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Abreviatures: 
 
9-cis RA àcid 9-cis retinòic 
AC adenilat ciclasa 
AP-1 proteïna activada-1 
Apo   apolipoproteïna 
bFGF factor de creixement de fibroblasts bàsic 
cAMP adenosin-3’-5’-monofosfat cíclic 
CBP proteïna d’unió a CREB 
CDK cinasa depenent de ciclines 
CML cèl·lules musculars llises  
CRE element de resposta a cAMP 
CREB proteïna d’unió a CRE 
CTE extensió C-terminal 
DAG diacilglicerol 
DBD domini d’unió al DNA 
DNA àcid desoxirribonuclèic 
E glutamat 
eNOS òxid nítric sintasa endotelial 
EGF factor de creixement epidèrmic 
ERK cinasa regulada per estímuls extracel·lulars 
FTB factors de transcripció basals 
FXR receptor del farnesòid X 
G glicina 
GPCR receptor acoblat a proteïnes G 
HAT histona acetiltransferasa 
HDL lipoproteïnes de densitat alta  
HRE element de resposta a hormones 
IDL lipoproteïnes de densitat intermitja 
KID domini induïble per cinases 
LBD domini d’unió al lligand 
LDL lipoproteïnes de densitat baixa 
LDLR receptor de les LDL 
LPL lipoprotein lipasa 
LXR receptor hepàtic X 
MAPK proteïnes cinases activades per mitogens 
MKK MAPK cinasa 
MKKK MKK cinasa 
mRNA RNA missatger 
NBRE element de resposta a NGFI-B 
NO òxid nítric 
NOR-1 receptor nuclear orfe derivat de neurones 
NuRE element de resposta a Nur77 
Nurr1 gen relacionat amb Nur77 
ODN oligodeoxinucleòtid 
PDGF factor de creixement derivat de plaquetes 
PIP2 fosfatidil inositol-4,5-bifosfat 
PIP3 fosfatidil inositol-1,4,5-trifosfat 
PL-Cβ fosfolipasa Cβ 
PKA proteïna cinasa A 
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PKC proteïna cinasa C  
PS fosfatidil serina 
PUFA àcids grassos poliinsaturats 
PPARs receptors activats per proliferadors peroxisomals 
RAR receptor de l’acid retinòic 
RNA àcid ribonuclèic 
RNA pol II RNA polimerasa II 
RXR receptor del retinòid X 
S serina 
S1P esfingosina-1-fosfat 
SREBP proteïna d’unió als elements de resposta a esterols 
T treonina 
TR receptor de les hormones tiroïdals 
VDR receptor de la vitamina D 
VEGF factor de creixement de l’endoteli vascular 
VLDL lipoproteïnes de densitat molt baixa 
Y tirosina 
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ATEROSCLEROSIS 
 
 

El nombre de persones amb malalties cardiovasculars està augmentant a tot el 

món. A l’actualitat no sols són la principal causa de mort als països desenvolupats, sinó 

també en molts en vies de desenvolupament (Ysuf S. et al. 2001) a conseqüència 

principalment de canvis en els hàbits dietètics i de vida com fumar o el sedentarisme,  

així com per l’augment de l’esperança de vida (Bonow RO. et al. 2002). 

L’aterosclerosis és la principal causa subjacent a aquestes malalties. Es 

caracteritza per provocar un engruiximent de la paret arterial que ocasionalment pot 

produir l’oclusió de la llum del vas, ocasionant complicacions clíniques com són l’infart 

cerebral i de miocardi, així com de la gangrena i pèrdua de les extremitats (Ross R. 

1993).  

L’origen i les causes de la progressió de l’aterosclerosis no han estat clares fins 

fa poc temps. Inicialment es van proposar dues hipòtesis alternatives: La hipòtesis 

trombògena suggeria que el factor determinant era l’acumulació de dipòsits de fibrina 

en la paret arterial, els quals serien remodelats per l’acció de fibroblasts (Von 

Rokitansky C. 1852).  L’altre hipòtesis va venir suggerida pel fet, que a l’alimentar 

conills amb una dieta rica en colesterol, aquests desenvolupaven aterosclerosis 

(Anitskchow N. 1913). Aquests experiments van fer plantejar el model segons el qual, 

l’aterosclerosis és produïa per una acumulació de lípids a la paret arterial.  

Actualment aquestes dues teories s’han fusionat i ampliat, l’aterosclerosis es 

considera com un procés caracteritzat per una resposta de tipus inflamatori-

fibroproliferatiu a un determinat dany que ha patit l’artèria (Ross R. 1999, Libby P. 

2002). Aquest procés ocasiona un augment de la mida de la intima arterial on es 
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dipositen diferents tipus cel·lulars com cèl·lules musculars llises (CML), macròfags i 

limfòcits T així com matriu extracel·lular i dipòsits de colesterol i calci. 

 

FACTORS DE RISC 

 
L’aterosclerosis, s’origina com a resposta a un dany que ha rebut la paret arterial 

i existeixen diferents factors de risc que predisposen a patir aquest procés. Alguns d’ells 

són alteracions en el metabolisme lipídic, com tindre en plasma concentracions elevades 

de lipoproteïnes de baixa densitat (low density lipoproteins, LDL) o de triglicèrids així 

com concentracions baixes de lipoproteïnes d’alta densitat (high density lipoproteins, 

HDL). Altres factors de risc són la hipertensió, l’hàbit tabàquic, diabetes, 

hiperhomocisteinèmia, diverses alteracions genètiques i infeccions per certs tipus de 

virus o bacteris com Chlamydia pneumoniae. 

A les artèries coronaries, el principal factor de risc per desenvolupar 

aterosclerosis, és patir hipercolesterolèmia a conseqüència de tenir uns nivells alts de 

LDL (Verschuren WM. et al. 1995, Durrington P. 2003). A més a més, nivells elevats 

de LDL són una causa suficient per a desenvolupar aterosclerosis, com passa en el cas 

de persones que tenen mutat el receptor de les LDL, les quals desenvolupen greus 

lesions ateroscleròtiques abans dels 10 anys de vida.  

Però l’hipercolesterolèmia no és l’únic factor de risc, ja que la meitat de 

persones afectades d’aterosclerosis tenen nivells normals de LDL (Braunwald, JL 

1997). Entre d’altres cal destacar la hipertensió arterial i la diabetes, els quals són els 

principals factors de risc per patir malaltia isquèmica cerebrovascular o malaltia arterial 

perifèrica respectivament. Normalment, el que succeeix és que es tenen diferents factors 

de risc, els quals coopere entre ells per afavorir l’aparició d’una lesió ateroscleròtica. 

 

LA HIPÒTESIS INFLAMÀTORIA-FIBROPROLIFERATIVA  

 

Les artèries grans i mitjanes tenen una estructura semblant. Estan formades per 

tres capes concèntriques: intima, mèdia i adventícia. La intima és la capa que està en 

contacte amb la llum del vas i està formada per una monocapa de cèl·lules endotelials i 

per la làmina bassal les quals estan separades de la mèdia per la làmina elàstica interna. 

La mèdia esta constituïda per cèl·lules musculars llises amb capacitat contràctil les quals 
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són les responsables de mantindre el to del vas. Separada per la làmina elàstica externa 

està l’adventícia constituïda per fibroblasts i matriu extracel·lular.  

L’endoteli, a més de constituir una barrera física entre la sang que circula per la 

llum de l’artèria i la paret, regula múltiples funcions del vas, entre les quals cal destacar 

mantindre el to vascular, un estat de baixa trombogenicitat, així com regular la 

permeabilitat de la paret vascular a macromolècules com lipoproteïnes i cèl·lules com 

monòcits o limfòcits circulants. 

 

La disfunció endotelial 
 

Quan l’endoteli es danya per alguna agressió es produeix una disfunció 

endotelial, o sigui l’endoteli perd algunes de les seves capacitats i es produeix una 

resposta de tipus inflamatori per eliminar l’agent responsable. Els factors de risc el que 

ocasionen en un primer terme és originar directa o indirectament una agressió a 

l’endoteli que produeix una disfunció endotelial. Per exemple en el cas de les LDL, 

quan hi ha nivells elevats es queden retingudes a la intima on es poden modificar i 

danyar l’endoteli. En el cas de l’hàbit tabàquic, el fum del tabac ocasionaria la 

producció de radicals lliures que també danyarien les cèl·lules endotelials. 

Les lesions ateroscleròtiques no estan uniformement distribuïdes per les artèries, 

sinó que es troben preferentment en llocs on es trenca el flux laminar normal com poden 

ser curvatures o ramificacions. En aquests llocs les cèl·lules endotelials sobreexpressen 

determinats gens, com els que codifiquen per proteïnes d’adhesió, que poden afavorir 

l’avanç de l’aterosclerosis. En contraposició hi ha gens que codifiquen per proteïnes 

amb activitats “ateroprotectores”, els quals s’expressen en condicions de flux laminar. 

Alguns exemples poden ser la superòxid dismutasa (SOD) (Inoue N. et al. 1996) o  

l’òxid nítric sintasa endotelial (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) (Inoue N. et al. 

1996 i Topper JN. et al. 1996). Aquest fet ha portat a l’aparició del concepte 

d’ateroprotecció referint-se a quines propietats de l’endoteli el fan resistent a l’aparició 

d’una lesió ateroscleròtica.  

La pèrdua de l’expressió d’aquests gens en zones de flux turbulent pot afavorir 

l’aparició d’una lesió ateroscleròtica, com per exemple en el cas d’una disminució de 

l’expressió de l’eNOS. L’eNOS és l’enzim responsable de generar òxid nítric (NO) en 

l’endoteli en condicions normals. L’NO indueix la relaxació del vas, redueix l’agregació 

plaquetar i també inhibeix l’expressió de molècules d’adhesió com la molècula 
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d’adhesió de cèl·lules vasculars-1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) a 

través de la inhibició del factor nuclear-κB (nuclear factor κB, NF-κB) (De Caterina R 

et al. 1995). El fet de que es produeixin canvis en l’expressió gènica depenent quina 

part de l’artèria sigui, donen una possible explicació al fet de que les lesions 

ateroscleròtiques tinguin tendència a aparèixer en algun llocs concrets. 

En circumstancies normals l’endoteli té una baixa adhesivitat pels leucòcits 

circulants, però quan es produeix una situació que ocasiona estrès o dany a l’endoteli, 

aquest expressa proteïnes d’adhesió per reclutar monòcits i limfòcits (Fig 1). Un cop els 

leucòcits s’han unit a l’endoteli, entren a la paret del vas a través de les unions de les 

cèl·lules endotelials, aquest fenomen és afavorit per diferents quemocines com la 

proteïna quimioatractant de monòcits-1 (monocyte chemoatractant protein-1, MCP-1) 

(Yla-Herttuala S. et al 1991) o la interleucina-8 (IL-8), les quals es troben presents en 

les plaques d’ateroma. 

 

 

 

 

 

Adhesió de 
leucòcits 

Expressió de 
molècules 
d’adhesió 

Augment de la 
permeabilitat 

endotelial Migració de 
leucòcits 

Fig 1. Disfunció endotelial. La disfunció endotelial promou l’adhesió i entrada de leucòcits a 
l’espai subendotelial. A més a més també s’augmenta la permeabilitat de l’endoteli al pas de 
macromolècules com poden ser lipoproteïnes. Adaptat de Ross R. 1999. 
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A la paret arterial, els monòcits es diferencien en macròfags, especialment en 

presencia del factor estimulant de colònies de macròfags (macrophage colony-

stimulating factor, M-CSF). Aquests, un cop s’han diferenciat, poden expressar 

diferents receptors per captar lipoproteïnes modificades, d’aquesta manera s’omplen de 

colesterol i poden esdevenir cèl·lules escumoses. A més a més els macròfags generen 

diferents molècules que indueixen a que CML de la mèdia migrin a la intima on podran 

proliferar. Aquest procés genera un petit engruiximent de la paret arterial conegut com 

estria grassa, el qual és essencialment benigne (Fig 2). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Adherència de 
leucòcits 

Adherència i 
agregació de 

plaquetes 
Activació de 
cèl·lules T 

Formació de 
cèl·lules 

escumoses

Migració 
de CML 

Fig 2. Formació de l’estria grassa. L’acúmul de macròfags i CML poden ocasionar un 
engruiximent de la paret arterial conegut com a estria grassa. Aquest fet juntament amb la 
disfunció endotelial subjacent poden propiciar l’adhesió plaquetar, fet que contribuirà a la 
progressió de la lesió. Adaptat de Ross R. 1999. 
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Trombogenesi i progressió de la lesió 

 
Tradicionalment s’havia vist el creixement de la placa ateroscleròtica com un 

procés continu, en el qual es produïa una migració i proliferació de CML en la intima 

les quals sintetitzaven una malla de matriu extacel·lular. Actualment s’ha pogut 

observar mitjançant estudis angiogràfics que aquest procés no es continu. (Bruschke 

AV. et al. 1989, Yokoya K. et al. 1999), sinó que períodes d’estabilitat en la placa en 

els quals no hi ha canvis substancials en la seva estructura i composició, es veuen 

trencats per períodes on hi ha grans fenòmens de proliferació i remodelatge. El 

desencadenant d’aquest procés sembla que són processos trombògens. Aquests poden 

tindre diferent origen, però acaben produint un remodelatge de la placa que molts cops 

fa que vagi augmentant la seva vulnerabilitat. 

Hi ha tres mecanismes principals pels quals es pot generar un procès trombogen 

a la placa (Badimon L. et al 1992, Fuster V. et al. 1992 a,b): 

- Una manera es que es produeixi una descamació de l’endoteli, la qual deixi 

exposades a la llum del vas proteïnes trombògenes com el colagen o el factor de von 

Willebrand. En les plaques ateroscleròtiques aquests procés és més greu ja que 

poden expressar molècules pro-trombògenes com el factor tissular, els quals 

augmentaran la resposta trombògena. 

- En les plaques ateroscleròtiques es generen petits vasos per angiogenesis. Aquests 

són fràgils i tenen predisposició a trencar-se i produir microhemorragies, les quals 

ocasionaran la producció del trombe corresponent. 

- El tercer mecanisme és que es trenqui la coberta fibrosa de la placa, deixant al 

descobert el nucli lipídic ric en substàncies trombògenes. Aquests és el cas més greu 

i pot ocasionar l’oclusió del vas pel coàgul que es formi. Encara que en altres casos 

pot ser que no ocasioni cap simptomatologia clínica, si que deu tindre efectes 

importants en el remodelatge de la placa. 

La producció d'un trombe genera potents mediadors com el factor de creixement 

derivat de plaquetes (platelet-derived growth factor, PDGF) produït per les plaquetes o 

la formació de trombina. Aquestes dues proteïnes són factors de creixement molt 

potents per les CML (Davies PF. i Ross R. 1978, Zetter BR. i Antoniades HN. 1979), 

les quals migraran i proliferaran per remodelar la placa.  
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En el cas que el dany sobre l’endoteli i el vas en general prossegueixi, s’ocasiona  

una resposta inflamatòria més aguda seguida d’una de tipus fibroproliferatiu per 

protegir l’àrea danyada. En aquests cas es poden acabant generant lesions avançades, 

potencialment perilloses i ocasionalment mortals (Fig 3). Aquesta resposta 

fibroproliferativa és semblant a l’observada en altres processos inflamatoris 

fibroproliferatius com en l’artritis reumatoide o la cirrosis hepàtica encara que té 

característiques pròpies (Ross R. 1999).  

