expresia genei reporter (luciferază-luc) folosind metoda 
Dual-Luciferase® Reporter Assay System 
Pentru a analiza expresia genei luciferază în preadipocite şi adipocite complet 
diferenţiate s-au cotransfectat preadipocitele din linia celulară 3T3-F442A cu 
vectorul pcDNA3 şi, pe rând, cu fiecare dintre cei patru construcţi plasmidiali, iar 
celulele transfectate stabil cu cele două plasmide au fost supuse procesului de 
diferenţiere celulară descrisă la capitolul anterior. Metoda utilizată este Dual-
Luciferase® Reporter Assay System (Promega) (Technical Manual #TM040) care 
utilizează două luciferaze reporter permiţând măsurarea rapidă şi secvenţială a 
activităţii celor două luciferaze: firefly (Photinus pyralis) şi sea pansy (Renilla 
reniformis) în lizatul celular. Ambele luciferaze sunt proteine codificate de gena luc+ 
care se găseşte în secvenţa unor vectori specifici: luciferaza firefly este codificată de 
gena luc+ din structura vectorului pGL3-bazic, în timp ce Renilla este codificată de 
gena aflată în secvenţa vectorului phRL-TK. Reacţiile chimice care stau la baza 
emisiei de fotoni ca şi chemiluminiscenţă sunt redate în fig.84. Luciferaza Renilla 
produce o luminiscenţă de 6 ordine de mărime mai mică decât Firefly şi este 
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folosdită pentru normalizarea activităţii relative a luciferazei Firefly. Pentru obţinerea 
lizatului celular, 100 µl 1xPLB (passive lysis buffer)(Promega) s-au adăugat la 
celulele din fiecare godeu al plăcii de 6x6 mm2 , această etapă fiind urmată de 
incubarea amestecului la temperatura camerei timp de 20 min , timp în care se 
amestecă uşor prin mişcarea lentă a plăcii de cultură.  Din fiecare lizat celular, s-au 
pus 20 µl în fiecare godeu al unui suport cu 96 de godeuri şi suportul a fost plasat 
într-un luminometru PhL (Mediators PhL) în scopul determinării activităţii luciferazei. 
S-a utilizat un set de reactivi DLR™ (Promega) care permit măsurarea activităţii 
celor două luciferaze secvenţial din aceeaşi probă. Prin adăugarea a 100 µl din 
reactivul LAR II (Luciferase Assay Reagent II) în fiecare godeu cu lizat celular este 
permisă începerea şi desfăşurarea primei reacţii din fig de mai sus şi după 10 
secunde cu o perioadă de precitire de 2 sec se citeşte activitatea luciferazei Firefly. 
După citirea luminiscenţei, reacţia se stinge prin adăugarea a 100 µl din reactivul 
Stop &Glo™ care iniţiază reacţia catalizată de Renilla şi care descreşte încet în timp 
în decursul experimentului. Datele au fost interpretate cu ajutorul unui software 
specific Mediators PhL Software. Activitatea luciferazei Firefly este raportată la 
activitatea luciferazei Renilla pentru normalizare obţinându-se astfel unităţi arbitrare 
de măsură ale activităţii luciferazei Firefly. Aceste unităţi arbitrare au fost folosite 
pentru a determina procentul de activitate al luciferazei Firefly raportat la 
constructul -3038 CEBPα pGL-3bazic care s-a presupus a fi 100%. 

 
Fig.84. Reacţiile de bioluminescenţă catalizate de cele două luciferaze (Promega) 

 
II.5.3.1.5. Analiza şiftului de electromobilitate (Electromobility Shift Assay- 
EMSA) 
 
Metoda este folosită pentru investigarea interacţiunilor dintre proteinele nucleare şi 
anumite secvenţe reglatoare de ADN dublu catenar precum şi la discriminarea 
diferenţelor între alelele polimorfice în ceea ce priveşte interacţiunea cu proteinele 
nucleare.  
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Tehnica permite vizualizarea complexelor stabile proteine-ADN care migrează mai 
lent printr-un gel denaturant de poliacrilamidă decât oligonucleotidele 
necomplexate. Pentru vizualizare, metoda originală presupunea marcarea 
radioactivă cu 32P a oligonucleotidelor dublu catenare de analizat şi pentru aceasta 
se foloseau [γ 32P]-ATP şi T4 polinucleotid kinază. Această metoda însă era limitată 
de faptul că probele marcate radioactiv aveau o durată de viaţă scurtă, radiaţia 
emisă scăzând foarte repede în timp; de asemenea metoda este potenţial 
periculoasă din punct de vedere al manipulării substanţelor radioactive. Astăzi 
metoda marcării fluorescente a primerilor pe catena sens la capătul 5` este din ce în 
ce mai folosită deoarece primerii au o durată de viaţă mai mare şi detecţia se face 
cu un detector de fluorescenţă. 
Proteinele nucleare folosite în experimentele EMSA se obţin fie din extractul nuclear 
fie se face analiza pe întreg extractul celular. Pentru evitarea legării nespecifice a 
proteinelor nucleare prin adsorbţie la nucleotide se utilizează un competitor 
nespecific poli (dI dC) care se adaugă la amestecul de reacţie înaintea 
oligonucleotidelor marcate fluorescent şi competiţionează pentru legarea proteinelor 
nucleare cu competitorul specific reprezentat de oligonucleotidele nemarcate 
fluorescent.  
Extracţia factorilor nucleari 
Pentru extracţia factorului nuclear s-au utilizat celule 3T3-F442A provenind de la 5 
flacoane T162 cm3 şi crescute până la confluenţa de 100%. Dintr-unul din flacoane 
s-a făcut determinarea densităţii celulelor cu hemocitometrul dintr-un amestec de 
50 µl de supspensie de celule şi 50 µl colorant Tripan Blue. În vederea extracţiei s-a 
îndepărtat mediul de cultură din flacoane, s-au spălat celulele de două ori cu câte 5 
ml 1xPBS, după care, pentru fiecare 1x 10 6 celule/ml s-au adăugat 1 ml de tampon 
1xPBS răcit în gheaţă. Pentru favorizarea resupendării celulelor de pe suprafaţa 
flaconului se foloseşte un scalpel special. S-a distribuit suspensia de celulele în 
tuburi Eppendorf de 1.5 ml şi s-a centrifugat timp de 1 min la 4000 rpm şi 4 ºC. S-a 
îndepărtat supernatantul, iar depozitul de celule obţinut în urma separării s-a 
resuspendat în 400 µl soluţie tampon de liză A rece (anexa 8.4) şi s-a menţinut în 
gheaţă timp de 10 min pentru ca celulele să fie lizate. Amestecul astfel obţinut a 
fost vortexat 10 sec şi centrifugat 10 sec la 14 000 rpm şi 4 ºC. Depozitul obţinut în 
urma centrifugării care conţine nuclei s-a resuspendat în 100 µl soluţie tampon C 
(anexa 8.4)  şi incubat 20 min în gheaţă pentru liza nucleilor. Amestecul obţinut în 
urma acestor etape a fost centrifugat 2 min la 14 000 rpm şi 4 ºC. Supernatantul 
care conţine factorii nucleari a fost folosit pentru cuantificarea cantităţii de proteină 
totală cu nanodrop-ul, după care a fost transferat în tuburi Eppendorf în volume de 
40 µl respectiv 80 µl necesare unei analize EMSA şi păstrate la  -80 ºC. 
Designul oligonucleotidelor 
Oligonucleotidele utilizate în  EMSA sunt concepute aşa încât fiecare secvenţă 
oligonucleotidică fie că este în sens, fie că este în antisens, conţine în mijlocul său 
alela polimorfică de interes iar de o parte şi de alta a acesteia căte 14 baze. În 
EMSA sunt necesari primeri fluorescenţi marcaţi cu un colorant fluorescent la capătul 
5` al secvenţei sens iar competitorii specifici sunt primeri nemarcaţi fluorescent . 
Primerii au fost procuraţi de la Invitrogen. Secvenţele oligonucleotidelor folosite 
pentru investigarea celor patru polimorfisme -2970G/A, -2269 C/T -1801C/T, -1050 
C/G sunt prezentate în tabel 69. 
Oligonucleotide SP1 care reprezintă competitorul nespecific sunt obţinuţi prin 
bunăvoinţa doamnei Amy Jones, PhD student la Departamentul de Medicină 
Moleculară Vasculară al laboratoarelor Light. 
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Oligonucleotidele de interes trebuie să fie dublu catenare pentru a interacţiona cu 
proteinele nucleare.Generarea ADN-ului dublu catenar de interes s-a făcut 
parcurgând următoarele etape. 

 s-au amestecat volume egale de oligonucleotide sens şi antisens, fiecare cu 
concentraţia de 100 ng/ µl 

 amestecul de primeri a fost încălzit la 100 ºC timp de 10 minute după care a 
fost răcit lent la frigider peste noapte 

 pentru a verifica formarea ADN-ului dublu catenar, oligonucleotidele 
pregătite anterior au fost supuse migrării electroforetice în gel de agaroză 
1% timp de 30 min şi vizualizate în lumină UV : 

 
Fig.85. Rezultatele migrării electroforetice ale primerilor corespunzători 

polimorfismului -2970 A/G în gel de agaroză 1% în comparaţie cu markerul ADN 
Superladder low 100 bp 

 
 s-a decupat din gel banda corespunzătoare fiecărui primer şi s-a purificat 

ADN-ul din gel cu ajutorul unei coloniţe de separare Costar Spin X Column 
proces care implică doar centrifugarea coloniţei în care s-au pus porţiuni cât 
mai mici de gel la viteza maximă timp de 20 minute. Impurităţile rămân pe 
coloană iar soluţia de ADN rezultată în urma centrifugării este supusă unui 
proces ulterior de purificare cu etanol urmând etapele descrise la capitolul 
II.6.1.1.4. dar folosind un raport volumetric 1:2:0.1 de soluţie ADN: etanol 
95%: acetat de sodiu 3M (pH=4,6).  

 Soluţia de ADN purificat este supusă cuantificării cu nanodropul, 
concentraţia fiind exprimată în μg/μl.   

 
Tabel 69.  Secvenţa oligonucleotidelor folosite în EMSA cu precizarea că aceşti 
primeeri sunt nemarcaţi fluorescent. Adiţional, pentru fiecare alelă a fiecărui 

polimorfism s-a comandat un primer fluorescent pe secvenţa forward 

Alela Secvenţa oligonucleotidică (5’ → 3’) 

-2970G F CAG CCC TGT CTG CGG ATC CAG CCT TAT CT 
R AG ATA AGG CTG GAT CCG CAG ACA GGG CTG  

-2970A F CAG CCC TGT CTG CGA ATC CAG CCT TAT CT 
R AG ATA AGG CTG GAT TCG CAG ACA GGG CTG 

-2269 C F AA TGA AGT CCC ATC CCC TAC TCC TTC TGT 
R ACA GAA GGA GTA GGG GAT GGG ACT TCA TT 

-2269 T F AA TGA AGT CCC ATC TCC TAC TCC TTC TGT 
R ACA GAA GGA GTA GGA GAT GGG ACT TCA TT 

-1801C F AC CGC AGA AAA AAA CGC AAA TCG CTC TTG  
R CAA GAG CGA TTT GCG TTT TTT TCT GCG GT  

-1801T F AC CGC AGA AAA AAA TGC AAA TCG CTC TTG 
R CAA GAG CGA TTT GCA TTT TTT TCT GCG GT 

-1050C F GA GTT CTC CCT GTG CGT GCT CGG ACC TGG 
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R CCA GGT CCG AGC ACG CAC AGG GAG AAC TC 

-1050G F GAG TTC TCC CTG  TGG GTG CTC GGA CCT GG 
R CCA GGT CCG ACC ACC CAC AGG GAG AAC TC 

SP1 F ATT CGA TCG GGG CGG GGC GAG C 
R TAA GCT AGC CCC GCC GCC CCG CTC G 

 
Optimizarea EMSA  
Optimizarea reacţiilor EMSA s-a realizat cu scopul de a determina concentraţia 
optimă a primerilor care trebuie folosită pentru formarea complexelor ADN-proteine 
nucleare. S-au folosit diferite concentraţii ale primerilor: 0,015; 0,03; 0,04 şi  0,06 
pmoli/ µl şi diferite cantităţi de nuclear extract : 10, 25, 40 şi 80 µg . Valorile optime 
determinate au fost pentru o concentraţie a primerilor fluorescenţi de 0,06 pmoli/ µl 
şi o cantitate de 80 µg de extract nuclear (40 µl).  
Pentru fiecare reacţie s-au utilizat 50 µl apă bidistilată sterilă şi volumul dorit de 
extract nuclear la care s-au adăugat 1 µl poli (dIdC) şi 40 µl din soluţia tampon 
(binding buffer) necesară formării complexelor ADN-proteine (anexa 8.5). Amestecul 
s-a incubat 10 min. în gheaţă, apoi s-au adăugat primerii fluorescenţi incubându-se 
30 min la temperatura camerei pentru a permite formarea complexelor respective. 
Pentru a îndepărta excesul de persulfat de amoniu folosit la prepararea gelului, a 
avut loc mai întâi o premigrare fără a avea probele în godeuri la 15 ºC şi 300 V timp 
de 15 min în soluţie tampon 0,25 x TBE (vezi compoziţia în apendix nr. 12), după 
care s-au spălat godeurile cu tampon 0,25 x TBE şi s-a încărcat 40 µl din fiecare 
amestec de reacţie în godeurile din gel. Probele astfel încărcate pe gel au fost 
supuse migrării electroforetice într-un gel nedenaturant de poliacriamidă  5% 
(anexa 8.5) folosind soluţie tampon 0,25 x TBE. 
Reacţiile de competiţie EMSA  
Reacţiile de competiţie s-au desfăşurat pentru a evidenţia diferenţele în legarea 
proteinelor nucleare la secvenţa dorită de ADN determinate de existenţa celor două 
alele polimorfice de interes la nivelul secvenţei ADN ce cuprinde polimorfismul 
studiat. S-au desfăşurat reacţii de competiţie între alelele -2970G şi A, -2269 C şi T 
-1801C şi T, -1050 C şi G. La reacţiile de competiţie EMSA participă: apa bidistilată 
sterilă, volumul optim de extract nuclear, poli (dI-dC),  tamponul în care se 
desfăşoară reacţia de formare a complexului ADN-proteină şi cantitatea optim 
determinată de primeri fluorescenţi specifici fiecărei alele aşa cum au fost descrise 
anterior. Se mai  folosesc : competitorul specific care este primerul nemarcat 
fluorescent ce conţine alela analizată şi care competiţionează cu primerul fluorescent 
pentru legarea proteinelor nucleare, cross-competitorul reprezentat de primerul 
nemarcat fluorescent care conţine cealaltă alelă corespunzătoare polimorfismului 
analizat şi care poate competiţiona sau nu cu primerul fluorescent conţinând cealaltă 
alelă pentru legarea extractului nuclear. De asemenea s-a mai folosit un competitor 
nespecific care este SP1 Consensus oligo care corespunde unui factor de transcripţie 
O-glicozilat care conţine în situsul său de legare a ADN 3 structuri de tip deget de 
zinc. Compoziţia amestecurilor de reacţie folosite pentru discriminarea alelică este 
notată în tabelul 70. 
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Tabel 70. Volumele participanţilor la reacţiile de competiţie EMSA folosite la 
discriminarea diferenţelor între două alele ipotetice  A şi B  ale unuim 

polimorfism studiat, unde  marcat A reprezintă primerul marcat fluorescent 
spcific alelei a , nemarcat A sau B reprezintă primerii nemarcaţi fluorescent 

specifici celor două alele 
Reacţia Apă 

bidistilată 
sterilă 
(μl) 

Poli 
(dI-
dC) 
(μl)

Soluţie 
tampon 
(μl) 

Competitor 
(pmoli) 

Extract 
nuclear 
(μl) 

Primer 
fluorescent 

Control negativ X 1 40 - 40 1.5 pmoli 

Control pozitiv X 1 40 - 40 1.5 pmoli 

Marcat A + 1x 
competitor A 
nemarcat  

X 1 40 1,5 
nemarcat 
A 

40 1.5 pmoli 

Marcat A + 3x 
competitor A 
nemarcat 

X 1 40 4,5 
nemarcat 
A 

40 1.5 pmoli 

Marcat A + 5x 
competitor A 
nemarcat 

X 1 40 7,5 
nemarcat 
A 

40 1.5 pmoli 

Marcat A + 1x 
cross competitor B 
nemarcat 

X 1 40 1,5 
nemarcat 
B 

40 1.5 pmoli 

Marcat A + 3x 
cross competitor B 
nemarcat 

X 1 40 4,5 
nemarcat 
B 

40 1.5 pmoli 

Marcat A + 5x 
cross competitor B 
nemarcat 

X 1 40 7,5 
nemarcat 
B 

40 1.5 pmoli 

Marcat A + 1x 
competitor 
nespecific SP1 

X 1 40 1,5 
nemarcat 
SP1 

40 1.5 pmoli 

Marcat A + 3x 
competitor 
nespecific SP1 

X 1 40 4,5 
nemarcat 
SP1 

40 1.5 pmoli 

Marcat A + 5x 
competitor 
nespecific SP1 

X 1 40 7,5 
nemarcat 
SP1 

40 1.5 pmoli 

  
II.5.3.2.REZULTATE ŞI DISCUŢII 

 
Analiza computaţională a 3000 bp din promotorul genei  C/EBPα şi a ARNm 
corespunzător genei  C/EBPα 
 
1. Localizarea cromozomială a genei C/EBPα 
 
Gena C/EBPα este localizată la nivelul cromozomului 19 poziţia q13.1 (fig.86). 
Folosind motorul de căutare NCBI Entrez (www.ncbi.nlm.nih.gov/ENTREZ/) s-a 
localizat un fragment de 3000 bp din promotorul C/EBPα la nivelul clonei CTD-
2540B15, AC.008738.6, NT_011109 cu ajutorul secvenţei cu numărul de acces 
U34070 folosind programul NCBI BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  
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Fig. 86. Poziţia genei C/EBPα la nivelul cromozomului 19 

uman obţinută din baza de date NCBI Entrez 
  
Deoarece secvenţa AC.008738.6 a fost adaptată la AC.008738.7, am comparat cele 
două secvenţe folosind programul BLAST2Sequences 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html) şi am constatat că secvenţele 
promotorilor corespunzătoare celor două secvenţe sunt în antisens, dar nu există 
diferenţe la nivel nucleotidic. În continuare, am considerat pentru analizele 
bioinformatice ulterioare secvenţa AC.008738.6. Studiind contextul genomic în care 
se află gena C/EBPα realizat cu MapViewer de la NCBI Entrez 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/mapscgi?ORG=hum&MAPS=ideogr,10C&VERBOSE
=ON&CHR=19) arată existenţa unei gene corespunzătoare unei proteine ipotetice 
FLJ12355 la nivelul locusului 19q13.12 al cărei mRNA este în antisens faţă de  
secvenţa sens a promoterului genei C/EBPα (start -624; stop -1091).  
 
