Подавление экспрессии гена аполипопротеина А-1 в клетках гепатомы человека HepG2 через прямой и опосредованный механизмы с использованием агониста ядерного рецептора PPARγ GW1929
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PPARγ – транскрипционный фактор суперсемейства ядерных рецепторов, вовлеченный в регуляцию метаболизма липидов в печени. До сих пор остается невыясненной его роль в контроле экспрессии  гена аполипопротеина А-1 – главного белкового компонента липопротеинов высокой плотности, играющих важную роль в регрессии атеросклероза. 

Для исследования регуляторной роли PPARγ в сочетании с путями контроля положительных (PPARα, HNF4α) и отрицательных (LXRα, LXRβ) регуляторов экспрессии АроА-1 использовались методы ПЦР в реальном времени, ДНК-афинной хроматографии и трансфекции клеточной линии гепатомы человека плазмидными конструкциями.

Агонист PPARγ GW1929 подавил активность промотра АроА-1 и снизил уровень секреции белка. Отмечено связывание PPARγ с сайтами А и С гепацитарного энхансера – регуляторного элемента гена АроА-1. Использование плазмидных конструкций c репортерным геном люциферазы под контролем минимального промотора гепацитарного энхансера с мутантными сайтами А и С установило, что  мутация сайта С подавляет GW1929-зависимое угнетение активности энхансера, мутация сайтa А не приводит к такому эффекту. Уровни мРНК и белка HNF4α возросли под действием GW1929. Гиперэкспрессия HNF4α привела к росту активности люциферазы, GW1929 отменил эффект. Мутация сайта А снизила действие GW1929, подавляющее HNF4α-зависимую активность люциферазы, мутация сайта С не имела такого проявления. GW1929 повысил уровни мРНК и белка LXRβ, снизив активность экспрессии PPARα. Выявлено GW1929-зависимое уменьешние сродства PPARα и  увеличение сродства LXRβ к энхансеру. Предполагая PPARα в качестве положительного, а LXRβ – отрицательного регулятора уровня экспрессии АроА-1, можно допустить, что перераспределение этих транскрипционных факторов вносит вклад в супрессию активности гена АроА-1.

Полученные результаты указывают на то, что агонист PPARγ GW1929 снижает уровень экспрессии АроА-1 в клетках линии HepG2 через прямой и опосредованный механизмы. PPARγ самостоятельно связывается с сайтом С гепациторного энхансера гена АроА-1, а за связь с сайтом А конкурирует с HNF4α, это играет ключевую роль в спаде регуляторного эффекта HNF4α. Повышая уровень экспрессии LXRβ, GW1929 подавляет активность гена PPARα, создавая условия для замещения PPARα ядерным рецептором LXRβ на гепацитарном энхансере. Вышеописанные события угнетают экспрессию гена АроА-1.
Работа поддержана грантом РФФИ 14-04-32173 мол_а