 

 

DISRUPCIÓ DE LA PLACA I CONSEQÜÈNCIES CLINIQUES  

 

En el cas de que la placa es trenqui pot formar-se un trombe que obturi la llum 

del vas (Fig 4), aquest fet pot ocasionar una isquèmia a l’òrgan afectat produint un 

infart. Normalment la ruptura es produeix a la zona que uneix la placa amb la paret sana 

del vas, anomenada espatlla de la placa (Badimon JJ. et al 1992, Badimon L. 1992, 

Fuster V. et al. 1996). Aquesta és una zona rica en dipòsits lipídics i macròfags i pobre 

en CML i matriu extracel·lular (Davies MJ et al 1993). Les raons perquè la placa es 

trenca no estan molt clares (Libby P. i Aikawa A 2002, Shah PK. 2003), però sembla 

Acumulació de 
macròfags 

Formació del 
nucli necròtic 

Formació de la 
coberta fibrosa 

Fig 3. Formació d’una lesió ateroscleròtica avançada. Sota una agressió continuada en 
el vas i sota diferents estímuls es produeix un augment del nombre de macròfags i 
cèl·lules escumoses que poden acabant morint constituint un nucli necròtic ric en 
colesterol i altament pro-trombogen. Al voltant d’aquest les CML sintetitzen una coberta 
fibrosa que dóna estabilitat mecànica a la placa ateroscleròtica. Adaptat de Ross R. 1999. 
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que el desencadenant és la pèrdua de la coberta fibrosa que cobreix el nucli lipídic 

(Fernandez-OrtizA. et al. 1994). Entre els factors que podrien desencadenar aquest 

procés està la producció de citocines inflamatòries per part de limfòcits T que 

inhibeixen la producció de matriu extracel·lular per part de les CML (Amento EP. et al. 

1991) així com la mort d’aquestes cèl·lules per apoptosi (Geng YJ i Libby P. 1995). A 

més a més també s’ha observat un augment en la producció de metaloproteïnases de 

matriu (matrix metalloproteinases, MMP) (Galis ZS et al. 1994), les quals són les 

responsables de la degradació de la matriu extracel·lular. Tots aquests processos 

debiliten l’estructura de la placa en una zona, la de l’espatlla, ja de per si làbil, fent que 

fàcilment es pugui trencar al ser sotmesa algun esforç mecànic com pot ser a 

conseqüència d’un canvi sobtat en la intensitat o el règim circulatori. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hemorràgies 
provinents de 
microvasos 

Coberta 
fibrosa fina 

Ruptura de 
la placa 

Fig 4. Ruptura de la placa. En el cas que la coberta fibrosa es trenqui i quedi exposat el 
contingut trombogen de la placa es formarà un trombe que ocasionalment podrà obturar 
la llum del vas. Adaptat de Ross R. 1999 
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LIPOPROTEÏNES 
 
 

Les lipoproteïnes són les partícules responsables de transportar lípids entre els 

diferents teixits. Estan formades per una part proteïca, que pot estar constituïda per una 

o més proteïnes anomenades apolipoproteïnes (Apo) i per una part lipídica. Aquesta 

última està formada per lípids totalment hidrofòbics, com triglicèrids i èsters de 

colesterol que estan situats en el centre de la lipoproteïna i per lípids anfipàtics com 

fosfolípids o colesterol situats a la superfície de la partícula. 

Les lipoproteïnes es poden classificar segons la seva densitat en quilomicrons i 

lipoproteïnes de molta baixa densitat (very low density lipoproteins, VLDL), 

lipoproteïnes de densitat intermitja (intermediate density lipoproteins, IDL), 

lipoproteïnes de baixa densitat (low density lipoproteins, LDL) i lipoproteïnes d’alta 

densitat (high density lipoproteins, HDL). Aquests grups no són homogenis, sinó que 

estan formats per diferents tipus de molècules constitutives lipoproteïnes en les quals 

poden variar la seva composició i la seva mida tant d’apolipoproteïnes com de lípids. 

 

LDL 

 
Les LDL són les lipoproteïnes responsables de subministrar colesterol als teixits 

extrahepàtics. Són un producte del metabolisme de les VLDL (Havel RJ. 1984) (Fig 5), 

les quals són el principal vehicle de transport de lípids en els períodes post-absortius.  
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Les VLDL són sintetitzades en el fetge i estan formades bàsicament per 

triglicèrids i per diferents apolipoproteïnes entre les quals cal destacar l’apo B100. Un 

cop sintetitzades, les VLDL són alliberades a la circulació sanguínia on són substrat de 

l’enzim lipoprotein lipasa (LPL). Aquests enzim es troba situat en la cara luminal de 

l’endoteli de vasos que irriguen òrgans consumidors d’àcids grassos com pot ser el 

miocardi. La LPL catalitza l’hidrolisis dels triglicèrids en àcids grassos i glicerol, els 

àcids grassos s’uniran a l’albúmina, la qual pot passar la barrera endotelial i d’aquesta 

manera seran accessibles per les cèl·lules dels teixits que expressen LPL. 

Al perdre triglicèrids, disminueix la mida de les VLDL així com augmenta la 

seva densitat  convertint-se en IDL. Les IDL tenen dos destins metabòlics, o bé poden 

Fig. 5. Metabolisme lipoproteïc. Els triglicèrids provinents de la dieta o sintetitzats pel fetge són 
transportats per quilomicrons o VLDL respectivament per ser usats pels diferents teixits. Les LDL 
provenen del metabolisme final de les VLDL i són usades per subministrar colesterol a les cèl·lules
Adaptat de Mathews, van Holde, and Ahern a Biochemistry.  
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ser captades pel fetge, o bé poden transformar-se en LDL mitjançant la LPL hepàtica 

(HPLP). Aquest enzim és molt semblant a la LPL i també catalitza la hidròlisis de 

triglicèrids, això fa que finalment en el nucli de la lipoproteïna sols restin èsters de 

colesterol, així com també, es perdin totes les apolipoproteïnes llevat de l’apo B100, 

sent aquesta l’única present en les LDL. Per tant les LDL estan formades per un nucli 

consistent d’èsters de colesterol embolcallats per una copia d’apo B100 i per fosfolípids 

i colesterol no esterificat.  

Les cèl·lules incorporen el colesterol que transporten les LDL a través de 

receptors presents en quasi totes les cèl·lules, principalment en els hepatòcits, els quals 

capten aproximadament el 50 % de les LDL. No obstant això, en determinades ocasions 

les LDL poden ser captades per altres receptors 

 

Catabolisme de les LDL  

Les LDL poden passar l’endoteli per transcitosi i així poguer ser captades per les 

cèl·lules que necessitin colesterol. Les cèl·lules capten les LDL pel receptor de les LDL 

(LDL receptor, LDLR) també anomenat receptor apo B/E ja que pot unir lipoproteïnes 

que tinguin apo B o apo E. Aquest és un receptor de tipus endocític (Brown MS. i 

Goldstein JL. 1986). Els LDLR estan concentrats en petites invaginacions de la 

membrana plasmàtica d’uns 150-500 nm de diàmetre. Un cop s’uneix la LDL al seu 

receptor mitjançant certs dominis de l’apo B100, el receptor s’internalitza en 

endosomes, on mentre els receptors es reciclen a la membrana plasmàtica, les LDL 

segueixen la ruta lisosomal. En els lisosomes l’apo B100 es degrada així com els èsters 

de colesterol obtenint-se colesterol i l’àcid gras corresponent. El colesterol obtingut 

s’usa per la síntesi de membranes o s’acumula a la cèl·lula en forma d’èsters de 

colesterol.  

A l’augmentar la concentració intracel·lular de colesterol es produeix la inhibició 

de l’activitat del factor de transcripció proteïna d’unió als elements de resposta a 

esterols-2 (sterol response element binding protein-2, SREBP-2) (Horton JD. et al. 

2002). SREBP-2 regula l’expressió de diferents gens del metabolisme del colesterol, 

com el receptor de les LDL així com dels enzims claus de la síntesis de colesterol. Al 

disminuir l’activitat de SREBP-2, es disminueix l’expressió d’aquests gens i així s’evita 

l’augment de la quantitat colesterol en les cèl·lules, fet que podria tindre conseqüències 

tòxiques.  
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Aquest és el procés que passa en la majoria de les cèl·lules, però quan 

s’acumulen LDL a la intima, per exemple en condicions d’hipercolesterolèmia (Onitiri 

AC. et al. 1976), diferents tipus cel·lulars com ara macròfags (Goldstein JL et al. 1979) 

i pot ser també CML (Pitas RE. 1990), poden seguir capten colesterol provinents de 

LDL modificades a través d’altres receptors diferents al LDLR. Encara que no està clar 

el paper que els hi pot correspondre in vivo, les principals modificacions que s’han 

caracteritzat en les LDL acumulades són oxidacions, acetilacions, glicosilacions 

(aquesta modificació podria ser important en persones que pateixen diabetes) i 

agregació. 

La modificació més ben caracteritzada és l’oxidació. Les LDL retingudes a la 

intima a causa de la seva unió amb proteoglicans podrien oxidar-se, sobretot en zones 

de la placa on es generin grans quantitats de espècies reactives de l’oxigen (reactive 

oxygen species, ROS). Aquestes LDL oxidades no són captades pel LDLR, sinó per 

receptors “escombriaire” (scavenger) tipus SRA (Kodama T et al. 1988) i CD36 

(Endemann G. et al. 1993) els quals són altament expressats pels macròfags de la placa 

(Nakata A. et al. 1999). D’aquesta manera els macròfags poden endocitar aquestes 

partícules que són eventualment danyines. Però aquests receptors, a diferencia del 

LDLR, no es deixen d’expressar quan les cèl·lules acumulen colesterol, per la qual cosa 

la cèl·lula segueix captant colesterol fins que arriba a convertir-se en una cèl·lula 

escumosa. Aquestes cèl·lules estan plenes de colesterol, en un cas més extrem aquesta 

cèl·lula pot morir alliberant el colesterol que posseïa en l’interior a la intima i 

empitjorant la situació ja que aquest colesterol és tòxic i al ser captat per altres 

macròfags farà que es converteixen en cèl·lules escumoses.   

 

LDL I ATEROSCLEROSIS 

 

Com ja s’ha comentat, concentracions elevades de LDL són un dels principals 

factors de risc per patir aterosclerosis encara que, no estan clars els mecanismes 

moleculars responsables d’aquest procés. Les LDL es poden quedar retingudes a la 

intima unides a proteoglicans on podran patir modificacions i ser captades per 

macròfags i CML presents a la paret. Aquestes cèl·lules acumularan colesterol i aquest 

colesterol pot tindre diferents efectes tòxics per les cèl·lules (Tabas I. 2002) així com 

canviar l’expressió de diferents gens, molts cops amb conseqüències aterogèniques. Per 

exemple, les LDL disminueixen l’expressió de diferents enzims amb propietats 
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antiaterogèniques com l’eNOS (Vidal F. et al. 1998) o que contribueixen en l’estabilitat 

de la placa com la lisil oxidasa (Rodríguez C. et al. 2003). L’acumulació de colesterol 

pot provocar la mort de macròfags per necrosi i apoptosi (Reid VC. et al. 1993 i Reid 

VC. et al. 1993), fet relacionat amb la ruptura de la placa d’ateroma com ja s’ha 

comentat. 

Per altre banda, recentment s’han caracteritzat les LDL com a factors de 

creixement o en general com a partícules capaces d’actuar com a molècules 

senyalitzadores que indueixen a les cèl·lules a proliferar, migrar o diferenciar-se. 

 

Les LDL com a factors de creixement 

Les LDL poden actuar com un factor de creixement clàssic activant diferents 

vies de transducció de senyals, així com també pot induir la proliferació de CML (Libby 

P. et al. 1985, Chen JK. et al. 1986). Entre d’altres efectes, les LDL poden augmentar 

les concentracions intracel·lulars de calci (Sachinidis A. et al. 1990), estimular el 

metabolisme de fosfoinositòids i la translocació a la membrana de la proteïna cinasa C 

(protein kinase C, PKC) (Scott-Burden T et al. 1989), activar la via de la proteïna 

cinasa regulada per senyals extracel·lulars (extracellular signal regulated kinase, ERK) 

(Sachinidis A. et al. 1997) i regular l’activitat de la proteïna activadora-1 (activated 

protein-1, AP-1) (Zhu Y. et al. 1998). Alguns d’aquests efectes es produeixen a través 

de proteïnes G sensibles a toxina pertussis (Sachinidis A. et al. 1997) i independents del 

receptor clàssic de les LDL, el LDLR (Metzler B et al. 1999). Les proteïnes G 

normalment transdueixen la senyal des de receptors amb 7 dominis transmembrana 

també anomenats receptors acoblats a proteïnes G (G-protein coupled receptors, 

GPCR), per tant sembla que les LDL podrien tindre altres receptors que podrien ser 

tipus GPCR. En concordança amb aquesta idea s’ha identificat un possible lloc d’unió 

de les LDL a les CML que seria diferent al LDLR i que estaria implicat en el 

metabolisme de fosfoinositòids (Tkachuk VA. et al. 1994). Però encara no s’ha trobat 

cap receptor tipus GPCR que s’uneixi a les LDL.  

Hi ha dues altres possibilitats per les quals les LDL podrien activar GPCR i 

d’aquesta manera activar diferents vies de transducció de senyals. Una d’elles seria que 

les LDL activessin de manera poc especifica diferents receptors. Encara que l’afinitat 

per cada tipus de receptor fos baixa, al ser partícules relativament grans i estar formades 

per diferents components podrien activar més d’un receptor a la vegada i d’aquesta 

manera obtindre una resposta prou elevada per activar diferents vies de transducció de 
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senyals d’una manera similar a la que ho fa la llum ultraviolada o l’estrès osmòtic 

(Rosette C. i Karin M. 1996). L’altre mecanisme proposat seria que el responsable de 

l’acció fos algun component de les LDL, el qual s’unís amb alta afinitat algun receptor 

específic i d’aquesta manera pogués activar diferents vies de transducció de senyals. En 

concordança amb aquesta hipòtesis, s’ha trobat que diferents components lipídics 

presents en les LDL com la esfingosina-1-fosfat (sphingosine-1-phosphate, S1P) 

(Sachinidis A. et al. 1999) o l’àcid araquidònic (Rao GN. et al. 1994), poden activar 

diferents vies de transducció de senyals en cèl·lules vasculars.  

Per tant ja sigui la LDL com a partícula sencera, com sigui per part dels lípids 

que transporta, les LDL poden induir diversos estímuls en les cèl·lules de la paret 

vascular, els quals poden afavorir la progressió de la lesió ateroscleròtica. El fet que les 

LDL actuïn com un factor de creixement obre les portes a trobar noves dianes 

farmacològiques en el tractament de l’aterosclerosis induïda per hipercolesterolèmia. 