2. Identificarea situsurilor FT existente în promotorului C/EBPα 
 
A fost analizată o regiune din promotorul genei C/EBPα de 3000 bp reprezentând 
secvenţa genomică “wild-type” Au fost analizate pe rând fragmente de câte 500 bp 
din această secvenţă. Au fost identificate cu ajutorul programului MatInspector mai 
multe elemente cu potenţial reglator mare. Printre ele se află unele elemente care 
au mai fost menţionate în literatură ca fiind implicate în reglarea expresiei C/EBPα în 
adipogeneză : Sp-1 şi Sp-3, PPARγ, USF, COUP/AP-2α, CREB,E2F, TCF-4, STAT5A. 
În plus au fost identificate situsuri pentru recunoaşterea şi legarea factorilor de 
transcripţie hepatocitari HNF-1 şi HNF-4, precum şi pentru proteina p53,Egr-1, Ap-4, 
GATA-1, Oct-1, cMyb şi NF-kβ.  
Regiunea de 3000 bp din secvenţa promotorului C/EBPα uman conţinând cele 4 
situsuri polimorfice identificate de Claire Bennet (Light Laboraories, University of 
Leeds, UK) a fost analizată şi ea cu programul MatInspector iar situsurile create sau 
distruse de existenţa polimorfismului în poziţiile respective din secvenţa 
promotorului sunt prezentate în tabelul nr.71. Polimorfismul -2970 G/A nu distruge 
nici un situs corespunzător unui factor de transcripţie. Polimorfismul -2269 C/T nu 
creează nici nu distruge nici un situs de legare a vreunui factor de transcripţie. 
Polimorfismul -1801 C/T, prin prezenţa alelei rare T generează un situs de legare 
Oct-1. Existenţa alelei comune C corespunzătoare polimorfismului -1050 C/G 
determină existenţa unui situs slab de recunoaştere pentru p53 şi a unui situs 
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DRE/XRE (ARNT), în timp ce alela rară G crează un situs Gli-1 care, în această 
situaţie, va fi conservat la toate cele trei speciile. 
 
Tabel 71. Situsurile de recunoaştere şi legare a factorilor de transcripţie din secvenţa 
promotorului C/EBPα create sau distruse de existenţa alelelor rare corespunzătoare 

polimorfismelor de interes 

Alela 
polimorfica 

Factorul  
de 
transcripţie 

Secvenţa de 
recunoaştere 
(5`-3`) 

Situsul predictiv de 
legare a FT în 
secvenţa ADN a 
promotorului C/EBPα

Localizarea 
situsului 
identificat în 
secvenţa 
promotorului 

-2269 C MZF1  GAGGGGAA 
Morris J. Et 
al., 1994 

taGGGGatg -2273-2265 

-1801 T Oct-1 
 

ATGCWAAT 
Lundback et 
al., 2000 
Van Leuwen 
et al.,1997 

aaaATGCAATcgc -1802-1796 

-1050 G 
 

Gli-1 AGGGTGCTC 
Dahmane et 
al., 1997 

ctgTGGGTGCTGgg -1052-1044 

-1050 C 
 

p53 
 

GGACATGCCC 
Funk et 
al.,1992 

cctGTGCGTGCTCgga -1053-1044 

 -1050 C 
 

DRE/XRE TNGCGTG 
Swanson et 
al., 1992 

tGTGCGTGctc -1053-1047 

 
3. Compararea secvenţelor nucleotidice ADN corespunzătoare promotorilor 
genei C/EBPα la om, şoarece şi şbolan 
 
Ca şi în cazul analizei computaţionale a genei EC-SOD, şi în acest caz s-au folosit 
toate cele trei programe computaţionale Foot Printer 
(http://bio.cs.washington.edu/software), PIPMaker (http://bio.cse.psu.edu), Clustal 
W (www.ebi.ac.uk ) pentru compararea celor trei secvenţe (un fragment de 3000 bp 
din promotorul genei C/EBPα umane şi fragmente de câte 3000 bp din promotorul 
genei  C/EBPα provenind de la şoarece şi şobolan). Programul PIP Maker [259] a 
fost folosit pentru compararea a câte două secvenţe (om-şoarece, om-şobolan şi 
şoarece-şobolan). Rezultatul comparaţiei şoarece – şobolan a arătat că există mai 
multe fragmente care se aliniază cu un  scor de similaritate de 85% între promotorul 
genei C/EBPα la cele două specii, comparativ cu similarităţile om-şobolan şi om-
şoarece care arată un număr mic de fragmente aliniate care au identitate mai mică 
de 75%. Aceste scoruri de similaritate sunt în concordanţă cu analiza Clustal W care 
a arătat un scor obţinut în urma alinierii secvenţelor umane, murine şi celei 
provenind de la şobolan de  40% (om-şoarece), 41% (om-şobolan) şi 85% 
(şoarece-şobolan).  
Analiza Foot Printer (http://bio.cs.washington.edu/software) [260] a celor 3000 bp 
din promotorul genelor C/EBPα provenind de la om, şoarece şi şobolan s-a realizat 
prin compararea a câte 500 bp din secvenţele respective, programul realizând 
compararea succesivă pe ferestre de câte 100 bp în scopul identificării de motive 
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structurale (10 bp) conservate la cele trei specii de-a lungul evoluţiei. (anexa 9.1) 
Aceste motive conservate au o probabilitate mare de a fi funcţionale .  
Analiza fragmentului cuprins între -3000 bp şi -2500 bp a dus la identificarea 
a două clustere cu motive structurale conservate la cele trei specii analizate. 
Identificarea secvenţelor corespunzătoare acestor motive structurale şi compararea 
cu rezultatele analizei Genomatrix au condus la poziţionarea GATA box pe catena (–) 
cu o similaritate cu secvenţa centrală de recunoaştere 5`-GATAR-3` de 1.000. 
Polimorfismul -2970 G/A nu se află într-o secvenţă cu grad mare de omologie 
(anexa 9.2). 
 Analiza fragmentului cuprins între -2500 bp şi -2000 bp (anexa 9.3) 
a arătat o mare similaritate între şoarece şi şobolan la nivelul fragmentelor 
analizate, identificându-se 7 clustere omoloage. La nivelul secvenţei umane, s-a 
regăsit un cluster omolog cu cel de la şoarece şi şobolan. La nivelul acestui cluster 
nu s-a identificat nici un situs de legare pentru vreun factor de transcripţie. 
Rezultatele analizei Clustal W indică faptul că situsul polimorfic -2269 C/T se află 
într-o regiune cu omologie mică, prezenţa alelei rare, care se regăseşte la secvenţa 
corespunzătoare de la şoarece şi şobolan distruge un situs MZF1.  
 Analiza fragmentului cuprins între -2000 bp şi -1500 bp (anexa 9.4) 
a relevat 7 clustere conservate la nivelul fragmentelor analizate. Acest fapt denotă 
că aceste regiuni manifestă un potenţial reglator semnificativ. Studiindu-se situsurile 
posibile pentru FT din aceste regiuni s-a identificat numai un situs slab de legare 
pentru HNF-4 cu secvenţa 5`-CAGAG-3` (secvenţa de recunoaştere este 5`-
CAWAR-3`, [343]). Este posibil ca acest situs să nu funcţioneze ca situs de 
recunoaştere şi legare a  HNF-4 sau să aibă un efect mic în reglarea transcripţiei 
genei C/EBPα. Alinierea Clustal W în vederea stabilirii omologiei regiunii care 
cuprinde polimorfismul -1801 C/T a relevat faptul că polimorfismul este poziţionat 
într-o regiune cu omologie mică, iar prezenţa alelei rare -1801T duce la conservarea 
alelei ancestrale T. Situsul de recunoaştere  (5`-ATGCWAAT-3`), pentru Oct-1 
[265,266] generat de existenţa alelei rare -1801T în secvenţa umană nu se menţine 
şi în cazul celorlalte două secvenţe. 
 Analiza fragmentului cuprins între -1500 bp şi -1000 bp (anexa 9.5) 
a arătat şi în acest caz un înalt grad de similaritate între secvenţa promotorului 
C/EBPα la şoarece şi şobolan. Secvenţa umană prezintă omologie relativ scăzută cu 
secvenţele corespunzătoare celorlalte două specii. Din cele 10 clustere identificate 
la nivelul secvenţelor provenite de la rozătoare  numai primele 6 sunt conservate şi 
la secvenţa umană. Folosirea combinată a metodelor computaţionale a demonstrat 
existenţa unui situs pentru recunoaşterea şi legarea USF (factor de stimulare din 
amonte) conservat la cele trei specii conform secvenţei de recunoaştere 5`- 
NNCACGTGNN -3` [307]. Acest lucru subliniază importanţa acestui factor de 
transcripţie în reglarea transcripţiei C/EBPα. Situsul de recunoştere pentru Sp-1 
este conform celei descrise în literatură (5`-GGGCGG-3`-[310]) pentru secvenţa 
umană, iar pentru şoarece şi şobolan diferă printr-o bază. Poziţionarea situsului 
pentru Sp-1 în clustere de înaltă omologie la şoarece şi şobolan în timp ce la om 
este într-o regiune cu un grad mic de omologie precum şi situsul de recunoaştere 
mai slab sugerează că este posibil ca acest situs să nu funcţioneze ca şi situs de 
recunoaştere pentru Sp-1. În ceea ce priveşte analiza regiunii care cuprinde situsul 
polimorfic -1050C/G s-a constatat că prezenţa alelei comune C generează un situs 
bipartit pentru p53 şi DRE/XRE. Situsurile de recunoaştere descrise în literatură 
pentru cei doi factori sunt: 5`-GGACATGCCC-3` [295] respectiv 5`-TNGCGTG-3` 
[353]. Prezenţa alelei rare G ( prezentă de altfel la şoarece şi şobolan) crează un 
situs de recunoaştere a factorului Gli-1 (5’-AGGGTGCTC-3’;[354]). Poziţionarea 
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acestui situs la nivelul clusterului 24 la şoarece şi şobolan , sugerează că această 
regiune poate fi implicată în reglarea expresiei genei C/EBPα. Toate acestea indică 
un posibil rol reglator al factorilor p53, DRE/XRE şi Gli-1 în reglarea expresiei genei 
C/EBPα.  
 Analiza fragmentului cuprins între -1000 bp şi -500 bp a pus în 
evidenţă 4 clustere formate din mai multe motive conservate care evidenţiază 
această regiune ca fiind de mare omologie la toate cele trei specii. Analiza 
fragmentului a evidenţiat existenţa unei casete GC care are similaritate cu secvenţa 
centrală de recunoaştere de 1.000 (5’-GGGNG-3’;[269]) ceea ce sugerează un 
potenţial reglator ridicat al acestui factor de transcripţie. Analiza a reflectat faptul că 
situsul de legare E2F la secvenţa umană diferă de secvenţa de recunoaştere (5’-
SGCSSAAA-3’; [276]) ceea ce denotă că acest situs este slab, deci E2F are potenţial 
reglator mai redus în această situaţie. S-a mai identificat o secvenţă TATA box  în 
cazul secvenţei umane, care se află într-o regiune omoloagă cu secvenţele 
rozătoarelor dar situsul de recunoaştere în cazul acestora nu corespunde cu 
secvenţa de recunoaştere (5`-TATAAA-3`,[269]), ceea ce demonstrează că este 
puţin probabil ca situsul să fie funcţional. 
 Analiza fragmentului cuprins între -500 bp şi +1bp a evidenţiat 
regiunea ca fiind una de omologie ridicată în care s-au identificat 10 clustere de 
înaltă omologie. Poziţionarea acestui fragment de 500 bp în proxima vecinătate a 
punctului de start al transcripţiei face din aceasta o regiune foarte importantă din 
punct de vedere al reglării procesului de transcripţie. Rezultatele Foot Printer şi 
Genomatrix au demonstrat existenţa mai multor situsuri necesare legării factorilor 
de transcripţie (Sp-1, p53, TATA box, USF, E2F ) în clusterele de înaltă omologie 
identificate la cele trei specii. Situsul corespunzător lui p53 are o probabilitate mai 
mică de a fi funcţional deoarece situsul existent în secvenţă 5`-GGACAGGCCT-3` 
diferă cu două nucleotide faţă de situsul de recunoaştere existent în literatură 5`-
GGACATGCCC-3` [295]. De asemenea situsul de recunoaştere pentru Sp-1 este 
poziţionat într-o regiune conservată, dar situsul corespunzător pe secvenţa umană 
de recunoaştere 5`-CCGCCC-3` diferă de cel identificat pe celelalte două secvenţe şi 
de asemenea, situsul de recunoaştere este slab comparativ cu secvenţa consensus: 
5`-GGGCGGG-3` [310], ceea ce indică faptul că acest factor de transcripţie are 
probabilitate destul de mică de a fi funcţional. Factorul nuclear hepatic, HNF-4, a 
fost identificat prin programul MatInspector de la Genomatrix în secvenţa umană cu 
probabilitate mică de a fi funcţional fiind parţial conform cu secvenţa de 
recunoaştere (5`-CAWAR-3`, [343]). Deşi situsurile de recunoaştere a HNF-4 , 
parţial conforme cu secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură, s-au regăsit la 
nivelul clusterului 35 la şoarece şi şobolan, la om acesta nu s-a regăsit la nivelul 
vreunui motiv structural conservat identificat cu programul Foot Printer aşa cum se 
poate vedea în anexa 6. Caseta TATA-box  identică cu secvenţa de recunoaştere 
descrisă în literatură 5`-TATAAA-3`, a prezentat un grad înalt de omologie la toate 
cele trei specii. Caseta TATA a fost identificată la nivelul clusterului 39, fiind 
identificată anterior şi de Timchenko şi colab., subliniind încă o dată rolul important 
în iniţierea procesului de transcripţie al acestui situs poziţionat în regiunea proximală 
a promotorului. S-au mai identificat de asemenea  situsuri pentru legarea factorilor 
de transcripţie USF (factorul de stimulare din amonte) şi WT1 (supresorul tumoral 
Wilms) ale căror secvenţe specifice prezintă o mare omologie la toate cele trei 
specii. Secvenţele de recunoaştere identificate în secvenţele analizate pentru 
legarea USF şi WT1 corespund celor descrise în literatură : 5`- NNCACGTGNN -3` 
[307]  respectiv 5`-CGCCCCCGC-3` [355] ceea ce denotă o probabilitate mare ca 
aceşti factori să fie funcţionali. 
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4. Insulele CpG la nivelul promotorului genei C/EBPα provenită de la om, 
şoarece şi sobolan 
 
Pentru identificarea zonelor cu potenţial reglator prin metilarea/demetilarea 
resturilor de citozină din cadrul insulelor CpG, s-a folosit programul şi metoda 
descrise la capitolul II.5.1.1.8.. La nivelul promotorului uman C/EBPα s-au identificat 
patru insule CpG aşa cum este prezentat în tabelul 72, iar la nivelul promotorului 
C/EBPα de la şoarece şi şobolan 4 respectiv 5 insule cu poziţiile notate în tabelele 
73-74. 

Tabel 72  Insulele CpG în promotorul C/EBPα uman 

Nr. 
crt 

Numărul de 
perechi de 
baze 

Poziţia în 
promotor 

Conţinutul 
% CG 

Raportul 
Obs./Exp. 