 

CÈL·LULES MUSCULARS LLISES 
 

En condicions fisiològiques la funció de les cèl·lules musculars llises (CML) 

vasculars és mantindre el to del vas, ja que gràcies a la seva capacitat contràctil poden 

regular el diàmetre d’aquest i així regular el pas de corrent sanguínia segons les 

necessitats de l’òrgan irrigat (Owens GK. 1996). Les CML constitueixen  la mèdia de la 

paret arterial i estan empaquetades en miofilaments contractils. Però a més a més 

d’aquesta funció, les CML també poden exercir altres efectes com en la reparació 

vascular. En aquests cas les CML pateixen un canvi de fenòtip conegut com activació 

de les CML. 

 

ACTIVACIÓ DE LES CML 

 

Quan es produeix un dany en el vas les CML de la mèdia poden migrar a la 

intima en resposta a diferents estímuls produïts en el transcurs de la lesió. Allí 

proliferaran i sintetitzaran matriu extracel·lular per remodelar la paret i així participar en 

la resposta al dany. La importància de la proliferació de les CML està sota controvèrsia 

ja que sembla que en lesions ateroscleròtiques humanes avançades la taxa de 

proliferació de CML és baixa (Gordon D. et al. 1990, O’Brien ER. et al. 1993). Però la 
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proliferació de les CML podria produir-se en etapes primerenques de la lesió 

ateroscleròtica o bé en moments molt concrets. Per exemple quan s’ocasiona un procès 

trombogen s’allibera PDGF i trombina que com ja s’ha comentat, són factors de 

creixement per les CML els quals indueixen la seva migració i proliferació. També s’ha 

de tindre present que encara que la taxa de proliferació de les CML sigui baixa, hi haurà 

molt de temps perquè aquest fenomen tingui lloc ja que les CML estan presents des de 

l’inici de la formació de l’estria grassa en individus joves (Katsuda S. et al. 1992). 

Recentment, però també s’ha observat que CML de l’intima també podrien provindre de 

cèl·lules circulants (Hillebrands JL. et al. 2001, Campbell JH. et al. 2001, Sata M. et al. 

2002), encara que no s´ha demostrat la contribució d’aquestes cèl·lules en l’evolució de 

l’aterosclerosis. 

 

Proliferació de les CML  

Les CML proliferen quan en el medi estan presents diferents factors mitogènics, 

com poden ser PDGF o trombina o altres factors de creixements produïts per cèl·lules 

de la placa com poden ser el factor de creixement epidèrmic (epidermal growth factor, 

EGF) (Bhargava G. et al. 1979)  o el factor de creixement de fibroblasts bàsic (basic 

fibroblasts growth factor, bFGF) (Esch F. et al. 1985). 

Els factors de creixement mitogènics activen a diferents receptors presents en la 

membrana plasmàtica de les cèl·lules i activen diferents vies de transducció de senyals, 

encara que tots tenen un punt final comú: el cicle cel·lular (Jones SM. i Kazlauskas A. 

2001, Dzau VJ. et al 2002). En el cicle cel·lular les cèl·lules quiescents (G0) entren en 

un període (G1) en el qual es sintetitzen els elements necessaris per la síntesis del nou 

DNA que es produeix en la fase S. Desprès de que tot el DNA s’hagi replicat les 

cèl·lules entren en una fase (G2) de preparació per la mitosis (M). Finalment el cicle 

s’acaba obtenint-se dues cèl·lules. Aquestes podran sortir del cicle cel·lular i diferenciar-

se o tornar a entrar en G1 segons els estímuls que hagin en el medi. 

Aquest procés està controlat principalment en dos punts de control anomenats 

punts de restricció (R) a la fi de G1 i G2 a més a més d’un altre en la mitosis. El pas per 

aquests punts estan regulats per les cinases dependents de ciclines (cyclin-dependent 

kinases, CDKs) les quals formen holoenzims amb les seves subunitats reguladores, les 

ciclines. Aquestes integren diferents senyals tant extracel·lulars com intracel·lulars i 

permeten a la cèl·lula passar els punts de restricció i avançar en el cicle cel·lular. Els 

complexes ciclines-CDKs tenen múltiples punts de regulació, els principals són canvis 
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en els nivells l’expressió de ciclines i la seva proteolisis, l’estat de fosforilació de les 

CDKs i la presència d’inhibidors de cinases dependents de ciclines (cyclin dependent 

kinases inhibitors, CKIs) com p27kip1 o p21cip1. 

La presència de mitògens és essencial per passar el punt de restricció de G1, un 

cop s’ha sobrepassat aquest punt, encara que no hagi més mitògens les cèl·lules podran 

acabar el cicle cel·lular. Les senyals mitogèniques activen la transcripció de determinats 

gens que seran els responsables a la seva vegada d’activar la transcripció de les ciclines 

responsables de passar la fase G1, com les ciclines D i E. Encara que es coneixen 

bastants gens responsables de regular aquest procés en resposta a senyals mitogèniques 

com poden ser c-fos o CREB, en les CML, encara no es té un model complet a nivell 

molecular de com es desenvolupa aquest procés.  

 

CML I ATEROSCLEROSIS 

 

Les CML poden tindre diferents papers en l’evolució de l’aterosclerosis. Per una 

banda participen en la formació de l’engruiximent arterial, sobretot en les primeres 

etapes de la lesió, a més a més una proliferació excessiva de les CML està en l’origen de 

diferents patologies vasculars com en la restenosis post-angioplastia o en la fallida 

d’una derivació (bypass) amb un empelt venós. En aquests casos es produeix un 

engruiximent de la intima que pot produir l’obstrucció del vas. Per altre banda les CML 

formen una coberta de matriu extracel·lular que dona estabilitat mecànica a la placa i la 

fa menys susceptible a la ruptura. 

A més a més les CML poden produir diferents substàncies que modulen la 

contracció i relaxació del vas, així com factors que regulen la inflamació, la proliferació, 

l’apoptosi i l’estructura de la matriu. Per tant el paper de les CML en el 

desenvolupament de l’aterosclerosis és complex i segurament serà diferent segons 

l’estadi i tipus de lesió. 
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Modulació de la proliferació de les CML com a estratègia terapèutica 

Com ja s’ha comentat les CML juguen un paper clau en la progressió de 

l’aterosclerosis. Sembla que almenys en alguns casos, com en la restenosis post-

angioplastia, la clau del mecanisme patològic és una proliferació excessiva de les CML. 

En aquests casos, s’ha intentat tractar aquestes patologies inhibint la proliferació de les 

CML. Encara que els resultats d’experiments amb animals han resultat prometedors, 

generalment no ha sigut així en assaigs clínics (Gershlick AH. 2002). Aquest fet es 

podria deure a diferencies entre espècies o a limitacions en les dosis que es poden 

emprar en humans.  

La proliferació es pot inhibir per mecanismes citoestàtics o citotòxics. En 

principi serien més aconsellables els primers ja que una mort excessiva de cèl·lules 

podria resultar en un debilitament en l’estructura del vas i predisposar-lo a patir un 

aneurisme. Una de les estratègies usades ha sigut en recobrir un estent amb una 

substància que inhibeixi la proliferació o fer que d’alguna manera aquest l’alliberi. Els 

resultats més prometedors en assaigs clínics han sigut usant estents recoberts de 

rampamicina o paclitaxel (Bhargava B. et al. 2003), substàncies que inhibeixen la 

proliferació cel·lular. 

Altres estratègies terapèutiques poden ser l’ús de diferents estrategies de teràpia 

gènica per inhibir o activar gens implicats en la regulació del cicle cel·lular. Les eines 

que es poden usar en aquest últim cas són oligonucleòtids antisentit, RNAs curts 

d’interferència (short interference RNA, siRNA), esquers (decoys) per factors de 

transcripció o la sobreexpressió de determinats gens. 

Sigui quina sigui la tècnica a usar, sembla que l’estratègia de bloquejar la 

proliferació de CML és una estratègia racional i que té bones opcions d’èxit. 

 

RECEPTORS NUCLEARS 

 

Els receptors nuclears són una família de factors de transcripció implicats tant en 

el desenvolupament embrionari com en el manteniment de l’homeostasis. Sembla ser 

que la seva presencia és exclusiva de Metazoa, on es troben representats en diferents 

phyla com en Arthropoda, Nematoda o Chordata, (Laudet V. 1997).  

El paradigma d’acció d’aquests factors de transcripció és que s’activen quan 

s’uneix el seu lligand. Aquest és una molècula petita i hidrofòbica, la qual és permeable 
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a les membranes cel·lulars (Mangelsdorf DJ. et al. 1995). Encara que aquest va ser el 

primer mecanisme que es va trobar, existeixen receptors nuclears sense cap lligand 

conegut, anomenats receptors orfes, els quals s’han identificat com a receptors nuclears 

per similitud de seqüències. En els últims anys però, s’han identificat lligands per a 

nombrosos receptors nuclears orfes, encara que no en tots. En aquest últim cas podria 

ser que encara no s’hagi identificat, o que no en tinguin i la seva activitat sigui regulada 

per algun altre mecanisme. Aquest fet no s’ha de considerar com a excessivament 

estrany ja que s’ha postulat que el receptor nuclear ancestral era constitutivament actiu i 

no tenia lligand (Laudet V. 1997), per tant algun receptor orfe podria ser 

constitutivament actiu o ser activat per alguna modificació postraduccional com pogués 

ser per fosforilació. 

Els primers receptors nuclears clonats van ser el receptor de glucocorticòids 

(Hollenberg SM. et al. 1985, Miesfeld RL. et al. 1986) i el d’estrògens (Green S. et al. 

1986). L’homologia d’aquests receptors amb l’oncogen v-erbA va portar al 

descobriment del locus c-erbA com el receptor de les hormones tiroïdals (Sap J. et al. 

1986, Weinberger C. et al. 1986). En els següents anys es van anar descobrint diferents 

receptors nuclears i el 1990 es va descobrir el primer receptor nuclear orfe, el receptor 

del retinòid X (retinoid X receptor, RXR) (Mangelsdorf DJ. et al. 1990). Amb la 

descoberta dels receptors orfes es va obrir el camp de l’endocrinologia inversa (Kliewer 

SA. et al. 1999). L’aproximació usada en l’endocrinologia “clàssica” és que a partir 

d’un fenomen fisiològic es descobreix l’hormona que el regula i posteriorment 

l’hormona purificada s’usa per trobar el seu receptor. Al trobar receptors orfes el procés 

és el contrari, a partir del receptor es pot trobar l’hormona i d’aquesta manera es pot 

trobar un nou circuit fisiològic. Aquesta aproximació va ser usada per primer cop per 

trobar el lligand del RXR, l’àcid 9-cis retinòic (9-cis RA) i d’aquesta manera entendre 

millor els processos regulats per retinòids.  

En l’actualitat es coneixen uns 50 receptors nuclears en humans i usant criteris 

filogenètics es poden classificar en 6 famílies (Taula 1) (Laudet V. 1997).  
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Classe Receptor Denominació Lligand 

Classe I 

TR 

RAR 

VDR 

PPAR 

ROR 

Receptor d’hormones tiroïdals 

Receptor de l’àcid retinòic 

Receptor de la vitamina D 

Receptor de proliferadors peroxisomals 

Receptor orfe relacionat amb el RAR 

Hormones tiroïdals 

Àcid retinòic 

1-25(OH)2Vitamina D3 

PUFAs,  eicosanòids 

Colesterol* 

Classe II 
RXR 

HNF-4 

Receptor del retinòid X 

Factor nuclear d’hepatòcits-4 

Àcid 9-cis retinòic 

Acils CoA* 

Classe III 

GR 

ER 

AR 

Receptor de glucocorticòids 

Receptor d’estrògens 

Receptor d’andrògens 

Glucocorticòids 

Estradiol 

Andrògens 

Classe IV 

Nur77 

Nurr1 

NOR-1 

 

Nur-77 related gene 

Neuron-derived orphan receptor-1 

Desconegut 

Desconegut 

Desconegut 

Classe V SF-1 Factor esteroidogènic-1 Desconegut 

Classe VI GCNF Factor nuclear de cèl·lules germinals Desconegut 

 
 

D’altre banda, de manera funcional és poden classificar els receptors nuclears en 

tres grups (Chawla A. et al. 2001): 

- Receptors endocrins 

- Receptors orfes adoptats 

- Receptors orfes. 

El primer grups està constituït pels receptors d’hormones esteroïdals (classe III) i 

pel receptors d’hormones tiroïdals, el receptor de l’àcid retinòic (RAR) i el receptor de 

la vitamina D. Els lligands d’aquests receptors tenen una alta afinitat pel seu receptor 

(constants de dissociació de l’ordre de 0,01 a 10 nM) i són produïts i secretats de 

manera molt regulades. 

El segon grup està constituït per receptors que fins fa poc eren orfes, però 

recentment se’ls ha trobat un lligand (han esta “adoptats”). Membres d’aquest grup són 

els receptors de proliferadors peroxisomals (Peroxisome proliferator activated 

receptors, PPARs), els receptors hepàtics X (Liver X receptors, LXRs) o el receptor del 

farnesòid X (Farnesoid X receptor, FXR), entre d’altres. Els lligands d’aquests 

Taula 1. Classificació filogenètica dels receptors nuclears. La relació de gens presents no és 
exhaustiva sinó que sols vols ser indicativa, mostrant alguns dels gens més representatius de 
cada classe. * En aquest casos s’han trobat les substàncies indicades unides als receptors 
nuclears quan s’ha resolt l’estructura tridimensional d’aquests per difracció de raigs X per no s’ha 
establert si funcionalment regulen l’activitat del receptor. PUFA: àcids grassos polinsaturats. 
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receptors són lípids de la dieta o modificacions d’aquests, tenen constants de dissociació 

més baixes que les dels lligands dels receptors endocrins (són més grans que 1-10 µM). 

Aquestes concentracions són comparables a les concentracions fisiològiques dels seus 

lligands i d’aquesta manera poden actuar com a sensors biològics. Aquests receptors 

controlen l’expressió de gens claus en el metabolisme lipídic i així, responent a 

variacions en les concentracions dels seus lligands, participen en la regulació de 

l’homeostasi lipídica. Però a més a més del seu eminent paper en el metabolisme lipídic 

també estan implicats en altres funcions com els PPARs que regulen la resposta 

inflamatòria (Ricote M. et al. 1998). 

L’últim grup està format per receptors orfes, els quals no tenen cap lligand 

conegut. Encara que en un primer moment no es tenia clar quines eren les funcions 

d’aquests receptors, en els últims anys se’ls esta involucrant en múltiples processos com 

ara la proliferació, l’apoptosi o la diferenciació. 

 

ESTRUCTURA PROTEÏCA 

 

Els receptors nuclears, com altres factors de transcripció, tenen una estructura 

molt modular, en la qual els diferents dominis poden ser canviats entre receptors 

nuclears sense perdre la seva funció. Posseeixen 5 dominis diferenciats (Fig. 6) (Aranda 

A. i Pascual A. 2001). El domini A/B és molt variable entre els receptors nuclears i té 

funcions de transactivació. El domini C és el d’unió al DNA i és el més conservat entre 

els receptors nuclears. El domini D connecta els dominis C i E, té molta llibertat 

conformacional, fet que permet als dominis C i E possessionar-se entre ells de diferents 

maneres i molts cops té senyals de localització nuclear. El domini E és el domini d’unió 

al lligand, té funcions de dimerització i de transactivació. Finalment alguns receptors 

nuclears a més a més poden tindre un domini C-terminal. 
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Domini d’unió al DNA 

El domini d’unió al DNA (DNA binding domain, DBD) o domini C és el 

responsable de la unió dels receptor al DNA i també participa en la formació de dímers 

(Fig. 7). Està constituït per dos dits de zinc formats per 60-70 aminoàcids i una extensió 

C-terminal (C-terminal extension, CTE) d’uns 25 aminoàcids. Cada dit està constituït 

per un ió de zinc coordinat de forma tetraèdrica per quatre residus de cisteïna. A la base 

del primer dit hi ha els residus necessaris per la unió amb el DNA que formen 

l’anomenada caixa P, uns altres residus en el segon dit formen la caixa D involucrada en 

la dimerització. Els dos dits es pleguen de forma conjunta per formar una estructura 

compacta constituïda per dos hèlix α disposades perpendicularment una de l’altre. La 

primera hèlix s’uneix al solc major del DNA establint contactes amb bases específiques. 