1 56 De la -1840 la -1735 53,57 % 0,77 

2 103 De la -1494 la -1392 59,52% 0,78 

3 1078 De la -1367 la -290 70,78% 0,82 

4 274 De la -280 la -7 80,66% 0,98 

 
Tabel  73. Insulele CpG în promotorul C/EBPα la şoarece 

Nr. 
crt 

Numărul 
de perechi 
de baze 

Poziţia în promotor Conţinutul 
% CG 

Raportul 
Obs/Exp 

1 337 De la -1326 la -1090 64,09 % 0.93 

2 537 De la -992 la -455 63,13% 0.77 

3 183 De la -334 la -152 65,57% 0,77 

4 76 De la -131 la -56 61,84% 0,69 

 
Tabel  74. Insulele CpG în promotorul C/EBPα la şobolan 

Nr. 
crt 

Numărul 
de perechi 
de baze 

Poziţia în promotor Conţinutul 
% CG 

Raportul 
Obs/Exp 

1 295 De la -1479 la -1115 63,05% 0,76 

2 163 De la -1061 la -899 59,51% 0.70 

3 205 De la -862 la -658 60,00% 0.77 

4 159 De la -604 la -446 57,86% 0.91 

5 173 De la -316 la -144 68,21% 0,85 

 
Se observă că regiunile analizate au un conţinut ridicat de GC, la promotorul uman 
identificându-se 2 insule largi cu un conţinut de 70,78% GC respectiv 80,66%. Din 
analiza promotorilor genei C/EBPα pentru toate cele trei specii se observă că 
regiunile ADN bogate în GC la nivelul cărora se poziţionează insulele 3 şi 4 (de la -
1367 bp la -290 bp, respectiv de la -280 la -7) de la promotorul uman (sau parte 
din aceste insule) se regăsesc la nivelul promotorului genei C/EBPα de la şoarece 
(insulele 1, 2 şi 3) şi promotorului C/EBPα de la şobolan (insulele 1, 2 şi 5) ceea ce 
indică un posibil rol reglator al acestor regiuni asupra expresiei genei C/EBPα.  
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5. Compararea secvenţelor ARNm corespunzătoare C/EBPα la om, şoarece 
şi şobolan 

Pentru compararea secvenţelor ARNm corespunzătoare C/EBPα de la om, şoarece şi 
şobolan în vederea identificării regiunilor cu înaltă omologie la nivelul secvenţelor s-
au folosit secvenţele din baza de date NCBI Entrez cu numerele de acces : 
NM_004364.2 (homo sapiens), NM_007678.3 (mouse) şi NM_012524.2 (rattus 
norvegicus). Pentru rezultate vezi anexa 9.5. Fragmentele analizate cuprinse între 
codonul ATG start corespunzător proteinei p42C/EBPα şi codonul stop au lungimi de 
1077 bp (om), 1080 bp (şoarece) şi respectiv 1077 bp (şobolan). Analiza PipMaker 
[259] a celor 3 secvenţe ARNm a indicat, aşa cum arată diagramele pip şi dot-plot 
din fig. nr  un scor de similaritate mai mare de 75% între secvenţele ARNm om-
şobolan (procent de match 89%) şi om-şoarece (procent de match 79%) şi un scor 
de similaritate aproape de 90% între şoarece şi şobolan (procent de match 95%), 
procent confirmat şi de alinierea Clustal W: om-şoarece (82%), om-şobolan (82%) 
şi şoarece-şobolan (95%). Rezultatele alinierii Clustal W [263] arată conservarea 
codonului start corespunzător proteinelor p42C/EBPα, p38C/EBPα, p30C/EBPα, p20C/EBPα. 
Domeniul de transactivare prezintă cea mai mică omologie în timp ce domeniul de 
legare a ADN-ului şi domeniul fermoar de leucină prezintă cea mai mare omologie. 
Sunt conservate de asemenea cele 7 resturi de leucină aşa cum este prezentat în 
anexa 9.5. 
 
Evaluarea capacităţii reglatoare a promotorului C/EBPα (sălbatic şi mutant) 
la nivelul expresiei/activităţii unei gene reporter in vivo în preadipocite şi 
adipocitele mature murine (3T3-442A) 
 
În această parte experimentală a lucrării s-au verificat existenţa insertului corect 
corespunzător haplotipurilor de interes ce conţin situsurile polimorfice prezentate în 
tabelul nr. 67 prin amplificarea PCR urmată de digestie enzimatică şi obţinerea unui 
stoc de plasmide prin metoda Maxiprep. După ce existenţa insertului corect a fost 
validată, s-au pregătit celulele 3T3-F442 în vederea efectuării co-transfecţiei stabile 
cu construcţii plasmidiali de interes şi cu vectorul pcDNA3, s-a realizat co-transfecţia 
stabilă, selecţia celulelor cotransfectate cu antibiotic G418 şi diferenţierea celulelor 
transfectate de la preadipocite la adipocite, după care s-a măsurat activitatea 
luciferazei aflată sub controlul promoterului analizat prin metoda Dual-Luciferase 
Reporter Assay, urmărindu-se investigarea influenţei polimorfismelor analizate 
asupra activităţii promoterului în preadipocite şi adipocitele complet diferenţiate.  
 
Verificarea existenţei insertului corect în cei 4 construcţi plasmidici -3038 
C/EBPα pGL3-bazic 
 
Verificarea existenţei insertului s-a realizat prin amplificarea PCR a unui fragment 
din promoterul C/EBPα, selectându-se pozitiv câte 7 clone în urma transformării 
celulelor DH5α cu fiecare dintre construcţii plasmidici analizaţi. 2 μl din soluţia ADN 
rezultată prin suspensia clonelor selectate pozitiv în apă bidistilată sterilă au fost 
supuşi reacţiei de amplificare PCR cu primer PR-2 în condiţiile prezentate anterior. 
După vizualizarea fragmentelor ADN în urma migrării electroforetice în gel de 
agaroză 1% s-a observat că celulele transformate cu constructul 1222 
(corespunzător haplotipului 2) nu conţin insertul dorit şi s-au reamplificat (vezi fig. 
87). Câte două din clonele pentru care s-a demonstrat existenţa insertului la fiecare 
dintre construcţii analizaţi s-au folosit în continuare pentru purifcarea ADN-ului 
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plasmidial cu metoda Miniprep kit (Qiagen) descrisă anterior. S-a cuantificat ADN-ul 
corespunzător cu nanodropul determinându-se concentraţia ADN-ului în ng/μl.  
 

 
Fig. 87. Amplificarea PCR a ADN-ului plasmidial care conţine numărul clonei şi tipul 
constructului notate direct pe fotografia obţinută cu Chemi-Imager system software 
(Alpha Innotech Corp) ; Markerul ADN pentru compararea mărimii fragmentelor ADN 

este  Superladder low 100 bp  (ABgene) 
 
Pentru verificarea existenţei alelelor polimorfice dorite la cei patru construcţii 
plasmidiali s-a efectuat mai întâi amplificarea PCR a patru fragmente diferite din 
fiecare tip de plasmid fiecare conţinând câte unul cele patru polimorfisme de interes 
(aşa cum este prezentat în tabelul nr.64). Rezultatele reacţiei PCR au fost observate 
în urma migrării electroforetice în gel de agaroză 1% (fig.88). 
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Fig. 88.Vizualizarea fragmentelor ADN rezultate în urma reacţiilor PCR; primerii, tipul 

constructului şi numărul clonei din care provine ADN-ul folosit la amplificare sunt 
notaţi pe fotografie; Markerul ADN pentru compararea mărimii fragmentelor ADN 

este  Superladder low 100 bp  (ABgene) 
 
Reacţiile de restricţie enzimatică cu enzimele de restricţie specific alese pentru 
evidenţierea polimorfismelor de interes  s-au desfăşurat în condiţiile notate în 
tabelul 75. 
Cantităţile de enzimă au fost optimizate destul de greu, cantităţile determinate ca 
fiind optime sunt foarte mari deoarece enzimele aveau o vechime considerabilă şi de 
aceea s-a lucrat cu cantităţi mari de enzimă pe un volum de reacţie de 25 μl care 
conţine doar 5 μl produs PCR, tampon de reacţie 1x, enzimă corespunzător tabelului 
nr. 69 şi restul apă bididstilată sterilă. Produşii rezultaţi în urma reacţiilor de 
restricţie enzimatică în fiecare caz în parte sunt notaţi în tabelul 75. 
 
Tabel 75. Produşii rezultaţi în urma reacţiilor de restricţie enzimatică în prezenţa 
alelelor comune şi rare ale polimorfismelor considerate 
 

Enzime 
de 

restricţi
e 

Regiunea / 
polimorfismu
l investigate 

Secvenţa 
de 

recunoaşt
ere 

(5’ – 3’) 

Mărimea 
produsului 
PCR (bp) 

Mărimea fragmentelor 
rezultate în urma reacţiei 
de restricţie enzimatică 

BamH I PR- 4 
(-2970G/A) 

G∨GATCC 237 alela G:  9 bp, 163 bp, 65 
bp 

alela A:  9 bp , 228 bp 

Fok I PR-2 
(-2269C/T) 

GGATG(N9

/13)∨ 
473 Alela C: 57 bp , 90 bp, 108 

bp, 218 bp 
Alela T: 90 bp, 165 bp,  218 

bp 

BstU I PR1gn 
(-1801C/T) 

CG∨CG 194 Alela C: 24 bp, 170 bp 
Alela T: 194 bp 

Cac8 I Pr2 
(-1050 C/G) 

GCN∨NGC 401 Alela C: 90 bp, 179 bp, 132 
bp 

Alela G: 90 bp , 311 bp 

 
Fragmentele obţinute în urma reacţiilor de restricţie enzimatică au fost verificate 
prin separare în urma migrării electroforetice în gel de agaroză 2%, vizualizate în UV 
şi secvenţializate. 
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Fig. 89. Vizualizarea fragmentelor ADN rezultate în urma reacţiei de disgestie cu 
enzimele BstUI şi Cac8I; Markerul ADN pentru compararea mărimii fragmentelor 

ADN este  Superladder low 100 bp  (ABgene) 
 

 
Fig. 90 . Vizualizarea fragmentelor ADN rezultate în urma reacţiei de disgestie cu 
enzimele BamHI şi Fok I; Markerul ADN pentru compararea mărimii fragmentelor 

ADN este  Superladder low 100 bp  (ABgene) 
S-a constatat că fiecare construct plasmidial conţine insertul dorit şi alela de interes 
corespunzătoare haplotipului considerat. 
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Rezultatele analizei activităţii genei reporter aflată sub controlul regiunii 
promoter C/EBPα în construcţii plasmidici -3038 C/EBPα pGL3-bazic 
folosind metoda Dual-Luciferase® Reporter Assay System  
  
Expresia genei reporter s-a determinat în două momente de timp diferite: după 
obţinerea transfectanţilor stabili în  preadipocite şi după confirmarea diferenţierii 
celulare prin colorarea cu Oil Red O (II.5.3.1.3.3). S-au transfectat simultan două 
seturi independente de celule cu fiecare tip de construct plasmidial, în condiţiile 
descris la capitolul (II.5.3.1.3.4).  . Trasfectanţii stabili au conţinut haplotipurile 
prezentate în fig.91. 
 În cursul perioadei de cultivare a preadipocitelor din fiecare set s-au 
prelevat câte trei alte seturi de celule cotransfectate cu pcDNA3 şi fiecare din 
construcţii plasmidiali amintiţi mai sus. Din fiecare lizat celular s-au analizat cu 
luminometrul căte două probe de câte 20 μl pentru a urmări reproductibilitatea 
metodei analitice, făcându-se media celor două valori corespunzătoare activităţii 
genei reporter exprimată în unităţi internaţionale de măsură. În calcule s-a ţinut 
cont de concentraţia totală a proteinelor din lizatul celular raportându-se activitatea 
luciferazei la aceată valoare a proteinelor totale din fiecare lizat celular analizat. Cele 
6 seturi de valori independente obţinute în urma măsurării luminescenţei separat 
pentru preadipocite şi adipocite dieferenţiate s-au folosit pentru compararea între 
construcţii corespunzători haplotipurilor 1, 2, 3 şi 4 (sau  1222, 1122, 1111 şi, 
respectiv 2122)  printr-o metodă One-way ANOVA cu o analiză LSD Post hoc(vezi 
tabelul 76). Comparaţiile au demonstrat că între construcţii 1, 2 şi 3 nu există 
diferenţe semnificative manifestate la nivelul expresiei luciferzei, dar există  
diferenţe semnificative din punct de vedere statistic între constructul 4 şi fiecare 
dintre construcţii 2, 3 atât la preadipocite cât şi la adipocite, ceea ce sugerează 
faptul că polimorfismul -2970 G/A s-ar putea să fie funcţional.  
 

Tabel 76. Rezultatele analizei One-way ANOVA LSD Post hoc efectuată separat în 
preadipocitele 3T3-F442A şi adipocitele diferenţiate prin care se compară activitatea 
luciferazei în celulele transfectate stabil cu construcţii 1111, 1122, 2122 şi 1222. Cu 

culoare verde este notat numărul haplotipului present în fiecare construct 
 

Adipocite mature Predipocite 3T3-F442A 

Construct 
(I) 

Construct 
(J) 

Diferenţa între 
valorile medii 
(I-J) p 

Construct
(I) 

construct 
(J) 

Diferenţa între 
valorile medii  
(I-J) p 

1222 (1) 1122 (2) -2.1824833 .955 1222(1) 1122(2) -5.7874360 .849 
  1111 (3) -13.1214167 .737   1111 (3) -.9940860 .974 

  2122 (4) -90.5950833(*) .029   2122 (4) -69.5231360(*) .038 

1122 (2) 1222 (1) 2.1824833 .955 1122(2) 1222(1) 5.7874360 .849 

  1111 (3) -10.9389333 .779   1111 (3) 4.7933500 .875 

  2122 (4) -88.4126000(*) .033   2122 (4) -63.7357000 .053 
1111 (3) 1222 (1) 13.1214167 .737 1111 (3) 1222(1) .9940860 .974 

  1122(2) 10.9389333 .779   1122(2) -4.7933500 .875 

  2122 (4) -77.4736667 .058   2122(4) -68.5290500(*) .040 

2122 (4) 1222 (1) 90.5950833(*) .029 2122(4) 1222 (1) 69.5231360(*) .038 

  1122 (2) 88.4126000(*) .033   1122(2) 63.7357000 .053 
  1111 (3) 77.4736667 .058   1111 (3) 68.5290500(*) .040 
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Expresia luciferazei semnificativ mai mare la adipocitele diferenţiate transfectate cu 
constructul 3 comparativ cu cele transfectate cu constructul 1 (wild type) sugerează 
influenţa pe care prezenţa celor trei alele rare -2970A, -1801T, -1050G ar putea-o 
exercita asupra activităţii promotorului CEBPα în contextul celular. 
Acelaşi trend se observă şi în preadipocitele 3T3-F442A transfectate cu construcţii 
plasmidici respectivi.  
 

 
Fig.91 . Insertul ce conţine haplotipurile analizate introduse în plasmidul pGL-bazic 
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Analiza activităţii luciferazei a relevat următoarele aspecte: 
 
 varianta promotorului C/EBPα care conţine alelele rare -2970 A, -1801 T, -1050 

G şi alela comună -2269 C a indus o creştere a activităţii luciferazei în 
preadipocite semnificativ mai mare comparativ cu celelalte variante analizate şi 
comparativ cu varianta ce conţine secvenţa sălbatică a promotorului. În mod 
normal, activitatea promotorului C/EBPα este inhibată în preadipocite, ceea ce 
arată că aceste variante alelice induc o deblocare a activităţii promotorului.  

 Comparând activitatea luciferazei în preadipocite şi adipocitele mature s-a 
observat o scădere a expresiei luciferazei în adipocitele mature comparativ cu 
adipocitele  în cazul variantei promotorului C/EBPα care conţine alelele rare -
2970 A, -1801 T, -1050 T şi  alela comună -2269 C, în timp ce varianta ce 
conţine secvenţa ADN de tip sălbatic a înregistrat o creştere a activităţii 
luciferazei şi implicit o creştere a activităţii promotorului. 

 În cazul preadipocitelor  
⎯ varianta ce a conţinut alelele rare -2970A, -1801 T, -1050 T şi alela comună -

2269 C a avut activitatea aproape semnificativ mai mare comparativ cu varianta 
care a conţinut alele -2970G, -1801 T, -1050 T şi alela comună -2269 C 
(p=0.053) ceea ce indică faptul că varianta alelică -2970A induce creşterea 
activităţii promotorului C/EBPα. Acest lucru e surprinzător cu atât mai mult cu 
cât situsul polimorfic nu se suprapune peste nici un situs de recunoaştere a 
factorilor de transcripţie. Datorită faptului că situsul polimorfic este la 4 baze 
distanţă de secvenţa centrală GATA este posibil ca factorul GATA1 în contextul 
existenţei alelei A să aibă afinitate mai mare pentru secvenţa respectivă şi să 
activeze expresia genei aflată sub controlul promotorului C/EBPα.  

 

 
Fig.92 . Activitatea comparativă a luciferazei în preadipocitele transfectate cu 

plasmidele de interes 1 (haplotip 1222), 2 (haplotip 1122), 3 (haplotip 1111), 4 
(haplotip 2122), 5 martor 
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⎯ varianta ce a conţinut alelele rare -2970A, -1801 T, -1050 T şi alela comună -
2269 C a avut activitatea semnificativ mai mare comparativ cu varianta  de tip 
sălbatic (p=0.040) şi cu cea care a conţinut alele -2970G, -1801 T, -1050 T şi 
alela comună -2269 T (0.038) 

⎯ La compararea activităţii reporterului în cazul folosirii construcţilor  plasmidici ce 
conţin alelele  -2970G, -1801 T, -1050 T şi alela comună -2269 T  şi -2970G, -
1801 T, -1050 T şi alela comună -2269 C s-a constat că activitatea promotorului 
C/EBPα este represată în cazul primei variante, ceea ce sugerează că existenţa 
mutaţiei -2269 C>T influenţează negativ activitatea promotorului C/EBPα. Acest 
situs polimorfic este poziţionat la nivelul unui situs de recunoaştere pentru 
factorul de transcripţie MZF1 care este cunoscut drept represor al genelor ţintă.  

⎯ Prezenţa alelelor rare -1801 T, -1050 T determină o activare a promotorului 
C/EBPα comparativ cu varianta sălbatică (ns). Alela -1050 T distruge situsul de 
legare a proteinei p53 şi crează un nou situs Gli-1. Proteina p53 este cunoscută 
ca represor al unor gene implicate în ciclul celular oprind proliferarea celulară. 
Este posibil ca distrugerea situsului p53 în cazul variantei să ducă la anularea 
blocajului indus de p53 şi activarea promotorului C/EBPα. Oricum prezenţa alelei 
rare -1801T determină crearea unui situs Oct-1 pe catena complementară. Acest 
experiment sugerează că prezenţa ambelor mutaţii simultan se manifestă pozitiv 
asupra exprimării C/EBPα în preadipocitele, deşi Oct-1 are efect represor situsul 
acestuia nou creat nu este conservat şi la om şi la şoarece ceea ce face probabil 
ca legarea acestuia să fie slabă, iar efectul său ca represor să fie mai mic 
comparativ cu cel al p53 care nu se mai leagă de secvenţa specifică din 
promotorul  C/EBPα în cazul existenţei alelei. Nu se ştie ce fel de rol poate juca 
Gli-1 în preadipocite şi adipocite atâta timp cât nu se ştie dacă se exprimă sau 
nu în aces tip de celule.  

 În cazul adipocitelor mature 
 

 
Fig.93. Activitatea comparativă a luciferazei în adipocitele mature ce provin din  

preadipocitele transfectate cu plasmidele de interes 
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⎯ varianta ce a conţinut alelele rare -2970A, -1801 T, -1050 T şi alela comună 
-2269 C a avut activitatea semnificativ mai mare comparativ cu varianta 
care a conţinut alele -2970G, -1801 T, -1050 T şi alela comună -2269 C 
(p=0.033) ceea ce indică faptul că varianta alelică -2970A induce creşterea 
activităţii promotorului C/EBPα. 