Finalment la CTE forma una tercera hèlix, la qual està empaquetada amb l’hèlix 1 i 

també està involucrada en la unió amb el DNA. 

 

 

 

 

 

Fig 6. Representació esquemàtica dels dominis dels receptors nuclears. En el domini 
A/B es troba la regió AF-1, la qual té funcions de transactivació independent de lligand, en el 
domini C estan els dos dits de zinc i la CTE, implicats tots dos en la unió al DNA. En el 
domini E està la regió AF-2, responsable de la transactivació depenent de lligand. 

AF-1 Zn+2 CTE AF-2

A/B DBD (C) LBD (E)D
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Domini d’unió al lligand 

El domini d’unió al lligand (ligand binding domain, LBD) és el responsable de 

la unió al lligand així com també de la formació de dímers, d’unió a cofactors i de la 

transactivació depenent de lligand. Té dues seqüències molt conservades, el motiu 

signatura (Ti) i el domini AF-2 responsable de la activació transcripcional dependent de 

lligand. El LBD està format per uns 250 aminoàcids, els quals tenen una estructura 

secundària composta per 12 hèlixs α i un gir β entre les hèlix 5 i 6 (Fig 8). El LBD es 

plega en forma de tres capes d’hèlix antiparal·leles empaquetades. Un nucli central 

compost per tres hèlix és empaquetat entre dues capes addicionals per crear una butxaca 

hidrofòbica on s’acomoda el lligand. El domini AF-2 està situat a l’hèlix 12, aquesta en 

el receptor sense lligand (aporeceptor) es projecta cap a fora del cos del LBD. Un cop 

s’uneix el lligand l’estructura s’empaqueta més i es produeix un canvi de conformació. 

En particular cal destacar que l’hèlix 12 seguint el model d’una “trampa per a ratolins” 

s’empaqueta entre les hèlix  3 i 4 i estableix contactes amb el lligand. Aquest fet permet 

Fig 7. Estructura del DBD dels receptors nuclears. El DBD està compost per dos hèlix α i 
una extensió C-terminal. Adaptat d’Aranda A. i Pascual A. 2001. 
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que el domini AF-2 pugui interaccionar amb els coactivadors permeten l’activació de la 

transcripció.  

 

 

 

 

 

 

 

Fig 8. Domini d’unió al lligand. Quan el lligand no està unit al seu receptor nuclear, l’estructura 
del LBD és menys compacta i l’hèlix 12 on està situat la regió AF-2 es projecta cap en fora. Quan 
el lligand s’uneix, el LBD pateix un canvi de conformació a conseqüència del qual aquest adquireix 
una estructura més compacta i l’hèlix 12 passa a ocupar una posició central dins el LBD, permeten 
així a la regió AF-2 interaccionar amb diferents cofactors. Adaptat d’Aranda A. i Pascual A. 2001. 
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UNIÓ AL DNA 

 

Els receptors nuclears s’uneixen al DNA a través d’elements de resposta a 

hormones (hormone response element, HRE) presents en els promotors dels gens 

dianes. Les HREs estan compostes per un nucli consistent en sis parells de bases que 

tenen una seqüència relativament conservada. La seqüència consens és PuGGTCA, 

encara que pot haver variacions segons la classe de receptors. La majoria de HRE estan 

formats per dues seqüències hexamèriques separades per un determinat numero de 

parells de bases que oscil·la entre 0 i 5, a les quals els receptors nuclears s’uneixen 

formant dímers. Les HRE poden estar configurades com a palíndroms (Pal), palíndroms 

invertits (IP) o repeticions directes (DR). Així i tot alguns receptors orfes poden unir-se 

com a monòmers a una única seqüència hexamèrica, la qual està flanquejada a 5’ per 

una zona rica en A/T. 

 

Homodímers, heterodímers i monòmers 

La majoria de receptors nuclears s’uneixen al DNA formant diferents tipus de  

dímers (Fig. 9). Els receptors d’esteròids s’uneixen al DNA formant homodímers, els 

quals reconeixen HRE configurats de forma palindròmica. La majoria de receptors 

nuclears que formen heterodímers els fan usant el RXR com a parella, encara que hi ha 

alguna excepció (veure més endevant). La majoria d’heterodímers amb el RXR 

s’uneixen al DNA mitjançat HRE configurats en forma de repeticions directes, on el 

nombre de nucleòtids que separen els dos nuclis hexamèrics és clau per la discriminació 

de les seqüències pels diferents heterodímers. En aquest cas hi ha dos tipus 

d’heterodímers, els permissius i els no permissius. Els heterodímers permissius són 

aquells que tant el lligand del RXR (el 9-cis RA) com el lligand del receptor “parella” 

poden induir l’activitat transactivadora del complex, encara que en presencia dels dos 

lligands hi ha un efecte sinèrgic sobre la transactivació. Exemples d’aquests tipus de 

receptors són PPARs, FXR o Nur77. El cas del LXR és una mica diferent, encara que és 

un receptor de tipus permissiu, l’estimulació amb 9-cis RA no requereix el domini AF-2 

del RXR sinó del LXR. Ho sigui el 9-cis RA provoca un canvi en la conformació del 

LXR que porta a l’activació transcripcional, aquest procés se’l coneix com a “efecte 

fantasma” (Willy PJ. i Mangelsdorf DJ. 1997). En canvi, en el cas dels receptors no 

permissius, tan sols el lligand del receptor “parella” del RXR es capaç d’activar la 
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transactivació, encara que en presencia de 9-cis RA hi ha un augment sinèrgic de la taxa 

de transcripció, alguns exemples d’aquests receptors són el RAR, el VDR o el TR. 

En el cas de la unió al DNA com a monòmer, residus presents en la CTE 

realitzen unions addicionals amb bases presents a 5’ de la seqüència hexamèrica de 

reconeixement per augmentar així l’especificitat de la unió. 

 

 
 

 

 

 

REGULACIÓ DE L’EXPRESSIÓ GÈNICA PELS RECEPTORS NUCLEARS 

 

Els promotors dels gens transcrits per la RNA polimerasa II (RNA pol II) són 

reconeguts per dos tipus de factors de transcripció: Els factors de transcripció bassals 

(FTB) que interaccionen amb elements del nucli del promotor i amb la RNA pol II i 

factors de transcripció específics de seqüència, entre els quals estan els receptors 

nuclears. Aquests últims modulen l’activitat dels FTB regulant així l’expressió gènica. 

Els receptors nuclears interaccionen amb els FTB mitjançant diferents molècules 

conegudes com a cofactors, coactivadors i correpressors i d’aquesta manera exerceixen 

la seva funció com a factors de transcripció. 

 

Fig 9. Unió dels receptors nuclears al DNA. Aquesta potser com a homodímers a seqüències
palindròmiques, com a monòmers o com a heterodímers. Adaptat d’Aranda A. i Pascual A. 2001 
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Coactivadors 

Els coactivadors són els responsables d’unir els receptors nuclears amb els 

cofactors i la maquinària bassal de transcripció. Els coactivadors poden interaccionar de 

diferents maneres amb els receptors nuclears, però principalment ho fan pels dominis 

AF-1 i AF-2. Els coactivadors poden unir-se al domini AF-1 de manera independent de 

lligand, encara que procés pot estar regulat per diferents mecanismes com pot ser per 

fosforilació, en canvi la interacció amb el domini AF-2  depèn de la unió del lligand, 

Com ja s’ha comentat, quan s’uneix el lligand al receptor canvia la conformació del 

LBD permeten que els coactivadors puguin unir-se al domini AF-2. Encara que aquest 

és el paradigma clàssic d’activació dels receptors nuclears, com s’explica més endevant 

existeixen notables excepcions. 

S’han trobat diferents famílies de coactivadors. El primer coactivador que es va 

identificar va ser SCR-1 (Onate SA. et al. 1995), el qual pertany a la família p160. 

Aquest coactivador interacciona amb els receptors nuclears d’una manera dependent de 

lligand i del domini AF-2, encara que també s’ha observat que interaccionen amb el 

domini AF-1 (Alen P. et al. 1999, Ma H. et al. 1999, Onate SA. et al. 1998). Els 

coactivadors d’aquesta família activarien la transcripció a través de diferents 

mecanismes, per exemple poden interaccionar amb el cofactor CBP i a més tenen una 

activitat intrínseca histona acetiltransferasa (HAT). 

No tots els coactivadors són proteïnes, s’ha identificat un RNA que també 

actuaria com un coactivador (Lanz RB. et al.1999). Aquest RNA s’anomena SAR i 

actuaria a través d’un complex nucleoriboproteïc que interaccionaria amb el domini AF-

1.  

Cofactors 

Els cofactors són proteïnes que uneixen els factors de transcripció depenent de 

seqüència i els seus coactivadors amb la maquinària bassal de transcripció. Un exemple 

de cofactors àmpliament estudiat són la proteïna d’unió a CREB (CREB binding 

protein, CBP) i el seu paràleg p300. S’ha vist que aquestes proteïnes interaccionen amb 

diferents factors de transcripció i coactivadors de la família de p160 (Kamei Y. et al. 

1996). Però a més amés d’aquesta funció com a proteïna d’ancoratge (scaffold), 

CBP/p300 tenen activitat histona acetiltransferasa, amb la qual poden acetilar histones i 

d’aquesta manera facilitar la transcripció. Una altre histona acetiltransferasa implicada 

en la transactivació dels receptors nuclears és la proteïna PCAF, aquesta pot 
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interaccionar amb els receptors nuclears (Blanco JC. et al. 1998) així com amb 

membres de la família de p160 (Korzus E. et al. 1998). 

Un altre complex proteic que pot actuar com a cofactor és el complex 

TRAP/DRIP també conegut com a mediador. Està format per unes 14 a 16 proteïnes i 

pot  interaccionar amb els receptors nuclears a través del domini AF-2 de manera 

dependent de lligand. El complex TRAP/DRIP pot interaccionar amb diferents 

proteïnes, entre les quals s’ha de destacar la subunitat gran de la RNA pol II. D’aquesta 

manera, s’ha suggerit que TRAP/DRIP podria actuar reclutant la RNA pol II al 

promotor del gen diana i d’aquesta manera activar la transcripció. 

 

Correpressors 

Hi ha diferents receptors nuclears que en absència del seu lligand actuen com a 

repressors de la transcripció (Graupner G. et al. 1989), es creu que aquest fenomen es 

deu a que estan associats a diferents proteïnes anomenades correpressors. Els dos 

primers correpressors que es van descobrir són els que es coneix més bé el seu 

mecanisme d’acció estan estructuralment relacionats i són el correpressor nuclear 

(Nuclear corepressor, NcoR) (Horlein AJ. et al. 1995) i el mediador silenciador per a 

receptors de retinòic i d’hormona tiroïdal (silencing mediator for retinoic and thyroid 

hormone receptors, SMRT) (Chen JD. i Evans RM, 1995). En condicions en les quals 

no hi ha lligand, els correpressors estan fortament units als receptors nuclears impedint 

que el receptor nuclear pugui activar la transcripció. Un cop s’ha unit el lligand, gràcies 

al canvi de conformació que es produeix, el correpressor perd afinitat per el receptor 

nuclear i s’allibera. 

 

INTERACCIÓ DELS RECEPTORS NUCLEARS AMB ALTRES VIES DE 

TRANSDUCCIÓ DE SENYALS  

 

Inicialment els efectes dels receptors nuclears sobre l’expressió gènica es van 

atribuir al fet que poden unir-se al DNA i d’aquesta manera regulen l’activitat dels 

promotors dels seus gens dianes. Però ara es sap, que tant important com l’anterior, és la 

modulació que fan els receptors nuclears sobre diferents vies de transducció de senyals. 

Les primeres dades varen vindre al descobrir els mecanismes moleculars de l’acció 

antiinflamatòria i antiproliferativa dels glucocorticòids i dels retinòids. Es va veure que 

aquest efecte era produït a causa de que aquests receptors nuclears inhibien l’activitat 
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del factor de transcripció AP-1 (Yang-Yen HF. et al. 1990, Schule R. et al. 1990). 

Posteriorment, es va trobar que també podien inhibir l’efecte sobre NF-κB (Hass RF. et 

al. 1992) o CREB (Chatterjee VK. et al. 1991). Aquest paradigma d’acció sembla que 

està bastant estès entre els receptors nuclears ja que també s’ha vist que entre altres, els 

PPARs poden inhibir AP-1 (Ricote M. et al. 1998, Delerive P. et al. 1999). Els 

mecanismes moleculars implicats poden ser varis i dependre de l’estímul i del tipus de 

cel·lular (Karin M. i Chang L. 2001). Aquests poden ser: competència per cofactors, 

interaccions directes, o la inhibició de diferents proteïnes cinases. En tots els casos, és 

necessari que el receptor nuclear estigui unit al seu lligand, però en una conformació 

diferent a la que adopta per unir-se al DNA. Aquest fet ha permès en el cas del RAR 

obtindre lligands sintètics que indueixin la capacitat inhibitoria del receptor nuclear, 

sense induir la seva capacitat transactivadora, d’aquesta manera es podrien obtindre 

fàrmacs amb menys efectes secundaris (Fanjul A. et al. 1994)  

D’altre banda s’ha vist que els receptors d’hormones sexuals indueixen la 

proliferació i supervivència dels osteoblasts (fet estretament lligat amb la prevenció de 

l’osteoporosis) activant la via de les MAPK i d’aquesta manera AP-1 (Kousteni S. et al. 

2001). 

Per tant, els receptors nuclears poden modular l’expressió gènica a diferents 

nivells ja sigui a través de la unió als seus elements de resposta com modulant l’activitat 

de diferents vies de transducció de senyals. El fet que estiguin regulats per molècules 

petites i hidrofòbiques (com a mínim la majoria d’ells) fa que sigui relativament fàcil 

sintetitzar molècules que modulin la seva activitat les quals tenen un ampli ventall 

d’aplicacions farmacològiques. 

 

NOR-1 

 

El gen receptor nuclear orfe derivat de neurones (neuron-derived nuclear orphan 

rceptor-1, NOR-1/MINOR/NR4A3) va ser identificat i clonat per primer cop en 

neurones en cultiu (Ohkura N. et al. 1994) i en limfòcits T activats (Hedvat CV i Irving 

SG, 1995). Pertany a la família de NGFI-B (NR4A). a la qual també pertanyen els 

receptors nuclears Nur77/NGFI-B i Nurr1. Aquests tres receptors són orfes i tenen una 

alta homologia en el seu DBD i moderada en el LBD. La família NR4A està 

involucrada en diferents funcions: NOR-1 és clau en el desenvolupament embrionari 

(DeYoung RA. et al. 2003), Nurr1 pel desenvolupament de les neurones 
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dopaminèrgiques (Zetterstrom RH. et al. 1997), NOR-1 i Nurr77 en l’apotosi de 

timòcits en la selecció positiva (Cheng LE. et al. 1997, Woronicz JD. et al. 1994), a més 

a més aquests dos gens modulen la proliferació en diferents tipus cel·lulars (PonnioT et 

al. 2002, Kolluri SA. et al. 2003). 