⎯ varianta ce a conţinut alelele rare -2970A, -1801 T, -1050 T şi alela comună 
-2269 C a avut activitatea mai mare comparativ cu varianta  de tip sălbatic 
(p=0.058) şi cu cea care a conţinut alele -2970G, -1801 T, -1050 T şi alela 
comună -2269 T (0.029) 

⎯ La nivelul adipocitelor se constată o scădere a activităţii reporterului în cazul 
în care promotorul investigat conţine -2970G, -1801 T, -1050 T şi alela 
comună -2269 C sau varianta ce -2970G, -1801 T, -1050 T şi alela comună 
-2269 T comparativ cu varianta de tip sălbatic ceea ce indică faptul că 
ambele alele mutante -1801 T, -1050 T contribuie la represarea expresiei 
luciferazei, ceea ce se poate explica prin aceea că există un represor care 
acţionează în prezenţa acestor alele rare asupra promotorului.  

 
Evaluarea capacităţii reglatoare a promotorului C/EBPα (sălbatic şi mutant) 
prin investigarea interacţiei secvenţelor ADN de interes cu proteinele 
nucleare din adipocitele diferenţiate  
 
Tehnica diferenţei de electromobilitate EMSA s-a utilizat pentru a investiga 
interacţiunile dintre proteinele nucleare şi diferitele secvenţe de ADN care cuprind 
alelele comune sau cele rare  ale polimorfismelor investigate cu scopul de a 
evidenţia efectul prezenţei polimorfismului respectiv în recunoaşterea şi legarea 
factorilor de transcripţie. Optimizarea cantităţii de primeri şi de nuclear extract s-a 
realizat pentru ambele tipuri de celule. Pentru adipocitele mature, după procedeul 
de obţinere a extractului nuclear (N.E.) s-au cuantificat cele 16 probe conţinând un 
total de proteine între 4,68 şi 6,10 mg/ml. S-a realizat optimizarea cantităţii de 
extract nuclear cu primeri marcaţi fluorescent corespunzători alelei -2970 G, -1050 
C şi G, 1801 Cşi T. În continuare s-a folosit extractul nuclear din celulele 
preadipocite 3T3-F442A folosindu-se 45 μl extract nuclear. Rezultatele EMSA pentru 
acest tip de celule (fig.98) arată o legare specifică a competitorului specific 
încrucişat (secvenţa de oligonucleotide care conţine alela -2970 A) care 
competiţionează cu secvenţa ADN marcată fluorescent ce conţine alela -2970 G ce 
duce la scăderea intensităţii benzii corespunzătoare complexului comparativ cu 
banda corespunzătoare complexului dintre proteinele nucleare şi secvenţa 
fluorescentă conţinând alela -2970G. Acest lucru demonstrează că atât în prezenţa 
alelei G dar mai ales în prezenţa alelei rare A corespunzătoare polimorfismului -2970 
G/A, secvenţa ADN care conţine situsul polimorfic se leagă de proteinele nucleare. 
Spre deosebire de analiza polimorfismului -2970 G/A, care sugerează competiţia 
dintre cele două alele pentru legaea proteinelor nucleare, analiza polimorfismului -
1050 C/G prin EMSA arată că prezenţa alelei G face ca legarea secvenţei de 
oligonucleotide la proteinele nucleare să fie mai slabă; nu se observă nici o diferenţă 
între cele două alele în legarea complexului proteic la concentraţii de 1x şi 3x unde 
se pare că ele competiţionează puternic cu primerul fluorescent, dar la 5x se 
observă că legarea alelei G este mai  slabă decât legarea secvenţei ce conţine alela 
comună. 
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Fig. 94. EMSA pentru investigarea capacităţii de legare a secvenţelor ADN ce conţin 
alelele G şi A corespunzătoare polimorfismului -2970 G/A la proteinele nucleare din 

preadipocitele 3T3-F442A: 1-primer fluorescent; 2- compex proteic-primer 
fluorescent; 3-complex  proteic primer specific (G) 1x; 4-complex proteic - primer 
specific (G) 3x; 5-complex proteic - primer specific (G) 5x; 6- complex proteic – 

primer competitor încrucişat  (G) 1x; 7- complex proteic – primer competitor 
încrucişat  (G) 3x; 8- complex proteic – primer competitor încrucişat  (G) 5x; 9-
complex proteic – competitor nespecific 1x; ; 10-complex proteic – competitor 

nespecific 3x; ; 11-complex proteic – competitor nespecific 5x; 
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Fig. 95b . EMSA pentru investigarea capacităţii de legare a secvenţelor ADN ce conţin 
alelele C şi G ale corespunzătoare polimorfismului-1050 C/G la proteinele nucleare din 

preadipocitele 3T3-F442A: 12-primer fluorescent; 11- compex proteic-primer 
fluorescent; 10- complex  proteic primer specific (C) 1x; 10-complex proteic - primer 

specific (C) 3x; 9-complex proteic - primer specific (C) 5x; 8- complex proteic – 
primer competitor încrucişat  (G) 1x; 7- complex proteic – primer competitor 

încrucişat  (G) 3x; 6- complex proteic – primer competitor încrucişat  (G) 5x; 9-
complex proteic – competitor nespecific 1x; ; 10-complex proteic – competitor 

nespecific 3x; ; 11-complex proteic – competitor nespecific 5x; 
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II.5.3.3. CONCLUZII 
 
 În cadrul acestui obiectiv s-a investigat atât secvenţa  ADN de tip sălbatic 
(wild-type) a 3000 bp din promotorul C/EBPα  cât şi secvenţa mutantă ce conţine 
polimorfismele -2970 G/A, -2269 C/T, -1801 C/T, -1050 C/G  în vederea identificării 
factorilor de transcripţie cu probabilitatea cea mai mare de a fi funcţionali in vivo. Au 
fost identificaţi următorii factori (vezi fig. 101) : 
Situsul GATA (proteine de legare a secvenţei GATA) a fost identificat conservat şi 
conform secvenţei de recunoaştere (5`-WGATAR-3`, [272]) la nivelul celor trei 
secvenţe între poziţiile nucleotidice -2962 şi -2958. Factorul de transcripţie GATA-1 
identificat reglează expresia unor gene implicate în maturarea granulocitelor şi 
monocitelor [356] printre care se numără şi C/EBPα. GATA-1 nu este exprimat nici 
în preadipocite, nici în adipocitele mature[357]. În schimb GATA-2 şi GATA-3 sunt 
exprimate în preadipocite, fiind represori ai PPARγ şi implicit ai C/EBPα (între cei doi 
existând un feed-back pozitiv). Identificarea situsului GATA conservat la toate cele 
trei specii indică o probabilitate mare de a fi funcţional. Situsul polimorfic -2970 G/A 
nu crează şi nici nu distruge prin existenţa celor două variante alelice nici un situs 
de recunoaştere al vreunui factor de transcripţie. Acesta este poziţionat în imediata 
vecinătate a situsului pentru proteina GATA şi se poate să influenţeze capacitatea de 
legare a a GATA la  situsul corespunzător din secvenţa ADN a C/EBPα 
Situsul USF (upstream stimulatory factor). S-au identificat două situsuri USF la 
toate cele trei conforme secvenţei de recunoaştere descrisă în literatură (5`- 
NNCACGTGNN -3` ;[307]). Aceste situsuri sunt poziţionate în secvenţa umană între 
nucleotidele -1206 şi -1200, respectiv între -271 şi -265. Acest situs este implicat în 
reglarea negativă a genei C/EBPα  în urma cooperării cu AP-4 şi caseta E-box a 
C/EBPα [358]. Timcenko şi colab. au demonstrat că USF stimulează autoreglarea 
expresiei C/EBPα în linia de hepatocite Hep3B2 [359].  
Caseta  GC şi situsurile Sp-1. Caseta GC a fost identificată la nivelul secvenţei 
umane între nucleotidele -644 şi -639 şi situsul corespunzător a fost conservat la 
toate cele trei specii fiind conform secvenţei de recunoaştere (5`- GGGNG -
3`,[269]). S-a demonstrat că factorii Sp-1 pot lega caseta  GC aflată în secvenţa 
promotorului C/EBPα. De asemenea au fost identificate mai multe situsuri pentru 
legarea factorilor Sp1 dintre care s-au selectat două care se află în regiuni 
conservate. Primul situs, identificat la nivelul secvenţei umane între -1310 şi -1316 
este conform secvenţei de recunoaştere descrisă în literatură (5`-GGGCGGG-
3`,[310]), iar celălalt este poziţionat la nivelul secvenţei umane între -379 şi -373 
pe catena complementară şi diferă faţă de secvenţa de recunoaştere descrisă de 
Nardelli şi colab. la secvenţa murină şi cea de la şobolan. Studiile din literatură 
privind activitatea factorilor Sp-1 şi Sp-3 asupra reglării expresiei C/EBPα, au arătat 
că acestea au un rol dual prin aceea că pot activa sau pot inhiba expresia C/EBPα. 
Unele studii au arătat că aceşti factori reduc expresia C/EBPα în preadipocite 
[360,361], în timp ce în adipocitele mature expresia genei şi a proteinei C/EBPα este 
stimulată [362]. Nu se ştie momentan cum influenţează aceşti factori de transcripţie 
expresia C/EBPα în contextul desfăşurării adipogenezei. 
Caseta TATA box a fost conservată la toate secvenţele analizate şi este conformă 
cu  secvenţa de recunoaştere (5`-TATAA-3`, [269]). La secvenţa umană, situsul 
TATA funcţional s-a identificat la nivelul secvenţei umane între nucleotidele -30 şi -
25. 
Situsul WT-1(supresorul tumorii Wilms-Wilms tumor supressor) este un 
factor de transcripţie ce reglează proliferarea, diferenţierea celulară şi apoptoza 
celulară. Datorită mutaţiilor frecvente la nivelul acestei gene, acest factor de 
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transcripţie a fost asociat cu tumorile Wilms, dar a fost identificat şi în alte tipuri de 
tumori. Acest factor de transcripţie poate funcţiona nu numai ca supresor tumoral 
dar şi ca factor de supravieţuire. WT1 este exprimat în rinichi şi splină. Expresia 
acestuia specifică unui număr restrâns de tipuri de celule face ca în adipocite 
probabilitatea existenţei unei interacţii cu C/EBPα să fie foarte mică. 
Situsul dual p53/ Ahr:ARNT  identificat la secvenţa umană între poziţiile 
nucleotidice -1058 şi -1048 este conservat la toate cele trei specii ceea ce sugerează 
un important rol funcţional.Acest situs dual este compus dintr-un situs heterodimeric 
pentru heterodimerii AhR : ARNT (translocatorul nuclear al receptorului pentru 
hidrocarburile aromatice) care se suprapune peste un situs corespunzător legării 
proteinei p53. AhR : ARNT se leagă la elementele DRE/XRE (elemente de răspuns 
xenobiotic) ca răspuns la legarea de liganzi de tip hidrocarburi aromatice.Situsul 
identificat la secvenţa umană corespunde cu cel descris în literatură [353] Legarea 
AhR : ARNT este un răspuns la factorii poluanţi din mediu. Unul dintre liganzii pentru 
aceştia este dioxina [363,364]. AhR devine funcţional numai în condiţiile expunerii la 
dioxină sau alţi liganzi poluanţi [365,366]. Studii recente au arătat că liganzii AhR 
inhibă adipogeneza prin inhibarea diferenţierii adipocitelor [355,356] represând 
PPARγ şi izoformele C/EBPα -p42 C/EBPα şi p30 C/EBPα [365].  În condiţii normale, în 
care nu există expunere la liganzi poluanţi AhR nu se leagă de secvenţa 
corespunzătoare din promotorul C/EBPα. În acest fel situsul dual p53/AhR:ARNT 
poate fi utilizat de p53. Proteina p53 este o proteină cheie a ciclului celular ce induce 
faza G1 arrest pentru a preveni diviziunea celulară [367]. Este cunoscută ca 
supresor tumoral. Kubicka şi colab. [368] au evidenţiat că p53 suprimă 
transactivarea genei albuminei de către C/EBPα. La ora actuală nu este cunoscut 
dacă proteina p53 are un efect direct în reglarea expresiei C/EBPα. Situsul polimorfic 
-1050 C/G se află în secvenţa de recunoaştere a acestuia. Alela comună C menţine 
situsul p53, în timp ce alela rară G crează un situs Gli-1 care s-a regăsit şi la 
celelalte două secvenţe. 
Situsul Gli-1 (glioma associated oncogene homology) identificat la secvenţa 
umană a fost este diferit la nivelul a două baze faţă de secvenţa de recunoaştere 
descrisă în literatură (5`-AGGGTGCTC-3`,[354]). Proteina Gli-1 este exprimată în 
foliculii din păr şi plămâni în răspuns la semnalizarea Sonic-hedgehog [354]. Este 
supraexprimat în celulele bazale din piele. Cum C/EBPα nu se exprimă în celulele 
bazale şi cum nu este cunoscut dacă Gli-1 se exprimă în adipocite, este posibil ca 
acest factor să nu fie funcţional în adipocite sau dacă este atunci să fie un nou 
element reglator pentru C/EBPα.  
Situsul HNF4 (factorul nuclear hepatic 4) a fost identificat la nivelul tuturor 
celor trei secvenţe analizate. S-au identificat două situsuri de legare a HNF4 care la 
secvenţa umană sunt poziţionate între -1602 şi -1597 respectiv între -77 şi -72. La 
nivelul secvenţei umane ambele situsuri pentru HNF4 diferă la o bază faţă de 
secvenţa descrisă în literatură (5`-CAWAR-3`,[316]). La C/EBPα  există două 
situsuri duale HNF4/PPARγ:RXR (poziţionate între -2482şi -2417 respectiv între -
1066 şi -1059). Este posibil ca acest situs să fie funcţional, iar HNF4 să se lege la 
acest situs în hepatocite, iar PPARγ: RXR în adipocite pentru reglarea expresiei 
C/EBPα. Situsul situat între -1066 şi -1059 este adiacent cu situsul p53 şi s-ar putea 
să se influenţeze reciproc pentru reglarea expresiei C/EBPα.. 
Situsul E2F identificat la secvenţa umană între poziţiile -591 şi -583 diferă faţă de 
secvenţa descrisă în literatură la nivelul unei singure baze (5`-SGCSSAAA-
3`,[276]). Rolul E2F în reglarea expresiei  C/EBPα nu este încă elucidat. Expresia 
factorilor E2F-1, 2 şi 3 este crescută în preadipocite unde stimulează producţia de 
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PPARγ [369] care permite diferenţierea preadipocitelor şi stimularea C/EBPα. Aceşti 
factori se pot lega la C/EBPα şi pot stimula expresia acesteia în adipocitele mature. 

 
Fig. 96. Mecanism posibil de reglare prin intermediul factorilor de transcripţie HNF4 

şi PPARγ în hepatocite (a) şi adipocite (b) 
 

Situsul MZF1 (mieloid zinc finger) care cuprinde situsul polimorfic -2269 C/T  
diferă la nivelul a două baze faţă de secvenţa de recunoaştere descrisă în literatură 
(5`-GAGGGGAA-3`, [282]). MZF1 este cunoscut mai mult ca supresor al expresiei 
genelor ţintă, dar poate acţiona şi ca activator. Până în prezent nu a fost descrisă în 
literatură implicarea MZF în reglarea expresiei C/EBPα. Studiul de faţă sugerează 
posibila implicare a MZF ca activator atât în preadipocite cât şi în adipocitele mature. 
În prezenţa alelei -2269 T acest situs de legare MZF1 este distrus. Situsul MZF-1 
este parţial suprapus peste situsurile GATA-1 şi GATA-2. GATA-2 este descris în 
literatură ca represor al expresiei C/EBPα. Este posibil ca legarea factorului MZF-1, 
în prezenţa alelei comune C la situsul descris să influenţeze capacitatea represoare a 
factorului GATA-2. Factorii de transcripţie cu probabilitatea cea mai mare de a fi 
funcţionali sunt reprezentaţi schematic în fig.97. 

 
Fig. 97. Factorii de transcripţie posibili reglatori ai C/EBPα. 

 
Analiza funcţională a celor patru polimorfisme -2970 G/A, -2269 C/T, -1801 C/T, -
1050 C/G in vitro  prin analiza activităţii luciferazei aflată sub controlul promotorului 
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C/EBPα mutant în celulele 3T3-F442A [370], a sugerat posibilitatea ca proteina p53 
să funcţioneze ca un activator al expresiei C/EBPα în adipocitele mature, în timp ce 
factorii de transcripţie Oct-1 şi Gli-1 au fost identificaţi ca posibili represori ai 
expresiei C/EBPα în adipocitele mature. Rezultatul EMSA privind interacţiunea in vivo 
între proteinele nucleare şi secvenţele nucleotidice ce cuprind alela -1050 C şi alela -
1050 G, deşi nu este edificator, sugerează o competiţie între cele două alele la 
legarea proteinelor nucleare. Rezultatele analizei activităţii luciferazei au sugerat 
posibilitatea MZF-1 şi GATA-2 de a funcţiona ca represori ai C/EBPα. În ceea ce 
priveşte polimorfismul -2970 G/A rezultatele au fost contrariante, în sensul că 
rezultatele studiului populaţional din Leeds au indicat că polimorfismul este 
funcţional, rezultatele analizei activităţii genei reporter au indicat o creştere 
semnificativă a activităţii reporterului atât în preadipocite cât şi în adipocitele 
mature în prezenţa alelei rare -2970 A, dar analiza computaţională nu a evidenţiat 
nici un situs de legare care să includă situsul polimorfic. A fost identificat un situs 
GATA-1 în vecinătatea situsului polimorfic.Rezultatele EMSA au demonstrat legarea 
ambelor secvenţe ce conţin alelele -2970 G şi -2970 A la proteinele nucleare, ceea 
ce demonstrează că polimorfismul -2970G/A este totuşi funcţional. Prin urmare, 
exista posibilitatea ca situsul polimorfic să creeze sau să distrugă un situs pentru un 
factor de transcripţie neidentificat cu programul MatInspector. În consecinţă, am 
încercat utilizarea unui alt program TFSearch [371]. Rezultatele au indicat plasarea 
situsului polimorfic in vecinătatea unor situsuri GATA-1, GATA-2 şi GATA-3. În 
prezenţa alelei rare A se creează un nou situs pentru HSF (pentru legarea 
proteinelor de şoc termic). Aceste rezultate sugerează că în prezenţa alelei -2970 G, 
proteinele GATA-2 şi GATA-3 s-ar putea lega la secvenţa ADN corespunzătoare, 
manifestându-şi efectul represor în preadipocite, în timp ce în prezenţa alelei -2970 
A s-ar putea lega factorii de transcripţie din categoria proteinelor de şoc termic ce 
stimulează expresia  C/EBPα atât în preadipocite cât şi în adipocite (vezi fig. 98).  