A més a més d’una possible regulació per un lligand desconegut i com 

s’explicarà més a endevant possiblement inexistent, hi ha diferents mecanismes per 

regular l’activitat d’aquest receptors. Tant NOR-1 com Nur77 són gens de resposta 

primerenca per a diferents factors de creixement, de tal manera, que la seva activitat es 

podria regular per variacions en la quantitat de proteïna. També s’ha observat que 

l’activitat de Nur77 pot ser regulada per fosforilacions en el domini N-terminal. El fet 

que aquest domini sigui molt divergent entre els membres de la família NGFI-B no 

permet hipotetitzar si NOR-1 també està regulat per aquest mecanisme. 

 

Unió al DNA  

Els membres de la família NGFI-B poden unir-se al DNA de diferents maneres. 

El primer mecanisme trobat va ser la unió de forma monomèrica a l’element de resposta 

a NGFI-B (NGFI-B response element, NBRE) (Wilson TE. et al. 1991) Aquest està 

format per 8 bases que són la seqüència hexamèrica típica dels receptors nuclears 

precedida de dues adenines. En aquest cas, per establir la unió de la proteïna al DNA, es 

requereixen a més a més de la caixa P, residus de la CTE. Més recentment es va trobar 

que els membres de la família NGFI-B poden unir-se al DNA formant homodímers i 

heterodímers entre ells als elements de resposta per a Nur77 (Nur77 response element, 

NuRE) (Philips A. et al. 1997, Maira M. et al. 1999). Aquests elements de resposta 

estan composats per dues seqüències NBRE situades entre elles en forma de palíndrom 

invertit amb 6 nucleòtids espaiadors (IP-6). A més a més tant Nur77 com Nurr1, però no 

NOR-1 poden formar heterodímers amb el RXR unint-se a repeticions directes amb 5 

nucleòtids espaïadors (DR5) (Zetterström RH. et al. 1996). En aquest cas, el RXR és 

una parella permissiva, ho sigui la presencia del 9-cis RA és suficient per activar la 

transcripció. 

 

Estructura gènica i proteica de NOR-1 

En el genoma humà, el gen que codifica per NOR-1 està situat en el cromosoma 

9q22, està constituït per 8 exons i té una estructura exons-introns semblants a la trobada 

per altres receptors nuclears (Ohkura N. et al. 1996). Sembla que podrien haver 
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diferents isoformes de NOR-1 per empalmament (splicing) diferencial (Ohkura N. et al. 

1997) (Fig 10). NOR-1α’ es diferenciaria de NOR-1α per tindre un exò 3 més llarg (exò 

3B), però aquest fet no afectaria a la seqüència de la proteïna, ja que l’inici de traducció 

està situat a la part comuna d’aquest exò. Les altres dues variants vindrien a partir de 

variants en l’exò 5. En el cas d’usar l’exò 5B (isoforma β) es tindria una proteïna 

truncada a l’apareixer en la seqüència del missatger una senyal prematura d’aturada de 

la traducció, aquest fet faria que aquesta proteïna no tingués LBD. Aquesta possible 

proteïna no s’ha trobat en el cas NOR-1 encara que s’ha identificat el seu cDNA 

corresponent en una llibreria de cDNA de múscul esquelètic (Labelle Y. et al. 1995). En 

el cas de Nurr1, la corresponent proteïna paràlega, actua com a dominant negatiu 

(Ohkura N. et al. 1999), possiblement perquè pot unir-se al DNA però al no tindre LBD 

no pot transactivar.  

 

 Com ja s’ha comentat, en la majoria de receptors nuclears el domini AF-2 

present en el LBD és clau per la unió a diferents coactivadors. En el cas de NOR-1 i 

Nur77 però, sembla  que no segueixen aquest paradigma. Sorprenentment, tant en el cas 

de NOR-1 com en el cas de Nurr77, el LBD interacciona de forma feble amb diferents 

coactivadors (Wansa KD. et al. 2003, Wansa KD. et al. 2002). Sembla ser que la 

interacció amb coactivadors, en especial de la família de p160, es produeix a través del 

domini AF-1 situat en l’extrem N-terminal. Aquest domini també pot reclutar altres 

cofactors típics de receptors nuclears com CBP o elements del complex DRIP/TRAF. A 

més a més, la unió de p160 a AF-1 promou una unió intramolecular amb el LBD, fet 

que podria estabilitzar el complex receptor-coactivadors. 

Fig 10. Esquema dels diferents transcrits que es poden generar a partir del gen de NOR-1 
per empalmament diferencial que pot patir NOR-1. El gen NOR-1 pot generar 4 isoformes per 
empalmament diferencial. 
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L’explicació d’aquesta divergència en el mecanisme de regulació amb altres 

receptors nuclears sembla que recau en un canvi en la topologia del domini AF-2 

d’aquestes proteïnes. En estudis de modelatge molecular en NOR-1 i Nur77 (Wansa 

KD. et al. 2003, Wansa KD. et al. 2002), així com per l’anàlisi cristalogràfic amb raig 

X sobre l’ortòleg de la família en Drosophila, DHR 38 (Baker KD. et al. 2003), s’ha 

observat que la topologia del LBD no permet la correcta interacció amb els cofactors. A 

diferencia del que passa amb la majoria de receptors nuclears els quals posseeixen un 

solc hidrofòbic en el domini AF-2 necessari per la interacció amb els coactivadors, en la 

família NR4A hi ha diferents residus hiidrofílics que trenquen la continuïtat del solc.  

A més a més sembla que DHR 38 té una butxaca d’unió al lligand bastant 

peculiar i sembla que poc funcional. L’espai de la butxaca en aquest receptor està 

ocupada per les cadenes laterals de 4 fenilalanines que pràcticament ocupen tot l’espai 

deixant tant sols un volum d’uns 30 Å3, el qual és massa petit per permetre la unió de 

cap molècula orgànica. A més a més realitzant càlculs de mecànica quàntica es pot 

comprovar que 3 de les 4 fenilalanines estan en la única conformació de baixa energia 

possible mentre l’altre sols es pot moure en un pla abans de trobar barreres estèriques 

significants. Per tant no sembla que fàcilment puguin deixar lliure un espai prou gran 

per acomodar un hipotètic lligand. A més a més en la majoria de receptors nuclears 

existeix un residu d’arginina altament conservat que ajuda a ancorar de forma correcte 

el lligand al receptor nuclear, en aquest cas el residu està conservat però està encarat cap 

el solvent. Totes aquestes dades suggereixen que el receptor DHR 38 no té cap lligand o 

com a mínim cap segons el model estàndard del receptors nuclears, encara que tampoc 

es pot descartar que alguna interacció de tipus al·lostèric provoqués un canvi de 

conformació que permetés acomodar el lligand. El fet que aquest receptor tingui una 

significativa homologia amb NOR-1 en el LBD i en concret estiguin conservades les 4 

fenilalanines que ocupen la butxaca d’unió al lligand juntament al fet que el LBD de 

NOR-1 no pugui unir-se als cofactors “clàssics” dels receptors nuclears fan hipotetizar 

que NOR-1 no tingués tampoc cap lligand. 
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MECANISMES DE TRANSDUCCIÓ DE SENYALS 
 Les cèl·lules responen a les alteracions de l’ambient o a senyals provinents 

d’altres cèl·lules a través de diferents mecanismes entre els qual destaquen canvis en 

l’expressió gènica. Aquest procés està mitjançat per diferents mecanismes de 

transducció de senyals, els quals permeten transformar una senyal extra o intracel·lular 

en l’activació/repressió de diferents factors de transcripció que són qui en últim terme 

regulen el transcriptoma (Fig. 12). Aquest mecanisme pot ser aparentment simple, com 

en el cas de molts receptors nuclears, els quals s’activen a l’unir-se el seu lligand. Però 

en molts altres casos, entre els qual també hi ha diferents receptors nuclears com NOR-

1, aquest mecanisme és més complex i participen diferents vies o millor dit xarxes de 

transducció de senyals.  
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Fig 12. Esquema de diferents vies de transducció de senyals. Existeixen diverses vies 
de transducció de senyals que s’inicien per l’activació de diferents receptors de la 
membrana plasmàtica, entre els quals es poden destacar els receptors acoblats a proteïnes 
G (GPCRs) i els receptors proteïna tirosina cinases (PTK). Un cop s’han activat, les 
proteïnes G poden induir la producció de diferents segons missatgers com cAMP mitjançant 
l’activació de l’adenilat ciclasa o de diacilglicerol (DAG) i IP3 a través de l’activació de la 
fosfolipasa C. Aquests segons missatgers poden a la seva vegada activar a diferents 
efectors entre els quals destaquen la PKA o la PKC, així com produir un augment del calci 
citosòlic. Finalment s’activaran de manera seqüencial altres proteïnes permeten en últim 
terme modular l’activitat de diferents factors de transcripció, els quals activant d’aquesta 
manera diferents cassets d’expressió gènica. 
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PROTEÏNES G HETEROTRIMÈRIQUES 

  

Moltes senyals que reben les cèl·lules tant endocrines com paracrines o 

autocrines estan basades en la unió de la molècula senyalitzadora a receptors presents en 

la membrana plasmàtica. Aquests receptors tenen associada alguna activitat que els hi 

permet transduir la senyal. Aquesta activitat pot ser enzimàtica com els receptors amb 

activitat tirosina o serin-treonina cinases, lligada a l’obertura d’algun canal iònic o 

regular l’activitat de proteïnes G heterotrimèriques. Els receptors amb aquesta propietat 

s’anomenen receptors acoblats a proteïnes G (G-protein coupled receptors, GPCRs) i 

pertanyen a una superfamília de receptors caracteritzats per tindre 7 hèlix 

transmembrana i una amplia gamma de lligands depenent de quin receptor es tracti. Es 

poden citar, entre d’altres, el receptor de trombina, o de lípids bioactius com el cas de la 

S1P. Un cop aquests receptors uneixen al seu lligand poden activar a diferents proteïnes 

G les quals poden a la seva vegada activar o inhibir un ampli ventall de vies de 

transducció de senyals. 

 Les proteïnes G estan constituïdes per 3 subunitats α, β i γ, encara que 

funcionalment les dues últimes es consideren de forma conjunta (βγ). 

 Quan els GPCRs són activats, es promou la seva interacció amb les proteïnes G, 

permeten l’intercanvi del GDP present en la subunitat α per GTP (HammHE. 1998). 

Aquest fet comporta un canvi conformacional en la proteïna que promou la seva 

dissociació entre la subunitat Gα per una banda i la Gβγ per l’altre, les quals activaran a 

diferents efectors. 

 Les subunitats Gα es classifiquen en 4 famílies: 

Gs: Aquestes proteïnes activen a l’adenilat ciclasa (AC) enzim responsable de la 

producció de l’adenosin-3’-5’-monofosfat cíclic (cAMP), encara que s’ha trobat que 

també poden modular l’activitat de diferents canals iònics. 

Gi: Poden inhibir l’activitat d’algunes isoformes d’AC. També poden modular diferents 

canals iònics així com fosfodiesterases de nucleòtids cíclics. Les proteïnes membres 

d’aquesta família, excepte Gαz, són inhibides per la toxina bacteriana pertússica (PTX), 

la qual promou l’ADP-ribosilació de la subunitat α (Ui M. i Katada T. 1990). 

Gq: Regulen l’activitat de la fosfolipasa Cβ (PL-Cβ). Aquest enzim hidrolitza el 

fosfatidil inositol-4-5-bifosfat (PIP2) per generar dos missatgers secundaris, l’inositol 

1,4,5-trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG). L’IP3 promou un augment en els nivells 
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citosòlics de calci a través de l'obertura de canals de calci del reticle endoplasmàtic 

mentre que el DAG indueix l’activació de diferents proteïnes cinases C (PKC). 

G12: Poden regular l’activitat de diferents proteïnes G petites. 

A més a més de les senyals mitjançades per la subunitat Gα, el dímer βγ també 

es capaç de regular diferents efectors. Existeixen 6 tipus de subunitats β i 12 γ els quals 

poden combinar-se de diferent manera per formar els dímers. Entre altres efectes i 

depenent del dímer, poden activar o inhibir l’AC, modular diferents canals iònics, 

estimular diferents PL-Cβ, així com promoure l’activació de la proteïna tirosina cinasa 

citosòlica Src i de diferents cinases depenents de fosfoinositol-3-fosfat 

(phosphatidylinositol-3 kinase, PI3K). 

 Així a través de l’activació de diferents proteïnes G es pot activar un ampli 

ventall de vies de transducció de senyals, les quals en molts casos acabaran regulant 

diferents proteïnes cinases. 

 

PROTEÏNES CINASES 

 

Les proteïnes cinases són enzims que catalitzen l’addició d’un grup fosfat de 

l’ATP a una altre molècula. Poden actuar sobre glúcids, lípids o proteïnes. En aquest 

últim cas hi ha dos tipus de proteïnes cinases, les proteïna serin-treonina cinases, les 

quals fosoforilen a residus de serina o treonina com poden ser la PKA o la PKC i les 

proteïnes tirosina cinases que fosforilen residus de tirosina com el receptor del PDGF o 

Src.  

 

Proteïna cinasa A  

La proteïna cinasa A (protein kinase A, PKA) o proteïna cinasa depenent de 

cAMP és una cinasa l’activitat de la qual s’indueix per cAMP (Walsh et al. 1968). En 

condicions bassals, aquesta proteïna és inactiva formant un tetràmer constituït per dues 

subunitats reguladores (R) i dues catalítiques (C). En el moment que augmenten els 

nivells de cAMP aquest s’uneix a les subunitats R provocant un canvi conformacional la 

conseqüència del qual es que les subunitats C perden afinitat per les R i es dissocien 

quedant en una forma catalíticament activa (Kopperud R. et al. 2003).  

A més a més d’aquest mecanisme d’activació, també s’ha observat que la 

subunitat C pot estar de forma inactiva unida al complex NF-κB-IκB, quan aquest 
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s’activa per degradació d’IκB, la subunitat C esdevé activa sent aquest un mecanisme 

d’activació independent del cAMP (Zhong H et al. 1997).  

 La PKA té nombrosos substrats com diferents enzims claus en el metabolisme 

energètic així com diferents factors de transcripció com CREB. 

 

Proteïna cinasa C 

 La proteïna cinasa C (Protein kinase C, PKC) és una família de serin-treonina 

cinases les quals estan regulades per diferents estímuls cel·lulars. Segons la seva 

estructura primària i els mecanismes de regulació es poden classificar en 4 grups (Toker 

A. 1998): 

PKC convencionals (cPKC): Està format per PKCα, PKC βI i PKC βII i PKCγ. Per 

activar-se necessiten unir-se a DAG, calci i fosfatidilserina (PS). 

PKC noves (nPKC): Està format per PKCδ, PKCε, PKCη PKCθ. També necessiten, 

per la seva activació unir-se a DAG i PS, però no a calci. 

PKC atípiques (aPKC): Està format per PKCζ i PKCλ. Per la seva activació no 

necessiten ni DAG ni calci, però si PS. En la seva regulació poden intervindre altres 

molècules lipídiques com en el cas de la PKCζ que es regula per productes de la PI3K o 

per ceramida. 

PKCµ: També coneguda com a PKD. Igual que les aPKC no es regula ni per DAG ni 

per calci, però necessita PS. 

A més a més de diferents segons missatgers lipídics per ser actives totes les PKC 

han de ser fosforilades en el domini catalític d’una manera similar al que passa amb 

altres proteïnes cinases. Una de les possibles PKC cinases podria ser la proteïna cinasa 

depenent de fosfoinositòids-1 (phophoinositoid-dependent kinase-1, PDK-1) (Chou 

MM. et al. 1998, Dutil EM. et al. 1998), la qual també està involucrada en l’activació 

d’altres cinases com la proteïna cinasa B (protein kinase B, PKB/Akt) o la cinasa p70sr6. 

Les diferents PKC poden fosforilar proteïnes involucrades en múltiples processos 

cel·lulars com ara la proliferació i la migració, com poden ser proteïnes reguladores de 

la MAPK com Raf. 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓ 

 37

Via de les MAPK 

Les proteïnes cinases activades per mitògens (mitogen-activated protein kinases, 

MAPK) són un família de serin-treonina cinases que regulen diversos processos 

cel·lulars claus com poden ser la proliferació, la migració o l’apoptosi (Pearson G. et al. 

2001). Les MAPK tenen característiques comunes amb les cinases dependents de 

ciclines, encara que la principal diferència es que en el cas de les MAPK, aquestes són 

directament activades per fosoforilació sense necessitat de tindre una subunitat 

reguladora. Generalment, les MAPK necessiten per la seva activació ser fosforilades en 

un residu de treonina i una altre de tirosina separades per un residu variable (TXY). 

L’activació de les MAPK es produeix per una cascada de fosforilacions consecutives, 

en les quals intervenen com a mínim dues cinases més. Les MAPK cinases s’anomenen 

MKK són unes cinases característiques ja que tenen a l’hora un domini serin-treonina 

cinasa i un altre tirosina cinasa, fet que els permet activar a les MAPK. A la seva vegada 

les MKK són regulades per fosforilació per les MKK cinases (MKKK). Aquest conjunt 

de tres cinases formen mòduls funcionals independents (Fig 13) els quals responen a 

diferents estímuls (Johnson G i Lapadat R, 2002).  

 

 

Fig 13. Esquema dels mòduls de MAPK. Els mòduls de les MAPK estan constituïts per 
tres proteïnes cinases que es fosforilen i activen de manera seqüencial davant d’un gran 
ventall d’estímuls. A la seva vegada les MAPK poden regular un ampli nombre de processos 
cel·lulars. Adaptat de Johnson G i Lapadat R. 2002



INTRODUCCIÓ 

 38

A la seva vegada les MKKK poden estar regulades per diferents efectors com 

altres protein cinases (les quals serien MKKKK) o proteïnes G petites com ara Ras, 

entre d’altres mecanismes. A la seva vegada existeixen diferents proteïnes fosfatases 

que poden desactivar a les diferents cinases de la via. Aquestes poden ser serin-treonina 

fosfatases, tirosina fosfatases així com una fosfatasa dual que pot desfosforilar les 

MAPK tant el seu residu de treonina com el de tirosina. Encara que aquesta podria 

semblar la fosfatasa mes efectiva, la desfosforilació de tan sols un residu, tant el de 

treonina com el de tirosina ja és suficient perquè la MAPK perdi tota la seva activitat. 

Encara que sembla que existeix una certa linealitat en la transducció de senyals 

en els diferents mòduls de MAPK, sobretot en el pas MKK-MAPK, també existeixen 

múltiples punts d’entrecreuament, entre els diferents vies de MAPK sobretot a nivell de 

MKKK, ja que aquests enzims poden fosforilar MKK de diferents mòduls i d’aquesta 

manera augmentar la complexitat del sistema. 

Les MAPK es poden dividir en diferents famílies: 

Cinases regulades per estímuls extracel·lulars (extracelular-stimulus regulated 

kinases, ERK): Està formada per dos membres ERK-1/p44MAPK i ERK-2/p42MAPK. 

Són activades per diferents factors de creixement i senyals mitogèniques. Juguen un 

paper clau en el cicle cel·lular, fosforilant i activant diferents factors de creixement com 

el factor de resposta al sèrum (serum response factor, SRF) o altres proteïnes cinases 

com Rsk.  

N-Terminal Jun cinasa/Proteïn-cinases activades per estrès (jun N-terminal 

kinase/stress-activated protein kinases, JNK/SAPK): Està formada per tres proteïnes 

JNK1, JNK2 i JNK3 les quals tenen diferents variants per empalmament alternatiu. Són 

activades per diferents citocines, alguns lligands de GPCRs i per diferents senyals 

d’estrès com substàncies que interfereixen en la síntesis de DNA i proteïnes.  

p38 MAPK: Està composta per 4 gens que poden presentar diferents proteïnes per 

empalmament alternatiu. Són activades per diferents citocines, lligands de GPCRs i per 

diferents senyals d’estrès com estrès tèrmic o osmòtic. 

A més a més d’aquestes famílies de MAPK que són les més ben estudiades, 

existeixen d’altres com l’ ERK 3, aquesta MAPK s’activa per fosforilació en un residu 

de serina en el context SEG i a diferència d’altres MAPK no es necessita ser fosforilada 

en un residu de tirosina. 
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CREB 

 

La proteïna d’unió als elements de resposta al cAMP (cAMP response element 

binding protein, CREB) és un factor de transcripció que pot ser activat per diferents 

estímuls (Mayr B i Montminy M. 2001), entre els quals es pot destacar, a més a més del 

cAMP com el seu nom indica, diferents factors de creixement, increments citosòlics de 

calci, senyals provinents d’integrines o a la llum ultraviolada. CREB forma part d’una 

família de factors de transcripció en la qual també figuren CREM i ATF-1 i ATF-2. 

Aquestes proteïnes tenen una estructura semblant, composta per un domini central 

anomenat domini induïble per cinases (kinases inducible domain, KID) el qual té un 

residu de serina susceptible de ser fosforilat per diferents proteïnes cinases. Flanquejant 

a aquest domini ens trobem dos dominis hidrofòbics rics en glutamina anomenats Q1 i 

Q2, finalment en el domini C-terminal es troba un domini bàsic amb cremallera de 

leucina (bZIP) el qual es responsable de la unió al DNA i de la dimerització. 

Aquestes proteïnes es poden unir al DNA com a monòmers o dímers a unes 

seqüències anomenades elements de resposta a cAMP (cAMP response element, CRE) 

(Montminy M. et al. 1986, Comb M. et al. 1986, Short JM. et al. 1986). CRE està 

constituït per una seqüència palindròmica octamèrica on en principi CREB s’uneix com 

a dímer, encara que també s’han trobat nombrosos gens on sols està present la meitat 

del palíndrom, aquest mig element de resposta també es funcional encara que sembla 

que és menys potent.  

CREB està de forma constitutiva unit al DNA ja que la concentració nuclear de 

CREB és molt més alta que la constant de dissociació pel seu element de resposta i a 

més a més la seva fosforilació no altera l‘afinitat pel DNA (Hagiwara M. et al. 1993). 

L’activitat de CREB es regula per fosforilació en la serina 133 (Gonzalez GA. i 

Montminy M. 1989) situada en el domini KID. Encara que la primera proteïna cinasa 

que podia fosforilar a CREB va ser la PKA, actualment es sap que pot ser fosforilat per 

diferents cinases com  proteïnes cinases dependents de calci-calmodulina II/IV 

(calcium, calmodulin dependent kinases II/IV, CaMK II/IV), p38 MAPK, o  la Rsk entre 

altres.  

Un cop CREB és fosforilat en la serina 133, es produeix un canvi 

conformacional que li permet unir-se al cofactor CBP (Chrivia JC. et al. 1993). CBP, 

com ja s’ha explicat anteriorment, és un cofactor el qual pot activar la transcripció a 

diferents nivells ja que pot servir de proteïna d’ancoratge per la maquinària bassal de 
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transcripció a més a més de posseir una activitat histona acetiltransferasa (HAT). En el 

cas concret de CREB l’acetilació de les histones suposa un augment del temps en que 

CREB està fosforilat (Michael LF et al. 2000) i per una altre banda, també s’ha observat 

que CBP pot directament acetilar a CREB (Lu Q. et al. 2003) fet que augmenta 

l’activitat transcripcional de CREB.  

Encara que sembla que de forma general l’acetilació d’histones afavoreix la 

transcripció (Kornberg RD. i Lorch Y. 1999), recentment s’ha observat en llevats 

(Bernstein BE. et al. 2000) i cèl·lules de mamífer (Rascle A. et al. 2003, Xu M. et al. 

2003) que en l’expressió d’alguns gens es necessari la presencia d’activitat histona 

deacetilasa (HDAC) per la seva expressió. En el cas de gens regulats per CREB sembla 

que dependria de cada promotor però, en alguns gens com NOR-1 s’ha trobat que 

inhibidors de l’activitat HDAC inhibirien la transcripció depenent de CREB (Fass DM. 

et al. 2003). 

CREB és un factor de transcripció involucrat en nombrosos processos cel·lulars, 

a l’actualitat es coneixien més de 100 gens regulats per CREB. Encara que el grup més 

nombrós correspon a gens relacionats amb el metabolisme energètic, CREB també 

regula l’expressió de gens implicats en altres processos cel·lulars com la proliferació o 

l’apoptosi. 

Per tant CREB pot representar un punt de convergència de diferents vies de 

transducció de senyals permeten l’expressió de determinats gens segons les necessitats 

de la cèl·lula. 
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En el desenvolupament de la patologia ateroscleròtica estan involucrats diferents 

tipus cel·lulars com les CML. Actualment es coneixen diferents mecanismes moleculars 

implicats en l’activació d’aquestes cèl·lules a la paret vascular, però encara es 
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Neuron-Derived Orphan Receptor-1 (NOR-1) Modulates
Vascular Smooth Muscle Cell Proliferation

José Martínez-González, Jordi Rius, Ana Castelló, Claudia Cases-Langhoff, Lina Badimon

Abstract—Vascular smooth muscle cells (VSMCs) migration and proliferation play a key role in the pathophysiology of
cardiovascular disease. However, the transcription factors that regulate VSMC activation are not completely
characterized. By a mRNA-differential display approach, we have identified neuron-derived orphan receptor-1
(NOR-1), a transcription factor within the NGFI-B subfamily of nuclear receptors, as a immediate-early gene in VSMCs.
Two NOR-1 isoforms (� and �) were identified and cloned from serum-induced porcine VSMC that shared high
homology with the human isoforms. Northern blot analysis revealed a strong and transient (1 to 6 hours) upregulation
of NOR-1 in both porcine and human coronary SMCs by growth factors (serum, platelet-derived growth factor-BB, and
epidermal growth factor) and �-thrombin but not by cytokines. NOR-1 upregulation is processed through G
protein–coupled receptors and tyrosine kinase receptors, and involves Ca2� mobilization, protein kinase C activation,
and the mitogen-activated protein kinase pathway. This induction was closely dependent of the cAMP response elements
present in NOR-1 promoter as transfection assays indicate. Human coronary atherosclerotic lesions overexpress NOR-1,
and balloon angioplasty transiently induces NOR-1 in porcine coronary arteries with a pattern similar to that observed
in VSMCs in culture. Antisense oligonucleotides against NOR-1 inhibited human coronary SMC proliferation (reduced
de novo DNA synthesis, cell cycle progression, and VSMC wound repair) as efficiently as antisense against the
protooncogene c-fos. These results show that NOR-1 modulates VSMC proliferation, and suggest that this transcription
factor may play a role in both spontaneous and accelerated atherosclerosis. (Circ Res. 2003;92:96-103.)

Key Words: smooth muscle cells � NOR-1 � atherosclerosis � angioplasty � gene expression

The understanding of the molecular mechanisms involved in
vascular smooth muscle cell (VSMC) activation and dedi-

fferentiation requires an accurate mapping of the cascade of
transcription factors induced by atherogenic stimuli. These
master genes could be targets for new diagnosis and/or thera-
peutic strategies. Recently, different nuclear receptors, including
peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs),1,2 retinoid
receptors, both retinoid X receptors (RXR) and retinoic acid
receptors (RAR), and retinoid-related orphan receptors (ROR)
have been identified in VSMC activation/proliferation and con-
sequently have been implicated in the atherogenic process.3–5

Nuclear receptors comprise a large family of ligand-activated
transcription factors that by regulating complex gene programs
play critical roles in nearly all aspects of development and adult
physiology.6,7 Moreover, currently, ligands have been identified
for only half of the known nuclear receptors; the remaining
receptors known as orphan nuclear receptors constitute a prom-
ising area especially for research and development.

In the present study, we have identified by mRNA-
differential display (mRNA-DD) analysis neuron-derived or-
phan receptor-1 (NOR-1) as an early-response gene in
VSMCs. NOR-1, together with Nur77 and Nurr1, form the
NGFI-B family of orphan nuclear receptors within the ste-

roid/thyroid receptor superfamily.6,7 These genes have been
involved in neuroendocrine regulation, neural differentiation,
liver regeneration, cell apoptosis, and mitogenic stimuli in
different cell types.8 We observed a strong induction of
NOR-1 in VSMCs by growth factors and thrombin. NOR-1
was upregulated through signaling pathways commonly acti-
vated in cell migration and proliferation. NOR-1 and Nur77
were overexpressed in atherosclerotic lesions from patients
with coronary artery disease (CAD) and balloon angioplasty
transiently induces NOR-1 in porcine coronary arteries.
Moreover, antisense oligonucleotides against NOR-1 signif-
icantly inhibited VSMC proliferation and wound repair.
These results suggest that NOR-1 may play a role in the
molecular mechanisms underlying both spontaneous and
accelerated atherosclerosis.

Materials and Methods
SMC Cultures
VSMCs were obtained by a modification of the explant technique
from swine and human coronary arteries.9 Cells were cultured as
described previously, and those used in the experiments were
between the 2nd and 5th passage. Cells were seeded in multiwell
plates and, at confluence, were arrested with medium containing
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0.4% fetal calf serum (FCS) for 48 hours. Arrested cells were
stimulated with either 10% human serum or 5 nmol/L platelet-
derived growth factor-BB (PDGF-BB) (Amersham-Pharmacia),
10 U/mL �-thrombin (Diagnostica Stago), 10 nmol/L insulin-like
growth factor-1 (IGF-I) (Sigma), 1 �mol/L insulin (Novo Nor-
disk), 10 nmol/L epidermal growth factor (EGF) (Amersham-
Pharmacia), 25 nmol/L basic fibroblast growth factor (bFGF)
(Amersham-Pharmacia), 5 nmol/L tumor necrosis factor-�
(TNF-�) (Amersham-Pharmacia), 5000 U/mL interleukin-1� (IL-
1�) (Amersham-Pharmacia), 0.1 nmol/L transforming growth
factor-� (TGF�) (Amersham-Pharmacia), or increasing concen-
trations of A23187 (Alexys) and 4-�-phorbol-12-myristate-13-
acetate (PMA) (Sigma) in different experiments. When inhibitors
were used, SMCs were preincubated with them for 30 minutes
before stimulus. The inhibitors used were 1 �g/mL pertussis toxin
(Sigma), 50 �mol/L PD98059 (Sigma), 15 �mol/L 1,2-Bis(2-
aminophenoxy)ethano-N,N,N�,N�-tetraacetic acid tetrakis ace-
toxymethyl ester (BAPTA) (Sigma), or increasing concentrations
of GF-109203X (Sigma) or EGTA.