 
 
 
Fig.98. Reglarea expresiei C/EBPα în preadipocite nediferenţiate şi 
adipocite mature de către factorii de transcripţie GATA; Oct-1, MZF, Gli-1, 
Ahr:ARNT, p53 şi proteinele de şoc termic. 
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 VI. CONCLUZII FINALE 
 
 Prima parte a acestui studiu s-a centrat pe cercetarea unor compuşi naturali 
de extracţie în scopul selectării unei diete vegetariane pe bază de alimente 
multicomponent care să asigure un aport cât mai mare de compuşi antioxidanţi şi pe 
urmărirea efectelor acestei diete asupra unor parametri metabolici şi de progresie a 
ateroscleorzei la subiecţii cu sindrom metabolic. S-au obţinut şi caracterizat din 
punct de vedere al conţinutului în acizi fenolici mai mulţi compuşi naturali de 
extracţie. Pe baza rezultatelor analizei specroscopiei UV-VIS şi HPLC a compuşilor 
naturali de extracţie în alcool 35% şi acid acetic 9%  obţinute din cătină, rozmarin, 
ghimbir, coacăze negre, armurariu, busuioc, salvie, ghimbir şi angelica, oţet de 
mere cu miere, au fost selectate 8 extracte (angelica, armurariu, busuioc, coacăze 
negre, frunze de cătină, ghimbir, rozmarin şi salvie) cu un conţinut variat în 
polifenoli şi cu activitate antioxidantă mai mare. Analiza capacităţii antioxidante a 
extractelor folosind metodele DPPH şi FRAP a arătat că extractele alcoolice au o 
capacitate antioxidantă mai mare decât cele în acid acetic, iar extractul etanolic de 
coacăze negre, de frunze de cătină, rozmarin şi salvie au activitatea antioxidantă 
cea mai ridicată. S-au analizat din punct de vedere al conţinutului metalic 
următoarele plante aromatice şi medicinale: cătină (fructe), rozmarin (frunze), 
arnică (flori), coacăze negre (fructe), armurariu(fructe), busuioc (tulpină şi frunze), 
salvie (tulpină şi funze), pufuliţă (tulpină şi frunze) şi păpădie (frunze). Excluzându-
se din studiu plantele care au un continut peste limitelele admise in metalele 
analizate (pufuliţa, păpădia şi arnica) s-a concluzionat că celelalte plante rămase 
(coacăze negre, armurariu, busuioc, salvie, cătină, rozmarin) conferă un aport 
echilibrat de oligoelemente necesare organismului şi concomitent cu acest aspect, 
extractele acestora în etanol 35% şi oţet de mere cu miere şi cătină 9% au 
activitate antioxidantă mare, care le recomandă cu succes în scopul obţinerii de 
alimente îmbogăţite cu macro- şi microelemente.  
 Rezultatele obţinute s-au folosit pentru selectarea sau producerea unor 
alimente multicomponent ce conţin plante aromatice medicinale cu activitate 
antioxidantă mare. Alimentele respective au fost integrate într-o dietă vegetariană; 
componentele dietei furnizează un amestec complex şi echilibrat de antioxidanţi care 
oferă o mai bună protecţie antioxidantă organismului. 
 S-a investigat capacitatea antioxidantă a alimentelor îmbogăţite cu compuşi 
de extracţie naturali în patologia endoteliului vascular. Studiul s-a realizat pe 90 de 
subiecţi umani. După o prealabilă tipizare metabolică şi analiza toleranţelor 
alimentare, s-au constituit trei loturi intervenţionale şi un lot control : lotul A 
(alimente funcţionale multicomponent + omega 3), lotul B (alimente funcţionale), 
lotul C (omega 3), iar lotul D a servit ca lot de control. S-au analizat parametrii de 
efect metabolic (scorul IR-HOMA al rezistentei la insulina, profilul lipidic, 
adiponectina, leptina, IL-6, TNF-α, nivelul de radicali liberi din sîngele periferic şi 
antioxidanţii totali hidro- şi liposolubili), precum şi parametrii de progresie a 
aterosclerozei (grosimea intima-medie la nivelul arterei carotide comune).  
Acest studiu a relevat faptul că cele mai bune rezultate se obţin prin administrarea 
dietei vegetariene alese în combinaţie cu o doză de 500 mg/zi de acizi graşi omega-
 La subiecţii care au urmat această strategie terapeutică s-a observat o 
îmbunătăţire a parametrilor metabolici comparativ cu celelalte loturi şi cu lotul 
control: indicele de rezistenţă la insulină a scăzut după înrolare, nivelul de 
adiponectină a crescut semnificativ după înrolare cu consecinţe pozitive directe 
asupra funcţiei endoteliale, nivelul de hidroperoxizi din sângele periferic a scăzut 
semnificativ la 3 luni după înrolare simultan cu scăderea activităţii antioxidanţilor 
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liposolubili plasmatici puse pe seama creşterii activităţii antioxidante la nivel celular, 
nivelul de TNF-α a scăzut semnificativ la 3 luni de la înrolare ceea ce sugerează o 
influenţă a terapiei şi asupra procesului inflamator cu consecinţe la nivele endotelial. 
La lotul care a urmat numai dieta vegetariană propusă (B), deşi s-a observat o 
creştere a activităţii antioxidanţilor hidrosolubili semnificativă şi o scădere 
semnificativă a antioxidanţilor liposolubili (după 6 luni) cu scăderea semnificativă a 
nivelului de hidroperoxizi din sânge (după 3 luni) cu efect direct asupa funcţiei 
endoteliale (scădere semnificativă la nivelul peretelui arterial al carotidei) s-a 
constatat totuşi o creştere semnificativă a leptinei la 3 luni de la înrolare, iar nivelul 
de adiponectină, deşi  creşte după înrolare, nu este semnificativ crescut cu 
momentul înrolării. La subiecţii din lotul B s-a observat o creştere temporară a 
indicelui de rezistenţă la insulină (IR-HOMA) atribuită creşterii semnificative a 
nivelului de insulină, dar creşterea este temporară căci diferenţa semnificativă nu se 
mai menţine după 6 luni. La lotul care a primit numai suplimente omega-3, s-a 
constatat o scădere semnificativă a atât la 3 luni, cât şi la 6 luni de la înrolare. Ca şi 
la lotul de subiecţi care au urmat dieta suplimentată cu omega-3, nivelul de TNF-α a 
fost semnificativ mai scăzut la 3 luni comparativ cu momentul înrolării. Aceste 
rezultate sugerează că folosirea unei diete vegetariene cum este cea propusă în 
acest studiu, suplimentată cu omega-3 duce la îmbunătăţirea funcţiei endoteliale şi 
contribuie la scăderea parametrilor inflamatori care sunt factori importanţi în 
procesele şi mecanismele de semnalizare în sindromul metabolic, în timp ce 
folosirea dietei simple se reflectă în scăderea concentraţiei radicalilor liberi, şi mai 
puţin în modularea parametrilor inflamatori, dar cu efect pozitiv asupra funcţiei 
endoteliale. Folosirea suplimentelor omega-3 în absenţa dietei a avut  influenţă 
asupra parametrilor inflamatori, dar şi asupra nivelului de radicali peroxidici din 
sângele periferic. În concluzie, folosind o dietă ce cuprinde un amestec echilibrat de 
antioxidanţi care acţionează cumulativ, funcţia endotelială a fost îmbunătăţită nu 
numai ca urmare a neutralizării radicalilor liberi, dar cel mai probabil prin 
mecanisme moleculare de reglare fină a unor factori cheie implicaţi în procesele la 
interfaţa dintre sindromul metabolic, bolile cardiovasculare şi diabetul zaharat tip 2. 
În cea de-a doua parte a studiului, focalizarea a fost pe cercetarea unor aspecte 
moleculare privind procesele de reglare a EC-SOD, C/EBPα şi C/EBPβ utilizând 
metode in silico, in vitro şi in vivo pentru investigarea relaţiei secvenţă ADN-
funcţionalitate a unor polimorfisme la nivelul acestor gene. Rezultatele s-au 
materializat prin: 
 
Stabilirea de markeri genetici pentru ateroscleroză şi diferiţi factori de risc 
cardiovascular şi metabolic: 
Studiul populaţional efectuat în vederea evidenţierii acestor polimorfisme la nivelul 
secvenţei ADN s-a efectuat pe 294 de subiecţi umani distribuiţi în două loturi în 
funcţie de prezenţa/absenţa unei plăci de aterom semnificativ. Teza de faţă s-a 
materializat cu identificarea a 5 polimorfisme la nivelul genelor analizate: Thr40Ala 
EC-SOD, Arg213Gly EC-SOD,  -3429 C/T C/EBPβ şi -411/-412 CG/TT C/EBPβ. Dintre 
acestea varianta Thr40 EC-SOD a fost asociată cu hipertensiunea arterială şi 
diabetul zaharat tip 2, iar în cazul studiului comparativ femei versus bărbaţi, 
varianta Thr40 este asociată nu numai cu diabetul şi hipertensiunea arterială, dar şi 
cu prezenţa plăcii de aterom ce obturează mai mult de 50% din diametrul arterial. 
Varianta  -3429 C C/EBPβ a fost asociată cu un nivel crescut de colesterol şi o 
tendinţă de asociere cu obezitatea. Rezultatele studiului indică faptul că aceste două 
polimorfisme Thr40Ala EC-SOD şi -3429 C/T C/EBPβ sunt funcţionale în condiţiile 
existenţei aterosclerozei şi  pot fi folosite ca markeri genetici pentru factorii de risc 
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respectivi, iar polimorfismul -411/-412 CG/TT C/EBPβ poate fi şi el funcţional în 
condiţiile absenţei limitărilor acestui studiu populaţional (numărul redus de cazuri 
precum şi posibilitatea ca indivizii fără aterom semnificativ să dezvolte placa de 
aterom ulterior). 
 
Analiza modului în care anumite variante ale secvenţei genice duc la 
reglarea expresiei genelor respective  
A. Posibilităţi de reglare a EC-SOD 
La nivelul promotorului EC-SOD, nefiind identificate noi polimorfisme la nivelul 
secvenţei ADN cuprinsă între poziţiile nucleotidice -469 şi +16 la cei 100 de indivizi 
sănătoşi, s-a realizat numai analiza in silico (computaţională) a secvenţei ADN. 
Analiza computaţională efectuată pe cele 2000 bp a evidenţiat existenţa a 
numeroase situsuri de legare a factorilor de transcripţie. În urma selecţiei efectuate 
prin identificarea regiunilor omoloage la nivelul secvenţei ADN a promotorilor SOD3 
la om, şoarece şi şobolan s-a selecţionat un număr restrâns de factori de 
transcripţie care ar putea influenţa transcripţia SOD: SMARCA3 (între -1113 şi -
1093), c-Myb (-783 şi -771), NRF2 sau GABP (-584 şi -591), un situs dual 
GABP/ELK-1 (între -153 şi -160), un alt un situs dual GABP/GKLF (între -147 şi -
139), SREB (între -1275 şi -1286), STAT5 (un situs poziţionat între poziţiile 
nucleotidice -1042 şi -1043, celălalt între poziţiile -622 şi -613), caseta GC (între -
282 şi -275), Ets-1 (între -199 şi -206), SF1 (între -1005 şi -1013), CHOP&C/EBP 
(între -764 şi -754), C/EBP (între -785 şi 777), MZF (între -260 şi -254). Din analiza 
in silico a secvenţei ADN corespunzătoare promotorului SOD3 care conţine 
polimorfismele rs3471066 G/A, rs17885921 G/A, rs17885306 G/A şi rs34841282 
C/T  existente în literatură în baza de date NCBI GeneBank s-au identificat situsurile 
GABP/GKLF , COMP1 şi SOX5 de asemenea cu o probabilitate mai mare de a fi 
funcţionale.  Ţinând cont de rezultatele analizei computaţionale (in silico) se pot 
formula anumite ipoteze privind mecanisme posibile de reglare a expresiei SOD3 
care pot fi verificate în cadrul unor proiecte de cercetare viitoare. Aceste posibilităţi 
de reglare sunt: 
1. Existenţa casetei GC ar putea furniza un mecanism de reglare prin legarea 

acesteia de factorul de transcripţie Sp-1. Prin cooperarea acestuia din urmă cu 
STAT5 şi C/EBPβ este posibilă activarea SOD3. O altă variantă de activare este 
aceea ca în condiţiile unui proces inflamator, la semnalul dat de citokine şi 
anumiţi factori de creştere, STAT5 să se activeze şi să fie translocată din 
citoplasmă în nucleu unde se leagă de situsul corespunzător al SOD3. Este 
posibil ca, în aceste condiţii ale existenţei inflamaţiei, STAT5 să coopereze la 
nivel de interacţiune proteină-proteină cu C/EBPβ şi/ori Sp1 pentru creşterea 
expresiei SOD3. În condiţiile în care la situsul dual C/EBPβ / c-myb situat între 
poziţiile nucleotidice -783-771 se leagă c-myb, este posibilă represia expresiei 
SOD3 ca şi în situaţia în care în situsul corespunzător poziţionat între -764 şi -
754 se leagă heterodimeri CHOP/ C/EBPα.  

2. Un alt mecanism posibil de reglare este prin intermediul factorilor de transcripţie 
din familia de oncogene Ets, care în cazul unor situsuri duale competiţionează cu 
factorii din familia Krueppel –like pentru legarea acestor situsuri. Spre exemplu, 
secvenţa GABP (NRF2) aflată într-o regiune cu potenţial reglator ridicat (între -
591 şi -584), în vecinătatea altor situsuri PEA3 poate contribui la iniţierea 
transcripţiei SOD3 la fel ca şi în cazul COX.  

3. O a treia posibilitate majoră de reglare este aceea a reglării epigenetice prin 
procese de metilare-demetilare la resturile de citozină aflate în regiuni bogate în 
dinucleotide CG (insulele CpG). Analiza insulelor CpG a indicat existenţa a 4 

BUPT



   Concluzii finale 226 

insule CpG la om susceptibile la procesul de metilare-demetilare (între -279 şi -
119, -605 şi -511, -733 şi -676, -1046 şi 839). Două regiuni se suprapun ca şi 
poziţie peste insulele CpG la şoarece şi şobolan: între -279 bp şi -197 bp 
respectiv între -558 şi -511 ceea ce creşte capacitatea reglatoare a acestor 
regiuni. 