The inhibitors did not produce any effect on cell morphology, cell
apoptosis (assessed by staining with Hoesch 33258 colorant) or cell
viability analyzed measuring the mitochondrial dehydrogenase ac-
tivity by a commercial kit (XTT-based assay for cell viability,
Roche).

mRNA-DD Analysis
Total RNA from porcine coronary tunica media SMCs either arrested
or stimulated for 1 hour with 10% human serum, 10 U/mL
�-thrombin, or 5 nmol/L PDGF-BB was isolated using QuickPrep
(Amersham-Pharmacia). mRNA-DD analysis was performed with
the Delta RNA Fingerprinting kit (Clontech) as described.10 Differ-
entially displayed bands were cloned into the pGEM-T vector
(Promega) and sequenced with the ABIPrism dRhodamine Termi-
nator Cycle Sequencing kit (Perkin Elmer).

Screening of cDNA Libraries
Band 2 identified by mRNA-DD was used as a probe in the analysis
of cDNA libraries in �ZAPII (Stratagene) prepared from porcine
coronary SMCs (stimulated with human serum for 1 hour) mRNA.
Positive clones (101) were isolated in a screening (1�106 plaques)
and were characterized by restriction-enzyme mapping. Clones
�SsNor32 and �SsNor83 were subcloned for further analysis. Nu-
cleotide sequence was obtained by automatic sequencing of both
cDNA strands. Multiple protein sequence alignments were per-
formed using the ClustalW service at European Bioinformatics
Institute.

Northern Blot Analysis
Total RNA was obtained as indicated above and was analyzed by
Northern blot as described.9 NOR-1� cDNA, a rat c-fos cDNA, and
a ribosomal cDNA (to normalize blots) were used as probes.

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
Nuclear extracts (3 �g) from human VSMCs and doubled stranded
probes corresponding to the sequence of human NOR-1 promoter
(from �84 to �41; Nor/3CRE) containing the three putative CRE
motifs or a consensus NBRE sequence11 were used in EMSA as
described.10 Supershift experiments were performed using antibodies
against CREB, c-Fos, and c-Jun (Santa Cruz Biotechnology Inc.).

Western Blot Analysis
The levels of CREB (phosphorylated and unphosphorylated forms)
in cell extracts from human VSMCs were analyzed by Western blot10

using specific antibodies (Santa Cruz Biotechnology Inc.).

Construction of NOR-1 Promoter Plasmids
The plasmid pNOR�/�1703 containing the human NOR-1 promoter
(from �1703 to �264) was kindly provided by Dr N. Ohkura
(Growth Factor Division, National Cancer Research Institute, Tokyo,

Japan). Site-directed mutations of the three putative CRE sites
present in NOR-1 promoter12 were performed by the QuikChange
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). The changes introduced
in the sequence of the mutant construction [pNOR�/�1703-(M)]
were (�79)TGcatcAGCGTCCCATGcatgCACATTGcgtaCT(�46)
(changes are indicated in lower case letters). The new sequence was
analyzed by different promoter analysis software to confirm that no
new response elements were generated.

Transient Transfection and Luciferase Assays
NIH-3T3 cells were transfected with luciferase expression vectors
using Nucleofector (Amaxa Biosystems) according to the manufac-
turer’s protocol. Transfected cells were arrested for 36 hours and
then were stimulated with human serum for 4 hours. Luciferase
activity was measured in cell lysates using a luminometer. pSV�-gal
(Promega) was used as an internal control.

Human Artery Sampling
Human aorta and coronary arteries from explanted hearts, from
patients with dilated idiopathic cardiomyopathy (DIC) or CAD, were
obtained. Coronary arteries were examined under low magnification
and classified in two categories: areas with atherosclerotic lesions
and nonatherosclerotic areas. The study and all human sampling
followed the internal guidelines and was approved by the Ethics
Committee of the Hospital of Santa Cruz i Sant Pau.

Angioplasty in the Porcine Model
The animal model selected for the angioplasty studies was the
Yorkshire-Albino pig (body weight 30 to 35 kg; Piensos Victoria
SA, Barcelona, Spain). The handling, maintenance and care of the
animals, as well as all procedures performed in this study, were in
accordance with institutional guidelines and followed the American
Heart Association guidelines for animal research. The methodology
for coronary balloon angioplasty has been previously reported.13

Coronary lesions were performed by three inflations of 8 atmo-
spheres of a 4.0�20.0 mm balloon catheter (Cordis). Time intervals
of study from angioplasty to animal euthanasia were 1, 2, 4, and 6
hours (n�20). This angioplasty procedure resulted in overstretching
of the artery, causing severe injury.

Analysis of Gene Expression in Human and
Porcine Arteries
NOR-1 and Nur77 expression was assessed by RT-PCR. The specific
oligonucleotides selected were as follows: NOR-1, 5�-AGGGCTGCAAG-
GGCTTTTTCAAGAGA-3� and 5�-TGCTTTCTACAGGAGCTGCT-3�;
Nur77, 5�-CCACAGCCTCCAGCCTTTT-3� and 5�-TTTCGCCGCCTC-
TTGTCCAC-3�. Levels of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) were used to normalize results.10 Amplification was carried out
by 24 (NOR-1 and Nur77) and 22 (GAPDH) cycles: denaturation, 94°C for
30 seconds; annealing, 61°C (NOR-1 and GAPDH) or 55°C (Nur77) for 1
minute; and polymerization, 72°C for 90 seconds. Digoxigenin-labeled
PCR products were resolved by electrophoresis in agarose gels, transferred
onto nylon membranes (Schleicher & Schuell) and detected as described.10

In Situ RT-PCR
In situ RT-PCR was performed in PTCA specimens using the EZ
rTth RNA PCR Kit (Perkin Elmer) according to the manufacturer’s
protocol. The primers used for NOR-1 mRNA detection were
as follows: 5�-GATGCTATCCCAGCAGGAAA-3� and 5�-
CATCAAGAACGGCCAAAAT-3�. Amplification was carried out
by 25 cycles; the specific annealing conditions were 55°C for 90
seconds. Digoxigenin-labeled PCR products were detected using a
system coupled to alkaline phosphatase and NBT/BCP.

Determination of DNA Synthesis and Cell Cycle
Phase Distribution
Arrested human coronary SMCs were induced with 10% human serum,
in medium containing 0.5 �Ci/mL of [3H]thymidine in the presence or
absence of increasing concentrations of phosphorothioate oligode-
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oxynucleotides (ODNs) and [3H]thymidine incorporation was deter-
mined as described.9 The effect of ODNs on cell cycle was analyzed by
flow cytometry as described.14 The antisense ODNs used were
antisense-1 NOR-1 (AS1-NOR; 5�-TTGGACGCAGGGCAT-3�) and
antisense-2 NOR-1 (AS2-NOR; 5�-GCTGCCAAGGTCCAT-3�) com-
plementary to nucleotides 732 to 746 and 849 to 863 of human NOR-1
mRNA (Accession No. NM-006981), respectively. As controls, the
corresponding sense sequences and an antisense ODN against c-fos,
previously used to assess the involvement of this protooncogene in cell
proliferation,15 were used.

In Vitro SMC Injury
The ability of antisense NOR-1 ODNs to inhibit SMC wound repair
after mechanical injury was assessed in human coronary SMCs in
culture as described.16 Briefly, confluent growth-arrested human
coronary SMCs were scraped and then incubated for 72 hours at
37°C in the presence or absence of the ODNs indicated above. The
cells were fixed and stained with methylene blue. Images were
digitalized by a Sony 3CCD camera, and cell number in the denuded
zone was determined.

Statistics
Results are expressed as mean�SEM. A Stat View II (Abacus
Concepts) statistical package for the Macintosh computer system
was used for all the analysis. Multiple groups were compared by the
one-factor ANOVA, followed by Fisher PLSD to asses specific
group differences.

Results
DD/RT-PCR Analysis on Mitogen-Stimulated VSMCs
To identify new genes involved in VSMC activation, we
stimulated porcine coronary SMCs with serum, PDGF, or
thrombin and analyzed differential gene expression by
mRNA-DD analysis. We isolated a total of 23 bands differ-
entially regulated at least by one of the inducers used.
Sequence analysis revealed that only two bands presented
significantly identity with genes previously described. Band
23, induced by serum and PDGF, corresponded to
thrombospondin-1. Band 2 (1010 bp) (Figure 1A) recognized
a transcript of 5.7 kb early induced by serum, PDGF, and
thrombin (Figures 1B and 1C, left panel). The nucleotide
sequence of band 2 shared high homology with the 3�-
untranslated region of members of the NGFI-B family of

orphan nuclear receptors: NOR-1,17,18 Nur77,19,20 and
Nurr1.21

Isolation of Full-Length cDNA Clones
The open reading frame (ORF) of the clone �SsNor32
(submitted to GenBank/EMBL Accession No. AJ011767)
encodes for a polypeptide of 643 amino acid residues, that
among the receptors mentioned above, exhibited the highest
homology with NOR-1� sequences. The long 3�-untranslated
sequence (3072 bp) of this pNOR-1� cDNA contained 9
copies of the sequence ATTTA, typical of short-lived
mRNAs. Clone �SsNor83 (submitted to GenBank/EMBL
Accession No. AJ011768) exhibits an ORF coding for a
polypeptide of 446 amino acid residues (pNOR-1�) that does
not contain the C-terminal region corresponding to the
ligand-binding domain. Alignments of the porcine NOR-1�

and NOR-1� amino acid sequence with their homologues in
human, rat, and mouse revealed an extensive identity, ranged
from 89% to 94% for NOR-1� and 87% for NOR-1�. The
highest identity (100%) was found in the DNA binding
domain. The leucine-zipper of the C-terminal region was
conserved among the NGFI-B family members.

In Northern blot experiments, the pNOR-1� cDNA recog-
nized two transcripts (5.7 kb and 4.0 kb) transiently induced
by serum in both porcine (Figure 1C, right panel) and human
coronary SMCs (Figure 1D). The induction of NOR-1
mRNAs did not require de novo protein synthesis and was
overinduced by cycloheximide (Figure 1E), as previously
described in nonvascular cells.

Effect of Growth Factors and Cytokines on
NOR-1 Expression
Serum, PDGF, and thrombin were the strongest inducers of
NOR-1 (Figure 2). EGF and IGF (only detectable in overex-
posed films) also induced NOR-1. PDGF and thrombin
synergize with IGF-1 to induce NOR-1, although, in a lesser
extent than c-fos. The effect of other mitogens and cytokines,
including lipopolysaccharide and angiotensin II (data not
shown), on NOR-1 expression was negligible.

Figure 1. Identification of NOR-1 by
mRNA-DD. A, Representative mRNA-DD
analysis showing the induction by 10%
human serum, 10 U/mL thrombin, and 5
nmol/L PDGF (after 1 hour of stimulation)
of band 2. B, Arrested versus stimulated
porcine coronary SMC Northern blots
using the differentially displayed cDNA
(band 2) or c-fos as probes. rRNA indi-
cates ribosomal RNA. C, Arrested versus
stimulated (serum for 1 hour) porcine
coronary SMC blots using the cDNA cor-
responding to band 2 (left) or pNOR-1�
cDNA (right) as probes. D, Kinetics of
NOR-1 induction by serum in human
coronary SMCs. E, NOR-1 mRNA levels
in human coronary SMC stimulated with
serum in the presence or absence of
cycloheximide (CHX) for different time
periods.
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Signaling Pathways Involved in NOR-1 Induction
The induction of NOR-1 is dependent on protein kinase C
(PKC) activation: it was induced by PMA (a PKC activator),
whereas GF-109203X (a PKC inhibitor) inhibited NOR-1
expression induced by serum (Figure 3A). NOR-1 upregula-
tion is also dependent on Ca2� mobilization: A23187 (a
calcium ionophore) induced NOR-1, whereas the calcium
chelator EGTA inhibited its expression. Specific inhibitors of
both G-protein receptors (pertussis toxin) and the mitogen-
activated protein kinase (MAPK) kinase (PD98059) inhibited
the induction of NOR-1 produced by serum (Figure 3A).
Pertussis toxin completely abolished the induction of NOR-1
produced by thrombin (data not shown).

By EMSA, we observed an increase in the binding of
nuclear extracts from serum-treated VSMCs to a probe
containing a consensus NBRE (a NOR-1 response element)

that was prevented when PKC activation (by GF109203X) or
Ca2� mobilization (by BAPTA) was inhibited (Figure 3B).

Involvement of CREB in NOR-1 Induction
In serum induced VSMCs, CREB was activated by phosphor-
ylation in Ser133 (Figure 4A) and nuclear extracts from human
VSMCs bind to a probe (Nor/3CRE) containing the three
putative CRE sites present in NOR-1 promoter (from �84 to
�41)12 (Figure 4B). The effect was specific (competed by an
excess of cold-probe) and was supershifted by an antibody
against CREB but not by anti–c-Fos or anti–c-Jun antibodies.

The involvement of CRE sites in the upregulation of NOR-1
by serum was analyzed in NIH-3T3 cells. As in human VSMCs,
in NIH3T3, serum-induced NOR-1 expression was prevented
when PKC activation or Ca2� mobilization was inhibited (Figure
4C). In transfection assays, the activity of NOR-1 promoter was
prevented by either BAPTA (a calcium chelator) or GF-
109203X and was completely abolished when the three CRE
sites were mutated (Figure 4D).

Expression of NOR-1 in Adult Tissues
Heart and skeletal muscle express high levels of NOR-1,
whereas low levels are detected in thoracic aorta, lung, and
adrenal glands, and marginal expression (only detected in
overexposed films) in the rest of porcine tissues analyzed
(Figure 5). The expression pattern of Nur77, the main
member of NGFI-B family, was similar to that of NOR-1.
However, Nur77 exhibited lower expression than NOR-1 in
myocardium (relative to that found in skeletal muscle) but
higher in diaphragm, thoracic aorta, lung, and in adrenal
glands.

Expression of NOR-1 in Human Arteries
NOR-1 mRNA levels in human nonatherosclerotic vessels
(both in coronary arteries and aorta) from either DIC or CAD
patients were low or undetectable (Figure 6A). NOR-1 was
overexpressed in primary atherosclerotic lesions from CAD

Figure 2. NOR-1 expression in human VSMCs. NOR-1 mRNA
levels in human coronary SMCs stimulated with growth factors
and cytokines for 1 hour. Representative blot is shown (n�3).
rRNA indicates ribosomal RNA; bFGF, basic fibroblast growth
factor; TGF�, transforming growth factor �; IL-1�, interleukin-
1�;and TNF-�, tumor necrosis factor-�.