            
B. Posibilităţi de reglare a C/EBPβ 
Analiza computaţională a unui fragment de 3500 bp din secvenţa ADN a 
promotorului C/EBPβ a identificat mai multe situsuri de legare a factorilor de 
transcripţie CREB, SREB, NRSE şi EGR-1 care se cunosc ca fiind parteneri de 
interacţiune ai C/EBPβ. În afară de acestea s-au identificat situsuri de recunoaştere 
şi legare pentru Sp-1, GATA-1, Oct-1, p53, c-Myb, AP-1, AP-2 şi AP-4. S-au 
identificat de asemenea mai multe situsuri de legare a proteinelor din familia C/EBP. 
De remarcat sunt situsurile multiple la nivelul cărora se pot lega mai mulţi factori de 
transcripţie din categoria Kruppel-like sau din categoria proteinelor deget de zinc 
(ZIC2, ZNF219, ZBP89). Numărul mare de factori de transcripţie identificaţi cu 
ajutorul programului MatInspector a fost restrâns prin utilizarea Clustal W şi 
FootPrinter la numai 13 factori de transcripţie care pot fi implicaţi, cu foarte mare 
probabilitate, în reglarea C/EBPβ: IRF7 (între -1114 şi -1108), GC (între -448 şi -
443), Sp1 (situsuri multiple între: -1604 şi -1596, -228 şi -222, -286 şi -280 
precum şi situsuri duale Sp1/Egr-1 între -274 şi -269 respectiv -379 şi -370), TATA 
(între -30 şi -25), AML1/ CBFA (între -3425 şi -3418), MZF (situsuri multiple între: -
3248 şi -3240, -3071 şi -3065, -2364 şi -2372, -2443 şi -2433), GATA (între -2737 
şi -2733, -2743 şi -2739, -1690 şi -1684), CP2 (între -1671 şi -1667, -1666 şi -
1662, 1700 şi -1694), IK-1 (între -2109 şi -2103), AP-1 (între -840 şi -833), AP-2 
(între -1345 şi -1336), HNF4/PPAR: RXR (între -1011 şi -999), NUDR (între -452 şi -
447), CREB (între -747 şi -472), TCF/LEF (între -1571 şi -1566), USF (între -2664 şi 
-2658). În urma analizei datelor din literatură şi a datelor furnizate de analiza 
computaţională, adiţional la mecanismele descrise în literatură, se pot sugera  
următoarele mecanisme de reglare a expresiei C/EBPβ: 
1. Prin intermediul factorilor de transcripţie Sp1 şi Egr-1 
Este posibil ca legarea Sp-1 la unul dintre cele 3 situsuri specifice sau la caseta GC 
identificată la nivelul fragmentului de promotor analizat să aibă loc in vivo. Faptul că 
Sp-1 este exprimată mai târziu în procesul de diferenţiere a preadipocitelor, iar 
C/EBPβ  este exprimată încă din etapele timpurii fiind represată în adipocitele 
mature, sugerează faptul că legarea Sp-1 poate avea efect represor asupra 
expresiei C/EBPβ  în adipcitele mature. Prezenţa celor două situsuri duale Sp-1/Egr-
1 poate duce la competiţia dintre cei doi factori pentru situsul respectiv şi, aşa cum 
este descris în anumite situaţii în literatură, la acţiuni antagoniste a celor doi factori. 
În aceste condiţii modularea expresiei C/EBPβ depinde de nivelul de expresie a celor 
doi factori la nivel celular.  
2. Prin intermediul factorilor de transcripţie GATA 
În fragmentul din promotorul genei C/EBPβ  analizat s-au identificat un situs GATA2 
şi două situsuri GATA1. Un situs GATA1 este adiacent cu o triadă de situsuri CP2. 
Aceste situsuri CP2/GATA au fost identficate la mai multe gene eritroid specifice şi, 
fiind situsuri conservate în secvenţa ADN a C/EBPβ de-a lungul evoluţiei, este posibil 
să moduleze expresia C/EBPβ. GATA1 nu este exprimat în preadipocite şi adipocitele 
mature; în schimb, există studii în literatură care au investigat rolul GATA2 şi GATA3 
la procesul de diferenţiere a preadipocitelor. Există studii de literatură care au 
demonstrat legarea in vivo a GATA2 şi GATA3 atât la C/EBPα cât şi la C/EBPβ. Toate 
acestea sugerează că în absenţa expresiei constitutive a GATA1 în preadipocite şi 
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adipocitele mature, este posibil ca la situsurile GATA1 să se lege GATA2 sau GATA3 
pentru modelarea expresiei C/EBPβ în preadipocite. În cazul celulelor progenitoare 
hematopoietice, în care GATA1 este constitutiv exprimată, legarea proteinei GATA1 
la situsurile corespunzătoare duce la modularea expresiei C/EBPβ, iar existenţa 
simultană a situsurilor CP2 şi GATA1  sugerează o posibilă activare a factorului de 
transcripţie C/EBPβ în acest tip de celule.  
3. Prin intermediul factorului de transcripţie TCF/LEF-1 
Acest mod de reglare a C/EBPβ implică semnalizarea Wnt. Analiza datelor de 
literatură privind rolul căii de semnalizare Wnt în procesul de adipogeneză, au 
indicat un rol represor exercitat de TCF/LEF-1 asupra procesului de adipogeneză, 
prin efectul represor direct asupra expresiei C/EBPα şi PPARγ, neavând nici o 
influenţă asupra expresiei temporare a CEBPβ în preadipocite. În aceste condiţii este 
posibil ca influenţa semnalizării Wnt, sau influenţa altor mecanisme care inhibă 
adipogeneza să aibă efect asupra capacităţii C/EBPβ de a induce PPARγ şi C/EBPα., 
sau asupra feed-back-ului pozitiv de reglare a expresiei C/EBPα prin intermediul 
PPARγ. Urmărindu-se situsurile adiacente situsului pentru TCF/LEF-1 s-a remarcat 
existenţa unui situs C/EBPβ în imediata vecinătate a situsului TCF/LEF-1. Este posibil 
ca legarea TCF/LEF-1 la situsul corespunzător din promotorul C/EBPβ să afecteze 
capacitatea C/EBPβ de a interacţiona cu el însuşi sau cu alţi factori din familia C/EBP 
care pot lega acest situs adiacent TCF/LEF-1 şi acest lucru s-ar putea reflecta în 
capacitatea de reglare a PPARγ şi C/EBPα. de către C/EBPβ. 
4. Prin intermediul complexului AML1/MDS/EVI-I 
Prin existenţa alelei rare corespunzătoare polimorfismului -3429 C/T se creează un 
nou situs pentru factorul MELI. MEL-1 (MDS-EVI I –like factor) nou creat se află în 
vecinătatea unui situs AML1/CBFA2 deja existent, pe care nu îl modifică, dar 
existenţa acestor două situsuri vicinale este posibil să ducă la legarea de oligomeri 
AME (AML1/MDS/EVI-1) în cazul leucemiilor acute mieloide şi a sindromului 
displastic. Legarea acestor oligomeri poate duce la represarea C/EBPβ. În condiţii 
fiziologice normale, factorul MEL-I nu este activat transcripţional, ceea ce sugerează 
ideea că acest polimorfism nu este funcţional în condiţii fiziologice normale, ci numai 
în leucemiile acute mieloide şi sindromul displastic. În studiul de faţă  s-a realizat 
distrugerea situsului polimorfic MEL I care ar putea deveni activ în cazul leucemiilor, 
folosind un plasmid care conţinea varianta alelică rară -3429T a promotorului 
C/EBPβ la care s-a aplicat reacţia de mutageneză dirijată la nivelul situsului 
polimorfic pentru transformarea -3429 T→C. Aceasta deschide cel putin două căi 
noi de cercetare: identificarea capacităţii de legare a secvenţei ADN nou create de 
complexul AML1/MDS/EVI-I în cazul leucemiilor acute mieloide şi a sindromului 
displastic sau cerecetarea influenţei celor două variante alelice ale promotorului 
C/EBPβ asupra expresiei luciferazei în preadipocite şi adipocitele mature.   
5. Prin intermediul  factorului de transcripţie NUDR  
Cele două polimorfisme adiacente -411/-412CG/TT C/EBPβ crează premizele legării 
factorului de transcripţie NUDR cu o mai mare probabilitate deoarece crează o a 
doua unitate NUDR în vecinătatea uneia existente deja. NUDR este represor al 
proliferării celulare acţionând prin legarea la elementele de răspuns la acidul 
retinoic-RARE. Este posibil ca legarea NUDR să inhibe expresia C/EBPβ afectând în 
acest fel procesul de adipogeneză. Tendinţa asocierii inverse a existenţei alelelor 
rare T cu nivelul de colesterol şi obezitatea la subiecţii cu probleme cardiovasculare 
consideraţi în cadrul acestui studiu sugerează o posibilă represare a C/EBPβ prin 
intermdeiul NUDR care duce la modificarea expresiei unor gene implicate în 
metabolismul colesterolului aşa încât nivelul de colesterol din sânge scade, iar 
procesul de adipogeneză este inhibat.  
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6. Prin procese de metilare-demetilare 
Analiza insulelor CpG a indicat existenţa a 2 regiuni cu un conţinut mare de 
dinucleotide CpG la om, susceptibile la procesul de metilare-demetilare (între -794 
şi -516, -514 şi -62).  
 
C.Posibilităţi de reglare a C/EBPα   
În cadrul acestui obiectiv s-a investigat atât secvenţa  ADN de tip sălbatic (wild-
type) a 3000 bp din promotorul C/EBPα  cât şi secvenţa mutantă generate de 
polimorfismele -2970 G/A, -2269 C/T, -1801 C/T, -1050 C/G, în vederea identificării 
factorilor de transcripţie cu probabilitatea cea mai mare de a fi funcţionali in vivo. Au 
fost identificaţi următorii factori cu probabilitate mare de a fi funcţionali: GATA (între 
-2961 şi -2957 ), HNF4 (între -1602 şi -1597  respectiv între -77 şi -72), situsuri 
duale HNF4/ PPARγ:RXR (între -2482 şi -2417 respectiv între -1066 şi -1059), USF 
(între -1206 şi -1200 respectiv între -271 şi -265), caseta GC (între -644 şi -639) şi 
două situsuri Sp-1 (între -1310 şi -1316 respectiv între -379 şi -373), caseta TATA 
(între -30 şi -25), WT-1 (între -261 şi -263) , situsul dual p53/Ahr:ARNT (între -
1058 şi -1048), E2F (între -591 şi -583) şi MZF-1 (-2272 şi -2265), Oct-1 (între -
1802 şi -1795) şi Gli-1 (între -1052 şi -1043) 
Analiza funcţională in vitro  a celor patru polimorfisme -2970G/A, -2269C/T, -
1801C/T, -1050C/G prin analiza activităţii luciferazei aflată sub controlul 
promotorului C/EBPα mutant în celulele 3T3-F442A a sugerat posibilitatea ca 
proteina p53 să funcţioneze ca un activator al expresiei C/EBPα în adipocitele 
mature, în timp ce factorii de transcripţie Oct-1 şi Gli-1 au fost identificaţi ca posibili 
represori ai expresiei C/EBPα în adipocitele mature, sugerând astfel că 
polimorfismele -1801C/T şi -1050C/G sunt funcţionale. Rezultatele analizei activităţii 
luciferazei au sugerat posibilitatea MZF-1 şi GATA-2 de a funcţiona ca represori ai 
C/EBPα şi indică posibilitatea ca situsul -2269C/T să fie funcţional. În ceea ce 
priveşte polimorfismul -2970G/A, rezultatele EMSA au demonstrat legarea ambelor 
secvenţe ce conţin alelele -2970G şi -2970A la proteinele nucleare, ceea ce 
demonstrează că polimorfismul -2970G/A este funcţional. În prezenţa alelei rare A 
se creează un nou situs HSF (pentru legarea proteinelor de şoc termic). Rezultatele 
analizei activităţii reporterului sugerează că în prezenţa alelei -2970G, proteinele 
GATA-2 şi GATA-3 s-ar putea lega la secvenţa ADN corespunzătoare, manifestându-
şi efectul represor în preadipocite, în timp ce în prezenţa alelei -2970A s-ar putea 
lega factorii de transcripţie din categoria proteinelor de şoc termic ce stimulează 
expresia  C/EBPα atât în preadipocite cât şi în adipocite. Ca urmare a analizei in 
silico, in vitro şi in vivo se pot sugera următoarele modalităţi de reglare a expresiei 
C/EBPα:  
1. Reglarea prin procese de metilare-demetilare  
Posibilitatea reglării epigenetice prin procese de metilare-demetilare la resturile de 
citozină aflate în regiuni bogate în dinucleotide CG (insulele CpG). Analiza insulelor 
CpG a indicat existenţa a 4 insule CpG la om susceptibile la procesul de metilare-
demetilare (între -1840 şi -1735, -1494 şi -1392, -1367şi -290, -280 şi -7).  
2. Reglarea prin intermediul factorilor de transcripţie p53, Ahr:ARNT şi Gli-

1 
În secvenţa ADN wild-type a promotorului C/EBPα analizată s-a identificat un situs 
dual p53/Ahr:ARNT. În condiţii bazale, când celulele nu sunt expuse la dioxină sau 
la alţi liganzi aromatici, situsul dual  poate fi utilizat de proteina p53 pentru 
modularea expresiei C/EBPα. Rezultatele prezentului studiu indică p53 ca un 
potenţial activator al expresiei C/EBPα în adipocitele mature. În condiţiile expunerii 
la poluanţi din mediu cu structură aromatică, situsul dual p53/Ahr:ARNT poate fi 
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utilizat de către heterodimeri Ahr:ARNT şi acţionând astfel ca inhibitori ai 
adipogenezei aşa cum s-a indicat în alte studii descrise în literatură. În condiţiile 
existenţei alelei rare a polimorfismului -1050C/G s-a creat un nou situs penru Gli-1. 
Studiul de faţă a relevat posibilitatea ca Gli-1 să fie un nou factor care acţionează ca 
represor al expresiei  C/EBPα în adipocitele mature. 
3. Reglarea prin intermediul factorului nuclear hepatic HNF4 şi a PPARγ  
La nivelul fragmentului din promotorul C/EBPα analizat s-au identificat două situsuri 
duale HNF4/ PPARγ:RXR. Probabilitatea ca aceste situsuri să fie funcţionale este 
foarte mare, atâta timp cât este descrisă în literatură reglarea feed-back pozitivă a 
genelor PPARγ şi C/EBPα. Este posibil ca, în hepatocite, HNF4 să se lege la acest 
situs dual, în timp ce în adipocite, pe măsură ce expresia PPARγ creşte, acesta să se 
lege ca heterodimer la situsul dual şi să activeze expresia C/EBPα. Unul dintre 
situsurile HNF4/ PPARγ:RXR este adiacent situsului dual p53/Ahr:ARNT şi este posibil 
ca legarea PPARγ la situsul dual să influenţeze totodată legarea proteinei p53, care 
aşa cum indică rezultatele studiului de faţă are un efect reglator pozitiv asupra 
expresiei C/EBPα în adipocitele mature. 
4. Reglarea prin intermediul factorilor de transcripţie GATA-2 şi GATA-3  
Un situs GATA, care se suprapune peste situsul MZF-1, cuprinde situsul polimorfic -
2269 C/T. Studiul de faţă sugerează că MZF-1 un efect represor mai putin puternic 
prin comparaţie cu factorii GATA în preadipocite. În prezenţa alelei rare -2269 T, 
situsul MZF-1 este distrus rămânând posibilitatea legării factorilor de transcripţie 
GATA. Datele din literatură indică faptul că GATA-1 nu este exprimat nici în 
preadipocite, nici în adipocitele diferenţiate. În aceste condiţii, la situsul GATA se pot 
lega proteinele GATA-2 sau GATA-3 care sunt descrise în literatură ca factori 
preadipocitari, care reprimă expresia PPARγ  şi implicit pe cea a C/EBPα. Rezultatele 
studiului de faţă au sugerat efectul represor al acestora asupra expresiei C/EBPα  în 
preadipocite. Pe de altă parte, un alt situs GATA aflat în imediata vecinătate a 
polimorfismului -2970G/A poate modula expresia C/EBPα. În prezenţa alelei rare A 
se creează un nou situs pentru HSF (pentru legarea proteinelor de şoc termic-HSP). 
Aceste rezultate sugerează că în prezenţa alelei -2970G, proteinele GATA-2 şi GATA-
3 s-ar putea lega la secvenţa ADN corespunzătoare, manifestându-şi efectul 
represor în preadipocite, în timp ce în prezenţa alelei -2970A s-ar putea lega factorii 
de transcripţie din categoria proteinelor de şoc termic ce stimulează expresia  
C/EBPα atât în preadipocite cât şi în adipocite. 
 În teza de faţă s-au identificat multiple posibilităţi de reglare a genelor EC-
SOD, C/EBPβ, C/EBPα atât în condiţii bazale câ şi în condiţiile existenţei anumitor 
polimorfisme asociate cu factori implicaţi în procesele care au loc la interfaţa între 
sindromul metabolic, diabet şi bolile cardiovasculare. S-a evidenţiat experimental 
posibila implicare a GATA-2 sau GATA-3, MZF-1, HSP, Oct-1, p53, Gli-1 şi a 
proteinelor de şoc termic în procesul de adipogeneză. Totuşi, trebuie ţinut cont de 
faptul că analiza activităţii genei reporter  este o analiză in vitro pe culturi celulare 
murine, iar EMSA este o metodă care dă informaţii cu privire la legarea secvenţei 
ADN (normale sau modificate) la proteinele nucleare dar nu demonstrează 
interacţiunea directă a unui anumit factor de transcripţie cu secvenţa ADN 
corespunzătoare. Acest lucru constituie o nouă direcţie de cercetare ce va putea fi 
investigată în viitor, folosind metoda imunoprecipitării cromatinei (ChIP). Multe din 
cercetările realizate conţin elemente de noutate la nivel naţional. În acest sens, 
trebuie menţionat ca o noutate strategia de analiză funcţională a promotorilor 
genelor studiate, aplicarea analizei computaţionale pentru cele trei gene în scopul 
identificării unor posibilităţi de reglare a acestora. Pe baza rezultatelor obţinute în 
urma analizei computaţionale efectuate s-a rezolvat în fond o problemă de 
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optimizare utilizând metode de căutare adecvate. În acelaşi context, s-a realizat şi o 
analiză de sensibilitate în vederea clasificării influenţei diferiţilor parametrii asupra 
nivelului speciilor reactive ale oxigenului în organismul uman. 
 Rezultatele cercetării din teză au fost publicate sau comunicate după cum 
urmează:  
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Anexa 1. Rezultatele spectroscopiei UV-VIS 
 

 
 

 
 

Anexa 1.1. Spectrul UV-VIS al extractelor de busuioc în : A. Etanol 35% şi B. Oţet de 
mere, diluate 1:1000 
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Anexa 1.2. Spectrul UV-VIS al extractelor de măghiran în : A. Etanol 35% şi 

B. Oţet de mere, diluate 
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Anexa 1.3. Spectrul UV-VIS al extractului de rozmarin în: A. alcool etilic 

diluat 1:1000 şi B. Oţet de mere cu miere diluat 1:1000 
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Anexa 1.4. Spectrul UV-VIS al extractului de salvie în: A. alcool etilic diluat 

1:1000 şi B. Oţet de mere cu miere  diluat 1:100 
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 Cromatograma HPLC a extractului de busuioc: A.  în etanol 35% (tinctură) şi B. în oţet 

de mere cu miere 9%  

C
romatograma HPLC a extractului de măghiran  : A.  în etanol 35% 

(tinctură) şi B. în oţet de mere cu miere 9% 
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 Cromatograma HPLC a extractului de rozmarin: A.  în etanol 35% 

(tinctură) şi B. în oţet de mere cu miere 9% 
 

 
Cromatograma HPLC a extractului de salvie: A.  în etanol 35% (tinctură) şi 

B. în oţet de mere cu miere 9% 
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 Anexa 3. Curbe standarde metale  
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Anexa 4. Curba de calibrare pentru determinarea antioxidanţilor 

hidrosolubili (anexa 4.1 stânga ) şi liposolubili (anexa 4.2 dreapta)  din 
plasmă 
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Anexa 5. 
Anexa 5.1 . Cuantificarea ADN folosind markeri DNA 

 
Anexa 5.2. Secvenţa fragmentelor SOD3 amplificate;  cu galben sunt 

marcate secvenţele primerilor (amorselor folosite) şi cu verde este marcată 
baza schimbată în cazul polimorfismelor 

 
A.  Secvenţa fragmentului din promotorul  EC-SOD (SOD 3) 
                                                    ataccagaacggagacgtgctttcttg 
 -442 gaccttaaacgaaataaaattaggccaagtgaagcaagtgccatttaaaa 
 -392 tagtagctatgaatgtatataattaggatttcaagaactgaatgaaaata 
 -342 taaatgttttaaaaatgggaagaaagattcacaataaggaactagactgt 
 -292 tgcagggtgggggtggggtggtgggtggcatggggaactctgaaaactca 
 -242 ttagttgaggataactacgcctaccaacagaatgcagaggtgcaagactg 
 -192 agctactggtgcctgagttctcagcgggccagaaggaaggacggtagggt 
 -142 ggaagggctggagtctcagttctgggaagtctccctcttatctcgcagaa 
  -92 tgcctgtccctggataaagatcattagtttgagtttttccaagatgattc 
                 +1 
  -42 taggaagctcctgctggtaactaagtcacccatcctggggtgggatccag 

   +9           agattta 
B.  Secvenţa fragmentului din exonul 3  al EC-SOD (SOD 3) 
      ce conţine polimorfismul Thr40Ala 
                                                                                  gacatgtacgc 
 +5209 caaggtcacggagatctggcaggaggtcatgcagcggcgggacgacgacg 
 +5259 gcgcgctccacgccgcctgccaggtgcagccgtcggccacgctggacgcc 
                                                                                                                                                      
                                                                                               Thr40Ala 
 +5309 gcgcagccccgggtgaccggcgtcgtcctcttccggcagcttgcgccccg  
 +5359 cgccaagctcgacgccttcttcgccctggagggcttcccgaccgagccga   
    +5409     acagctccagccgcgccatccacgtgcaccagtt 
    
C.Secvenţa fragmentului din exonul 3 al EC-SOD (SOD 3) ce conţine 
polimorfismul Arg213Gly 
                                                              gaggacgacctgggccgcgg 
 +5659 cggcaaccaggccagcgtggagaacgggaacgcgggccggcggctggcct 
                                                 Arg213Gly 
 +5709 gctgcgtggtgggcgtgtgcgggcccgggctctgggagcgccaggcgcg  
 +5759    ggagcactcagagcgcaagaagcggcggcgcgagagcgagt 
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Anexa 5.3. 
50 x TAE 
484 g Tris 
200 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
114 ml Acid acetic glacial 
1200 ml H2O sterila 
1 x TAE 
dilutie 1:50 a 50 x TAE 
 
Anexa 5.4. 
SOLUŢIE DE MIGRARE BROMFENOL 
(ALBASTRU) 
 
15 % Ficoll® 400 
0.2%  albastru de Bromfenol  
 
Anexa 5.5. 
SOLUŢIE TAMPON 1X TE 
100 ml soluţie Tris HCl 100 mM (pH=8) 
2ml EDTA 0.5M(pH=8) 
898 ml apă Milipore 
 
Anexa 5.6. 
SOLUŢII TAMPON -Transgenomic Wave  
Tampon A 
50 ml 2 M TEAA 
250 μl ACN 
900 ml H2O MilliQ  
 
Tampon B 
50 ml 2 M TEAA 
250 ml ACN 
900 ml H2O MilliQ 
 
Anexa 5.7. 
SOLUŢII TAMPON – NEB (restricţie 
enzimatică) 
 
NEB1 
10 mM Bis Tris Propan-HCl  
10 mM MgCl2  
1 mM DTT  (pH 7.0 la 25°C) 
 
NEB2  
50 mM NaCl  
10 mM Tris-HCl  
10 mM MgCl2  
1 mM DTT  (pH 7.9 la 25°C) 
 
NEB3 
100 mM NaCl  
50 mM Tris-HCl  
10 mM MgCl2  

1 mM DTT  (pH 7.9 la 25°C) 
 

NEB4 
50 mM Acetat de potasiu  
20 mM Tris-acetat  
10 mM Acetat de  magnesiu  
1 mM DTT  (pH 7.9 la 25°C 
 
NEBuffer Bam HI 
150 mM NaCl  
10 mM Tris-HCl  
10 mM MgCl2  
1 mM DTT  (pH 7.9 la 25°C) 
 
NEBuffer Eco RI 
50 mM NaCl  
100 mM Tris-HCl  
10 mM MgCl2  
Triton X-100  0.025% (pH 7.5 la 25°C) 
 
Anexa 5.8. 
COMPOZITIA  SOLUTIILOR TAMPON 
ALE KITULUI QIAGEN MAXIPREP  
 
Solutia Tampon P1  
50 mM Tris-Cl  (pH 8.0) 
10 mM EDTA  
100 μg ml-1 RNA-ză H 
 
Solutia Tampon P2  
200 mM NaOH  
1%SDS  
 
Solutia Tampon P3/N3  
Acetat de  potasiu 3 M (pH 5.5) 
 
Solutia Tampon QBT  
750 mM NaCl  
50 mM MOPS  (pH 7.01) 
15% Isopropanol  
0.15%Triton® X-100  
 
Solutia Tampon QC  
1 M NaCl   
50 mM MOPS  (pH 7.0) 
15%Isopropanol  
 
Solutia Tampon QF  
1.25 M NaCl   
50 mM Tris-Cl  (pH 8.5) 
15%Isopropanol  
 
Solutia Tampon EB  
10 mM Tris-HCl  (pH 8.5) 
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ANEXA 6. ANALIZA COMPUTAŢIONALĂ A SOD3 (EC-SOD) 
 
Anexa 6.1. Factorii de transcripţie posibil funcţionali, situsurile corespunzătoare de 
legare de ADN predictive în secvenţa promotorului şi secvenţele de recunoaştere a 
acestor factori; cu litere mari roşii sunt notate bazele conservate din secvenţa 
centrală, cu litere albastre mari bazele din regiunea cu probabilitate mică de 
conservare, iar cu litere negre mici bazele care nu sunt din secvenţa centrală de 
recunoaştere 
 

Factorul de 
transcripţie 

Secvenţa de 
recunoaştere (5`-3`) 

Situsul de legare 
predictiv în EC-SOD 

Poziţia în 
promoterul 

EC-SOD 

GFI 1  YAAATCACWGY 
Matys V et al. 2003 

gtaAATCtaggcttt 
 

-498 la- 484 
 

SMARCA3.02  MCWTDK 
Aweline H.et al.2002 

taggACTTgtg 
tgCCATttaaa 
tgttACTTgtt 
caatACTTttt 
taCCATttttt 
tcACATttgtt 

-481la -471 
-403 la -393 
-1484-1474 
-1275-1265 
-1113-1093 
-1589-1579 

BCL6  GAAAATTCCTAGAAAGCATA 
WNCTTTCNAGGRAT 
Kawamata N, et al.1994 

caagtccTAGAatacca 
agcttccTAGAatcatc 
acctcccTAGAaagcca 

-479 la -463 
-50 la -34 
-1850-1834 

vMYb  pyAAKG 
Biedenkapp H et al., 1988 

cagAACGgagacg 
aagAACTgaatga 
tgCAACagtctag 

-464 la -452 
-359 la -347 
-300 -212 

XBP1 GcCTGARGMgr 
Mai B/ Breeden L, 1997 

gaacggagACGTgctttcttg 
gggtggcatggGGAActct 

-462 la -442 
-269 la -251 

HSF-1/2 nGAAn 
Kroeger et al. 1993 
Xie X et al., 2005 

gtttaaggtcCAAGaaagcacgtct 
attaggatttcaAGAActgaatgaa 
tgagtttttcCAAGatgattctagg 
caagatgattctAGGAagctcctgc 
caggagcttcctAGAAtcatcttgg 

-456 la -432 
-370 la -346 
-63 la -39 
-53 la -29 
-54 la -30 

EVI1 TGACAAGATAA 
Perkins et al., 1991 

tttccAAGAtgattcta 
atgagAAGAtgaaaaca 
tttatAAGAaaataaag 
attatatgagtcGATAc 

-56-40 
-1465-1449 
-1321-1305 
-1166-1150 

SOX5 AACAAT 
(Denny P. Et al., 1992) 

tgaaaaCAATtaaggtt 
gcttgaCAATgctcatt 
attgaaCAATtgacctc 
gattcaCAATaaggaac 

-1825-1809 
-1630-1614 
-1569-1553 
-316-300 

EVI1 TGACAAGATAA 
Perkins et al., 1991 

tttccAAGAtgattcta 
atgagAAGAtgaaaaca 
tttatAAGAaaataaag 
attatatgagtcGATAc 

-56-40 
-1465-1449 
-1321-1305 
-1166-1150 

 
R = A sau G, K = G sau T, Y = C sau T, S = C sau G, N = A, C, G sau T, M = A sau C şi W = A sau T 
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Factorul  
de 

transcripţie 

Secvenţa de recunoaştere 
(5`-3`) 

Situsul de legare 
predictiv în EC-SOD 

Poziţia în 
promoterul 

EC-SOD 

RORA2  
 

AGGTCA 
Jetten AM et al., 2001 

aaaattaGGCCaagtgaag 
gtaactaAGTCacccatcc 
agaataagaGGTCaattgttcaa 

-426 la -408 
-26 la -8 
-1576-1554 

       BRN2  
 

ATGCAAT 
Atanasoschi S et al., 1995 

attatatacatTCATagct 
catttatatttTCATtcag 
ctTATTgtgaatctttctt 
ctggactttATTTtcttat 

-387 la -369 
-354 la -336 
-222 la -304 
-1326-1308 

TATA  TATAAA 
Bucher, 1990 

atgtaTATAattaggat 
aaataTAAAtgttttaa 
tcttaTAAAcaaagttg 

-379 la -363 
-346 la -330 
-1313-1297 

OCT1  
 

ATGCWAAT 
Lundback et al., 2000 
Van Leuwen et al.,1997 

gaaatcctAATTata 
tgaATGAaaatataa 
gagATGCaatgccac 
aaCATCccaatttcc 
tggatattAATTtgg 
ttaATATccaccc 
tgaATATtccact 
ggaATATtcacag 
tgCATGgcagtcact 
 

-374 la -362 
-353 la -339 
-753-749 
-612-598 
 
-1296-1282 
-1291-1279 
-1048-1036 
-1045-1033 
-1544-1530 

PAX1 
 

CCGTTCCGCTCTAGACAT 
Chalepakis G et al., 1991 

tCATTcagttcttgaaatc -365 la -347 

YY1 
 

CCWTN TTNNNW 
Shrivastava A.& Calame 
K.,1994 

tcttcCCATttttaaaaca 
ctttgCCATtttctacctc 

-337 la -319 
-1374-1356 

SPIB 
 

RGAGGAARY 
Vasylzk C et al. 1992 

taaaaatgGGAAgaaagattc 
cacaataaGGAActagactgt 
catgaaaaGGAAgctatttac 

-322 la -312 
-312 la -292 
-1744-1724 

WT1 
 

CGCCCCCGC 
Ranscher et.al.1990 

cagggTGGGggtggggt -289 la -273 

BKLF 
 

AAGGGGTTAA 
Treisman J & Desplan 1989 

caGGGTgggggtggggt 
ggGGGTggggtggtggg 

-289 la -273 
-283 la -267 

RREB1 
 

CCCCAAACCACCCC 
Thianqalinqam A. et al, 1996

cCCCAcccccaccct 
cCCCAtgccacccac 
cCCCAacctccccac 

-212 la -226 
-229 la -243 
-563-549 

cMYB YAACKG 
Howe KM et al.1990 

tgCAACagtctag 
ttCAACagtccca 
acTAACagtatgt 
taCAACtggcatt 

-300 la – 288 
-783-771 
-1917-1905 
-1726-1714 

GC GGGNGGG 
Bucher, 1990 

gtgggGGTGgggtgg -215 la -229 

R = A sau G, K = G sau T, Y = C sau T, S = C sau G, N = A, C, G sau T, M = A sau C şi 
W = A sau T 
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Factorul  
de transcripţie 

Secvenţa de 
recunoaştere (5`-3`) 

Situsul de legare predictiv 
în EC-SOD 

Poziţia în 
promoterul EC-

SOD 

SREBP1/2 
 

ATCACCCCAC 
Magana et al.1997 
Sato et al. 1996 

ccaCCACcccacccc -282 la -268 

ELK-1 mrMMGGAWry 
Treisman R et al., 1992 

ggccagaaGGAAggacggtag -165  la -145 

GKLF RRGGYGY 
Shields J.M, Yang VW 1998 

aaggacggtAGGG -155 la -143 

EKLF CCACACCCCT 
Miller I.J,Bieker J.J, 1993 

gacggtaGGGTggaagg -152 la -136 

GABP NGMGGAAGG 
Vasylyk B et al.1993 

ggtagggtGGAAgggctggag 
tccacgtgGGAAgagtgcttt 
tcccacgtGGAAgagctctct 

-149 la -129 
-1684-1664 
-1674-1654 

STAT5 TTNYNNNAA 
(Horvath et al. 1995) 

agacTTCCcagaactgaga 
gagcTTCCtagaatcatct 
tcctTTCTgagaaaccact 
tggtTTCTcagaaaggaaa 
tcacTTCTgtgaatattcc 
aataTTCAcagaagtgatc 

-128 la -110 
-51 la -33 
-628-610 
-626-608 
-1045-1037 
-1043-1035 

STAT.01 
 

TTCYNRGAA 
Soldaini et al 2000 

tcagttctgGGAAgtctcc 
atgattctaGGAAgctcct 

-126 la -108 
-48 la -30 

NFKB GGGGAMTTTCC 
Grilli et al.1993 

ggGAGActtccca -119 la -107 

E2F SGCSSAAA 
Nevins et al.1992 

attctgcgaGATAagag 
cggtggcgaGAAAaagg 
agtcccagtGAAAagtg 

-107 la -91 
-547-531 
-776-761 

PPAR_RXR AGGNNAWAGKTSW 
Palmer et. Al.1995 

ctgtccctggataaAGATcatag -88 la -66 

GATA1 
GATA 3 

WGATAR 
Yammamoto et al.1991 

gcgaGATAagagg 
gagGATAaggcc 
gtatGATAaatcg 
taaAGATcatagt 
aactGATAgactt 

-108 la -96 
-890-878 
-705-693 
-77 la -65 
-1766-1754 

NFKB/NFKAPPAB65 GGRNTTTCC 
Kunsch C et al., 1992 

gcaggagcTTCCt -41 la -29 

MOK2 RCCTTRTCAGGGCCTTR 
Arranz et al., 1997 

gtgctttcttggaCCTTaaac -452 la  -432 

NKx2.5 YAAG 
Kasahara H. et al., 2001 

tggccTAATtttatt 
aatccTAATtatata 
aacctTAATtgtttt 

-429 la  - 415 
-376 la  -362 
-1825-1811 

 
R = A sau G, K = G sau T, Y = C sau T, S = C sau G, N = A, C, G sau T, M = A sau C şi 

W = A sau T 
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ANEXA 6.2.Rezultatele analizei PIP Maker pentru 2000 bp din secvenţa ADN 
a promotorului EC-SOD (SOD3) 

 

 
 

Diagramele Pip (A) şi dot-plot (B) rezultate din compararea secvenţelor 
corespunzătoare promotorilor genei SOD3 la toate cele trei specii : a. Om-

şoarece; b. Om-şobolan; c. Şoarece-şobolan 
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Anexa 6.3.1 Rezultatul alinierii Foot Printer (sus) şi Clustal W (jos) a celor 
3 secvenţe corespunzătoare fragmentului EC-SOD (SOD3) cuprins între -
1500-1000 bp ; poziţia polimorfismului identificat în baza de date este 

marcată deasupra secvenţelor 
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Anexa 6.3.2. Rezultatul analizei FootPrinter şi Clustal W a celor 3 secvenţe ADN  
corespunzătoare fragmentului EC-SOD (SOD3)  cuprins între  -1000 bp-500 bp (şoarece, 
şobolan şi om) 
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Anexa 6.3.3. Rezultatul analizei FootPrinter şi alinierii Clustal W a celor 3 
secvenţe corespunzătoare fragmentului EC-SOD (SOD3) cuprins între   -500 

bp+1bp; poziţia polimorfismului identificat în baza de date este marcată 
deasupra secvenţelor 
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Anexa 6.3.4. Identificarea insulelor CpG cu programul EMBOSS-CpG  în 
promotorii genelor SOD 3 uman (A), de la şoarece (B) şi de la şobolan (C) 

 

 

BUPT



                                                                                               Anexe 275 

Anexa 7. ANALIZA GENEI C/EBPβ 
 
Anexa 7.1. Factorii de transcripţie posibil funcţionali, situsurile 
corespunzătoare de legare de ADN predictive în secvenţa promotorului 
C/EBPβ şi secvenţele de recunoaştere a acestor factori; cu litere mari roşii 
sunt notate bazele conservate din secvenţa centrală, cu litere albastre mari 
bazele din regiunea cu probabilitate mică de conservare, iar cu litere negre 
mici bazele care nu sunt din secvenţa centrală de recunoaştere 

R = A sau G, K = G sau T, Y = C sau T, S = C sau G, N = A, C, G sau T, M = A sau C şi 
W = A sau T 

Factorul  
de 

transcripţie 

Secvenţa de 
recunoaştere (5`-3`)

Situsul de legare predictiv în 
 C/EBPβ

Poziţia în 
promotorul  

C/EBPβ 

GC box 
GGGNG 
Bucher, 1990 

actgGGGTGggggtg 
gtggGGGTGggggag 
accgGGGTGggacct 
ggtcgcaccgCCCCCtctcgctc 

-3230-3216 
-3224-3210 
-3074-3060 
-268-254 

Sp-1 GGGCGG 
Nardelli et al., 1991 

gcggGGGCGGGgagg 
ttggGGGCGGAGgtc 
gcagGGGCGGGgggt 
ctagGGGCGGGGgctc 
caggGGGCGGGccgg 
ccggGGGCGGGgtcg 
cccgGGGCGGCcggg 
gcagGGGCGGCctca 

-3621 -3607 
-1608-1594 
-804-784  
-693-679 
-382-368 
-280-266 
-234-220 
-208-194 

SREBP-1/2 ATCACCCCAC 
Magana et al.1997 
Sato et al. 1996 

ctGTCACCCCACctc 
aggTCACCCCAgctc 
ttTTCACCCCACcag 

-2044-2028 
-1598-1594 
-1270-1256 

STAT TTNYNNNAA 
Horvath et al. 1995 

caccTTCTCTGAAccacat 
ggctgtcctGGAAggcggg 

-2508-2490 
-318-300 

E2F SGCSSAAA 
Nevins et al.1992 

tggtgGGGTGAAAAaag 
gcgggGCGCgatcctgc 
gggccccccGAAAacgc 

-1269-1253 
-655-639 
-186-170 

CCAAT box CCAAT 
Bucher, 1990 

acagCCACtcacgta -3314-3300 

HNF-4 CAWAR 
Courtois et al., 1988 

tccgggagggCAAAgggccctcta 
gcaagtggtcaGAAGgccttgggcc 

-1412-1388 
-1363-1339 

USF NNCACGTGNN 
Bendall and Molloy , 
1994 

tggcCACAtggtg 
tggcCACGtgggc 
ggccCACGtggcc 
aggtCACAtgaaa 
aggtCACAtggcc 

-3591-3581 
-3584-3572 
-3583-3571 
-2812-2800 
-1030-1018 

Egr-1 GCGGGGGCG 
Swirnoff and Milbrandt,  
1995 

cagtTTGGGGGCAgagg 
gctgGAGGAGGCGgagg 
ccagCAGGGGGCGggcc 
ggagGAGGGGGCGacct 

-3619-3603 
-341-325 
-266-250 
-221-205 

TATA box  TATAAA 
Bucher 1990 

atcTATAAAgtggagat 
cctTATAAAtaaccggg 

-2759-2743 
-34-18 
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Factorul  
de 

transcripţie 

Secvenţa de 
recunoaştere  

(5`-3`) 

Situsul de legare predictiv 
în  

C/EBPβ 

Poziţia în 
promoterul  

C/EPBβ 

GATA box GATAR 
Whyatt et al., 1993 

gaaAGATTTtatt 
tggaGATAAtgat 
taatGATAAgact 
tactGATAAtttg 
gggaGATATgggg 
tggcGATAGggaa 
agggGATAAaaca 
cagAGATGTcatt 
agcaGATAAcacc 

-2836-2824 
-2749-2737 
-2743-2731 
-2556-2544 
-2440-2428 
-1884-1872 
-1675-1663 
-1631-1619 
-1583-1472 

p53 GGACATGCCC 
Funk et al., 1992 

gggaagggtggcAAGCATGTTCc 
ataatttgtaggAGGCAGGTCTt 
gtgttCAAGtccAGGCGGGCCGt 
aagagaagacccGGGCGTGTCCa 

-3058-3036 
-2571-2549 
-1337-1315 
-748-728 

AP-2 GCCNNNGGC 
GCCNNNNGGC 
Williams and Tjian, 
1991a and b 

ctgGCCTCTGGGgtg 
aagGCCTTGGGCctg 
 

-3036-3022 
-1351-1337 

AP-4 CAGCTG 
Dang et al., 1992  
Mermod et al., 1998 

agcccCAGCAGgggtct -3014-2997 

Oct-1 ATGCWAAT 
Lundback et al., 2000 
Van Leuwen et al.,1997 

aaaattcaAATTtcc 
caCATCaaaattcaa 
aaTATGaaaaaagaa 
tacATGCaaagagct 
ctCATTataatcaga 
ggCATTtcatttggg 

-3541-3523 
-3531-3512 
-2594-2494 
-2527-2513 
-2187-2173 
-1062-1048 

c-Myb GTTR 
Howe KM et al.1990 

gaCAACggcccgc 
agCAACcgctgcg 

-1323-1311 
-56-17 

CEBP RTTGCGYAAY 
Vinson et al., 1989 

ggaattgtGAAAagc 
aggatgacGTAAgcc 
aggctgagGCAAgag 
aaggttgaGCAAtgc 
 

-3686-3672 
-3167-3153 
-2685-2671 
-1569-1555 

MZF1 GAGGGGAA 
Morris J. Et al., 1994 

gcGGGGagg 
ttGGGGaaa 
gtGGGGatg 
gtGGGGaag 
tgGGGGaac 
gaGGGGagc 
gaGGGGata 
gaGGGGagt 
ggGGGGaag 
 

-3621-3607 
-3262-3254 
-3250-3242 
-3063-3050 
-2375-2367 
-2223-2215 
-1670-1662 
-356-348 
-291-277 

R = A sau G, K = G sau T, Y = C sau T, S = C sau G, N = A, C, G sau T, M = A sau C şi W 
= A sau T 
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Anexa 7.2. Rezultatul analizei comparative a secvenţelor ADN corespunzătoare celor 
trei specii analizate: A. Rezultatul Foot Printer al fragmentului cuprins între – 3500 
bp şi -3000 bp; diferitele motive structurale conservate sunt colorate diferit şi sunt 
grupate în clustere. B. Rezultatul analizei Clustal W la cele 500 bp analizate C. 
Marcarea situsului polimorfic -3429 C/T care modifică o bază care se conservă la 
toate cele trei specii 
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Anexa 7.3. Rezultatul analizei comparative a secvenţelor ADN corespunzătoare celor 
trei specii analizate: A. Rezultatul Foot Printer al fragmentului cuprins între –500bp 
şi +1 bp; B. Rezultatul analizei Clustal W la cele 500 bp analizate C. Marcarea 
situsurilor polimorfice -412 G/T şi -411 C/T care modifică o bază care se conservă la 
toate cele trei specii 
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Anexa 7.4. Rezultatele analizei Clustal W ; regiunile de înaltă homologie sunt notate 
cu steluţă; codonul de start este marcat cu roşu pentru toate cele trei specii; 
domeniul de legare ADN este marcat cu albastru şi fermoarul de leucină este marcat  
cu violet; fiecare rest de leucină este marcat cu verde, codonul stop este marcat cu 
galben portocaliu 
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Anexa 8 

 
Anexa 8.1. Soluţie tampon 1xPBS 
8g NaCl 
1,44 g Na2HPO4 
0,24 g KH2PO4 
Se aduce la pH=7,4 
Se ajustează volumul la 1 L 
Anexa 8.4. Soluţii folosite la metoda EMSA 
 
Gel de migrare 8%   
64 ml H2O 
5 ml 5 x TBE 
19.4 ml  Acrilamidă 40% 
10.4 ml Bis 2% 
500 μl APS  10% (w/v) 
50 μl TEMED 
 
Gel de concentrare 5% 
17.1 ml H2O 
7.5 ml 0.5 x TBE 
5.1 ml Acrilamidă:bis 30% 
150 μl APS  10% (w/v) 
30 μl TEMED 
 
Gel de migrare 5%   
71.1 ml H2O 
5 ml 5 x TBE 
12.5 ml Acrilamidă 40% 
10.4 ml Bisacrilamidă 2% 
500 μl APS  10% (w/v) 
50 μl TEMED 

 
Anexa 8.3. Compozitia solutiilor 
tampon de legare  EMSA 
 
Tampon de legare 2 x 
400 μl  glicerol 100% 
20 μl Tris 1 M 
100 μl KCl 1 M 
2 μl DTT 0.5 M 
487 μL H2O 
 
Soluţii tampon pentru  
obţinerea lizatului celular 
 
Tampon A 
Hepes  10 mM (pH 7.9 at 4°C) 
MgCl2.6H2O 1.5 mM 
KCl 10 mM 
DTT  0.5 mM si PMSF 0.2 mM adaugat  
înainte de folosire 
 
Tampon C 
Hepes 15 mM (pH 7.9 at 4°C) 
MgCl2.6H2O1.5 mM,  
NaCl 0.42 M 
EDTA 0.2 M 
Glicerol 25% 
DTT  0.5 mM si PMSF 0.2 mM adăugat  
înainte de folosire 
 

Anexa 8.2. Vectori 
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Anexa 8.1. Soluţie tampon 1xPBS 
8g NaCl 
1,44 g Na2HPO4 
0,24 g KH2PO4 
Se aduce la pH=7,4 
Se ajustează volumul la 1 L 
Anexa 8.4. Soluţii folosite la metoda EMSA 
 
Gel de migrare 8%   
64 ml H2O 
5 ml 5 x TBE 
19.4 ml  Acrylamide 40% 
10.4 ml Bis 2% 
500 μl APS  10% (w/v) 
50 μl TEMED 
 
Gel de concentrare 5% 
17.1 ml H2O 
7.5 ml 0.5 x TBE 
5.1 ml Acrylamide:bis 30% 
150 μl APS  10% (w/v) 
30 μl TEMED 
 
Gel de migrare 5%   
71.1 ml H2O 
5 ml 5 x TBE 
12.5 ml Acrilamidă 40% 
10.4 ml Bisacrilamidă 2% 
500 μl APS  10% (w/v) 
50 μl TEMED 

 
Anexa 8.3. Compozitia solutiilor 
tampon de legare  EMSA 
 
Tampon de legare 2 x 
400 μl  glycerol 100% 
20 μl Tris 1 M 
100 μl KCl 1 M 
2 μl DTT 0.5 M 
487 μL H2O 
 
Soluţii tampoane pentru  
obţinerea lizatului celular 
 
Tampon A 
Hepes  10 mM (pH 7.9 at 4°C) 
MgCl2.6H2O 1.5 mM 
KCl 10 mM 
DTT  0.5 mM si PMSF 0.2 mM adaugat  
înainte de folosire 
 
Tampon C 
Hepes 15 mM (pH 7.9 at 4°C) 
MgCl2.6H2O1.5 mM,  
NaCl 0.42 M 
EDTA 0.2 M 
Glicerol 25% 
DTT  0.5 mM si PMSF 0.2 mM adăugat  
înainte de folosire 
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Anexa 9. ANALIZA GENEI C/EBPα   
 

9.1.Factorii de transcripţie posibil funcţionali, situsurile corespunzătoare de 
legare de ADN predictive în secvenţa promotorului C/EBPα  şi secvenţele de 
recunoaştere a acestor factori (litere roşii baze conservate, litere mari 
secvenţa centrală, litere albastre secvenţa centrală baze neconservate, 
litere negre mici baze neconservate din afara  secvenţei de recunoaştere 

 
Factorul de 
transcripţie 

Secvenţa de recunoaştere 
(5`-3`) 

Situsul de legare 
predictiv în 

C/EBPα 

Poziţia în 
promotorul 

C/EBPα 

GC box  

GGGNG 
Bucher, 1990 

ggaGGGTGggg 
acgGGGAGggg 
tagCGCCCtgc 
catGGGCGgcg 
cggGGGCGgag 

-2949 to -2945 
-880 to -876 
-643 to -639 
-628 to -625 
-239 to -235 

Sp-1 GGGCGG 
Nardelli et al., 1991 

cctGGGCGGgtc 
gagGGGCGGcgc 
gggAGGCGGggg 
gggGGGCGGagg 
tagGGGTGGggg 

-1440 to -1435 
-1315 to -1310 
-980 to -974  
-378 to -373 
-371 to -366 

SREBP-1/2 ATCACCCCAC 
Magana et al.1997 
Sato et al. 1996 
 

ccCTCACCCCACtct -2941 to -2932 

STAT TTNYNNNAA 
Horvath et al. 1995 

gtgTTCTGGTAAcaa 
aatTTGCTGGAAgga 
ggcTTTTAGGAAgtc 

-2904 to -2893 
-2819 to -2811 
-2498 to -2490 

PPAR/RXR AGGNNAWAGKTSW 
Palmer et. Al.1995 

cccAGCTCAAAGGTCTg 
ggcAGGGACACAGTTCc 

-2786 to -2774 
-2431 to -2420 

E2F SGCSSAAA 
Nevins et al.1992 

cctGCCCCAAAttc 
tggGGGCGACAatg 
cggGCTGGAAAact 
ctgCGCGGAATcac 

-2439 to -2432 
-2040 to -2033 
-727 to –720 
-588 to -581 

CCAAT box CCAAT 
Bucher, 1990 

gacCCATTca 
gctCCAAGct 

-1735 to –1731 
-231 to -226 

HNF-4 CAWAR 
Courtois et al., 1988 

gtgCAAAGtgg 
gctCAAAGgtc 
ggcCAAAGcca 
ggaCACAGttc 
gccCACAGgtc 
ggaCAAAGtct 
gtcCAGAGctc 
ggcCTAAGgcc 
ggaCAGAGgcc 

-2868 to –2864 
-2782 to -2778 
-2664 to -2659 
-2426 to -2422 
-2093 to -2089 
-2005 to -2001 
-1613 to -1609 
-1414 to -1410 
-73 to -69 

CRE GNTGACGY 
Paca-Uccaralertkun et al., 
1994 

ccaGCTGACGGtcc -1256 to -1249 

USF NNCACGTGNN 
Bendall and Molloy , 1994 

caGCCACGTGCGtcc 
cgACCACGTGGGcgc 

-1207 to -1198 
-271 to -262 

NF-κB 

GGGGAMTTTCC 
Grilli et al., 1992 

tcGGGGCTCTCCAgc 
ctGGGGGGCCCCGcg 
tcGGGATACTCCTgg 

-1486 to -1476 
-842 to -832 
-348 to -338 

Egr-1 GCGGGGGCG ctGCGGAGGTGtta -2409 to -2401 
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Swirnoff and Milbrandt,  
1995 

ctGCGGCGGCGcgg -92 to –85 

TATA box  TATAAA 
Bucher 1990 

gggTATAAAagc -32 to -26 

GATA box GATAR 
Whyatt et al., 1993 

ggaGATAAggg 
aagGATAAggg 
acgGATAAgtt 
ctgGATACggg 

-3028 to –3024 
-2825 to –2821 
-2219 to –2215 
-318 to -314 

p53 GGACATGCCC 
Funk et al., 1992 

ggaGAGCCTGCCAgtg 
acaGGGCAGGCCCggg 
cctGTGCGTGCTCgga 
ccgGGACAGGCCTggt 

-2884 to –2874 
-2137 to –2128 
-1053 to –1041 
-445 to -436 

 

R = A sau G, K = G sau T, Y = C sau T, S = C sau G, N = A, C, G sau T, M = A sau C şi 
W = A sau T 
 
Anexa 9.2. Analiza comparativă a fragmentului cuprins între -3000 şi -2500 bp: A. 
Rezultatul Foot Printer la fragmentul cuprins între -2500 bp şi -2000 bp; B. Rezultatul 
analizei Clustal W la cele 500 bp analizate în care este marcat situsul polimorfic -2269 
C/T; steluţele indică regiuni de omologie ridicată                                    

Factorul  
de 

transcripţie 

Secvenţa de recunoaştere 
(5`-3`) 

Situsul de legare predictiv 
în  

C/EBPα 

Poziţia în 
promotorul  

C/EBPα 

AP-2 GCCNNNGGC 
GCCNNNNGGC 
Williams and Tjian, 1991a and b 

gGCCCTGGGGCcc 
aGCCCGGCGGCct 
cCCCCACCGGCcc 
cgCCCCCGGCCcg 

-1132 to –1123 
-1032 to –1024 
-502 to –493 
-245 to -237 

AP-4 CAGCTG 
Dang et al., 1992  
Mermod et al., 1998 

cgtCAGCTGggc -1258 to -1253 

c-Myb GTTR 
Howe KM et al.1990 

caGTTGggc 
ccGTTGgcg 

-1592 to –1589 
-1002 to -999 

TCF/LEF-1 TCAAAG 
Shtutman et al., 1999 

gtaACAAAGaac 
ggaACAAAGaaa 
cttTCAAAGcca 

-2906 to –2901 
-1854 to -1846 
-427 to –422 

Oct-1 ATGCWAAT 
Lundback et al., 2000 
Van Leuwen et al.,1997 

gtaATGGGAATaag -1996 to -1989 
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Anexa 9.3. Rezultatul analizei comparative a secvenţelor ADN corespunzătoare celor 
trei specii analizate a fragmentului cuprins între -2500 bp şi -2000 bp. A. Rezultatul 
Foot Printer; B. Rezultatul analizei Clustal W la cele 500 bp analizate în care este 
marcat situsul polimorfic -2269 C/T; steluţele indică regiuni de omologie ridicată 

 

 

 
Anexa 9.4. Rezultatul analizei comparative a secvenţelor ADN corespunzătoare celor 
trei specii analizate la fragmentul cuprins între – 2000 bp şi -1500 bp: A. Rezultatul 
Foot Printer - se observă conservarea clusterelor 10-16 la toate cele trei specii şi un 
grad de omologie mare între şoarece, şobolan şi om la nivelul secvenţei ADN de 500 
de bp analizate B. Rezultatul analizei Clustal W la cele 500 bp analizate în care este 
marcat cu violet situsul de legare HNF-4 conservat la toate cele trei specii; C. 
Marcarea situsului polimorfic -1801 C/T care nu modifică nici un motiv structural 
conservat la cele trei specii 
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Anexa 9.5. Rezultatul analizei comparative a secvenţelor ADN corespunzătoare celor 
trei specii analizate: A. Rezultatul Foot Printer la fragmentul cuprins între – 1500 bp 
şi -1000 bp. Se observă conservarea clusterelor 17-22 la toate cele trei specii şi un 
grad de omologie mare între şoarece şi şobolan precum şi o slabă omologie între om 
şi rozătoare. B. Rezultatul analizei Clustal W în care sunt marcate  situsurile de 
legare Gli-1 şi situsul bipartit p53/ARNT prezent în secvenţa umană; C. Marcarea 
situsului polimorfic -1050C/G la care prezenţa alelei rare G duce la formarea unui 
situs pentru Gli-1 înalt conservat şi la şoarece şi şobolan. 
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A. 
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Anexa 9.6. Rezultatele analizei Clustal W a ARNm a celor 3 gene de la cele 
trei specii: regiunile de înaltă homologie sunt notate cu steluţă; codonul de 
start este marcat cu roşu pentru toate cele trei specii; domeniul de legare 
ADN este marcat cu albastru şi fermoarul de leucină este marcat  cu violet; 
fiecare rest de leucină este marcat cu verde, codonul stop este marcat cu 
galben portocaliu 
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