Figure 3. Signals pathways involved in
NOR-1 induction. A, Blot showing
NOR-1 expression in human coronary
SMCs stimulated with PMA or the cal-
cium ionophore A23187 for 1 hour, and
the effect of inhibitors of different signal-
ing pathways. A representative blot is
shown (n�3). GF indicates GF-109203X.
B, EMSA showing the increase in the
binding of nuclear extracts from serum-
treated cells to a probe containing a
consensus NBRE and the effect of
GF-109203X and BAPTA (a Ca2� chela-
tor). Competition of the binding by 5-
and 50-fold of free probe is shown.
Arrows indicate retardation bands.
Probe(�NE) indicates NBRE probe with-
out nuclear extracts.
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patients. Nur77 expression, which was detected in aorta but
not in coronary arteries from DIC patients, was upregulated in
primary coronary atherosclerotic lesions from CAD patients
but to a lesser extent than NOR.

Expression of NOR-1 in Porcine Balloon
Dilated Arteries
Percutaneous transluminal coronary angioplasty (PTCA)
transiently upregulates NOR-1 mRNA in porcine coronary
arteries with a pattern similar to that observed in VSMCs in
culture (Figure 6B). No expression of Nur77 could be

detected. By in situ RT-PCR, significant expression of
NOR-1 was detected in medial SMCs of the dilated arteries
(Figure 6C).

Antisense NOR-1 ODNs Inhibit DNA Synthesis
and Cell Cycle Progression
Antisense sequences (AS-NOR) were directed against the
two putative ATG initiation codons of the human NOR-
1.17,18 Both antisense NOR-1 ODNs efficiently inhibited
[3H]thymidine uptake by human coronary SMC in a
dose-dependent manner. Figure 7A shows the effect for
AS1-NOR. No effect was produced by sense NOR-1
ODNs. A similar inhibitory effect was produced by in-
creasing concentrations of an antisense ODNs against c-fos
(data not shown), previously used to assess the involve-
ment of this protooncogene in cell proliferation.15 NOR-1
mRNA levels in AS-NOR ODN-treated cells were signif-
icantly lower than in control cells or cells treated with
either sense NOR sequences or anti– c-fos ODNs (Figure
7B).

Flow cytometry analysis of cell cycle phase distribution
revealed a significant reduction in cell entry in S phase after
serum stimulation (40% and 42% by AS1- and AS2-NOR,
respectively) and a concomitant increase in cells in G1 phase.
Figure 7C shows representative FACS profiles corresponding
to human VSMCs with and without AS1-NOR. Sense NOR-1
ODNs did not produce any effect on cell cycle distribution. A
similar effect was produced by antisense c-fos ODNs (41%
reduction in cell entry in S and similar increase in cells in G1
phase).

Antisense NOR ODNs Inhibit Human SMC
Growth After Injury
In a well-established in vitro model of wounding16 AS1- or
AS2-NOR significantly inhibited VSMC regrowth into the

Figure 4. Mechanisms involved in
NOR-1 upregulation. A, Western blot
showing the effect of serum (after 10
minutes) on CREB phosphorylation in
serine133 (CREB-P) and the inhibitory
effect of GF-109203X and BAPTA. Bot-
tom, Total CREB levels. B, EMSA show-
ing the ability of nuclear extracts from
human VSMCs to bind to the probe Nor/
3CRE. Effect of increasing amounts of
free probe (5- and 50-fold) is shown. The
supershift effect of anti-CREB antibodies
but not anti–c-Fos or anti–c-Jun is
shown. Probe(�NE) indicates probe Nor/
3CRE without nuclear extracts. C, Effect
of 10% serum, GF-109203X, and BAPTA
on NOR-1 mRNA levels in NIH3T3 cells.
D, Serum Increased NOR-1 promotor
activity in cells transfected with the wild-
type promotor (pNOR�/�1703) but not
with the mutant without the three puta-
tive CRE sites [pNOR�/�1703-(M)].
Effect of the inhibition of either PKC or
Ca2� mobilization is shown. Luciferase
activity were normalized by
�-galactosidase activity and was calcu-
lated as percentage of that of pNOR�/
�1703 in serum-treated cells.

Figure 5. NOR-1 expression in porcine tissues. Blots showing
mRNA levels of NOR-1 and Nur77 in porcine tissues. Represen-
tative blot is shown (n�3). rRNA indicates ribosomal RNA.
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denuded zone by 45% and 46% respectively (Figure 7D). In
contrast, equivalent concentration of sense NOR-1 ODNs
failed to modulate this process. The effect produced by
antisense ODNs against NOR-1 was similar to that produced
by the ODNs against c-fos. Figure 7E shows a representative
picture from human VSMCs subjected to this procedure in
the presence of AS1-NOR-1.

Discussion
In this study, we used mRNA-DD analysis in a search for
genes induced by mitogens in VSMCs using the porcine
model, a highly recognized model of human resemblance for
studying advanced SMC differentiation and atherosclerosis.22

We have identified NOR-1 as an immediate-early gene in
VSMCs. NOR-1 was transiently upregulated by angioplasty
in porcine coronary arteries and was overexpressed in human
atherosclerotic primary lesions. Antisense NOR-1 ODNs

inhibited VSMC proliferation and wound healing after me-
chanical injury.

Two NOR-1 isoforms were cloned from porcine VSMCs.
NOR-1 is an immediate-early gene that was strongly induced
in VSMCs by mitogenic stimuli signaling through pathways
involving tyrosine kinase receptors (PDGF and EGF) and G
protein–coupled receptors (thrombin). In contrast, other
agents such as cytokines that induced NOR-1 in gingival
fibroblasts,23 or angiotensin II that induced NOR-1 in fas-
ciculata cells,24 did not induce NOR-1 in VSMCs. Intracel-
lular calcium increase as well as PKC and MAPK activation
pathways, commonly activated in cell migration and prolif-
eration, are involved in NOR-1 induction in VSMCs. In this
regard, mitogens that use more than one pathway (ie, serum)
had the strongest effect on NOR-1 induction, and the associ-
ation of PDGF or thrombin with IGF-I increased the effect
produced by each molecule alone. Therefore, NOR-1 could
play a key role integrating different signaling pathways in

Figure 6. A, NOR-1 overexpression in
atherosclerotic vessels. Expression of
NOR-1 and Nur77 in human arteries from
patients with dilated idiopathic (DI) car-
diomyopathy and coronary artery dis-
ease. A indicates intima/media from
aorta; C, intima/media from nonathero-
sclerotic coronary arteries; CAT, intima/
media from atherosclerotic coronary
arteries. B, NOR-1 upregulation by bal-
loon angioplasty. Expression of NOR-1 in
porcine balloon dilated arteries. Repre-
sentative experiment showing two dilated
coronaries per time point. PTCA indi-
cates percutaneous transluminal coro-
nary angioplasty. C, In situ RT-PCR
showing the induction of NOR-1 in
medial VSMCs after PTCA. Serial sec-
tions from injured (a to c) and uninjured

arteries (d to f). b and e correspond to negative RT-PCR controls; c and f correspond to hematoxylin and eosin stains. Bar�50 �m.

Figure 7. Antisense NOR-1 oligonucleo-
tides inhibit DNA synthesis and wound
repair in human coronary SMCs. A,
Arrested VSMCs were stimulated with
10% human serum for 24 hours and
[3H]thymidine incorporation was deter-
mined in the absence (white bars) or
presence of increasing concentrations
(�mol/L) of antisense NOR-1 ODNs (AS1-
NOR, black bars). Effect of the corre-
sponding sense (SE1-NOR, 10 �mol/L) is
shown (shaded bars); (n�4 experiments
performed in triplicate). B, Effect of oligo-
nucleotides on NOR-1 mRNA levels ana-
lyzed by RT-PCR 3 hours after serum
stimulation. AS-FOS indicates antisense
c-fos ODNs. C, Representative flow
cytometry analysis profiles from arrested
(black line), serum-stimulated (red line),
and AS1-NOR-treated (blue line) human
VSMCs. D, Antisense NOR-1 oligonucle-
otides inhibit wound repair after mechan-
ical injury of human coronary SMCs.
Confluent-arrested SMCs were scraped
and then incubated for 72 hours in the
absence (Control) or presence of 10

�mol/L oligonucleotides. Cell numbers in the denuded zone were counted and represented histodiagrammatically (n�3 experiments
performed in triplicate). E, Representative data corresponding to AS1-NOR–treated cells and Controls. Arrows indicate the wound edge;
ODNs, oligonucleotides; AS-, antisense; SE- sense. *P�0.05 vs controls or cells treated with the corresponding sense oligonucleotides.
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VSMCs, in processes such as thrombosis, which produces
platelet activation/degranulation (releasing PDGF and EGF)
and thrombin generation.

Transfection experiments indicate a key role for the CRE
motifs present in NOR-1 promoter in NOR-1 upregulation
produced by mitogenic stimuli. Indeed, CREB activation is a
common output of both PKC- and calcium-dependent signal-
ing pathways,25 the main pathways involved in NOR-1
upregulation. Serum induced CREB phosphorylation, al-
though no changes in CREB binding were observed, accord-
ing with the ability of CREB to constitutively bind to its
response element.25

Although NOR-1 is transiently induced by mitogenic
stimuli in cell culture, significant expression of NOR-1 was
detected in several adult tissues, in particular in myocardium
and skeletal muscle from both porcine and humans (data not
shown), suggesting that in these muscle tissues NOR-1 could
regulate genes involved in key housekeeping functions. The
overlapping expression patterns of NGFI-B family genes in
certain tissues and cells, the high homology among their
amino acid sequences, and the ability of the three receptors to
bind to a specific NGFI-B response element (NBRE)26 could
explain the functional redundancy observed in certain sys-
tems.27 However, we observed dissimilar expression patterns
in adult tissues and in the vascular wall under pathological
conditions. Indeed, although in human primary atheroscle-
rotic lesions NOR-1 and Nur77 were overexpressed, revas-
cularization procedures that injure the vessel wall and induce
VSMC proliferation transiently upregulated NOR-1 but not
Nur77.

NGFI-B family genes have been involved in different cell
functions, among them cell proliferation, cell differentiation,
and cell apoptosis.8 It should be stressed that similar nonspe-
cific roles have been reported for other early genes such as
c-fos or c-myc.28,29 In this regard, it is likely that the particular
outcome of NOR-1 activation will depend on the concomitant
alterations in the expression of other genes taken place in a
particular physiological context. In fact, the relationship
between eukaryotic transcription factors, in particular the
paradigmatic heterodimerization between nuclear receptors,30

increase the complexity of molecular networks that operate in
vascular cells. Nur77 but not NOR-1 can form heterodimers
with RXR,31 enabling it to activate transcription of vascular
genes in a ligand-dependent manner via the retinoic acid
response elements. Because RXR has been directly involved
in VSMC phenotypic modulation and in atherogenesis,5,32

and it is a common partner for other nuclear receptors that
work in vascular cells such as PPARs or RAR,1,5,33 a potential
competition of these alternative RXR heterodimeric partners
for RXR should not be excluded. This interference/synergy
relationship among nuclear receptors themselves or among
other transcription factors could be important in the regula-
tion of vascular cell function.33

The expression pattern of NOR-1 is consistent with a role
for this transcription factor in the molecular mechanisms
underlying accelerated and spontaneous atherosclerosis. The
nature of stimuli leading to NOR-1 upregulation, both in vitro
and in vivo, and the intracellular signaling involved in such
induction strongly suggest a role for NOR-1 in VSMC

proliferation. To further support this hypothesis, we analyze
the effect of two sets of antisense ODNs directed against
NOR-1. Antisense NOR-1 ODNs significantly inhibited hu-
man coronary SMC proliferation (reduced de novo DNA
synthesis, cell cycle progression, and VSMC wound repair).
The effectiveness of antisense NOR-1 ODNs blocking these
processes was similar to that produced by antisense ODNs
against the well characterized protooncogene c-fos, which
like NOR-1 is transiently upregulated in VSMCs and in the
porcine coronary arteries after PTCA.9,28,34 We selected c-fos
as a comparative partner because a proportional relationship
between the degree of c-fos expression and VSMC prolifer-
ation has been established both in vivo35 and in vitro,9 and
antisense ODNs against c-fos have been successfully used to
inhibit cell proliferation in different systems including
VSMCs.15,36 Our results strongly suggest a role for NOR-1 in
VSMC growth, in agreement with different lines of evidence
from other authors supporting a role for this orphan nuclear
receptor in cell proliferation in different systems. Indeed,
NOR-1 is essential for proliferation of the semicircular canals
of the inner ear as has been recently demonstrated in NOR-1
knockout mice.37 In addition, among the NGFI-B genes only
the oncogenic conversion of NOR-1 has been described.38

In summary, the list of nuclear receptors potentially in-
volved in atherosclerosis and in CAD is growing, as a result
of their major function regulating lipid metabolism39 or as
players directly involved in vascular biology. In contrast to
other nuclear receptors, NOR-1 expression is rapidly and
highly modulated in VSMCs in response to mitogenic stimuli.
In fact, recently a wide screening of genes induced by serum
revealed that NOR-1 is a major serum-responsive gene in
human fibroblasts.40 Although the identification of the genes
downstream regulated by NOR-1 will be necessary to better
understand the mechanism underlying its involvement in
atherogenic processes, our results reveal NOR-1 as a potential
regulatory factor in vascular cell function and a new target in
future strategies for vascular drug discovery.
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Abstract 

ObjectiveLow density lipoproteins (LDL) modulate the expression of key genes 

involved in atherogenesis. Recently, we have shown that the transcription factor 

neuron-derived orphan receptor-1 (NOR-1) is involved in vascular smooth muscle 

cell (VSMC) proliferation. Our aim was to analyze whether NOR-1 is involved in LDL- 

induced mitogenic effects in VSMC. Methods and ResultsLDL induced NOR-1 

expression in a time- and dose-dependent manner. Antisense oligonucleotides 

against NOR-1 inhibit DNA synthesis induced by LDL in VSMC as efficiently as 

antisense against the protooncogene c-fos. The up-regulation of NOR-1 mRNA 

levels by LDL involves pertusis-sensitive G protein-coupled receptors, Ca2+ 

mobilization, protein kinase A (PKA) and PKC activation and mitogen-activated 

protein kinase pathways (MAPK) (p44/p42 and p38). LDL promotes cAMP response 

element binding protein (CREB) activation (phosphorylation in Ser133), and in 

transfection assays a dominant-negative of CREB inhibits NOR-1 promoter activity 

while mutation of specific CRE sites in the NOR-1 promoter abolishes LDL-induced 

NOR-1 promoter activity. ConclusionsIn VSMC LDL-induced mitogenesis 

involves NOR-1 up-regulation through a CREB dependent mechanism. CREB could 

play a role in the modulation by LDL of key genes (containing CRE sites) involved in 

atherogenesis. 

 

Key words: atherosclerosis, lipoproteins, smooth muscle cells, gene expression, 

proliferation 
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Introduction 

Vascular smooth muscle cell (VSMC) migration and proliferation play key roles in the 

pathophysiology of vascular remodeling associated to atherosclerotic diseases.1,2 

Since low density lipoproteins (LDL) are key factors in the onset and development of 

atherosclerosis, their effects on VSMC have been investigated.2-5 Indeed, LDL 

induce VSMC mitogenesis;6-11 increase intracellular free calcium concentration;7,9,11 

activate mitogen-activated protein kinases (MAPK)9-11 and regulate the expression 

and activity of different transcription factors including c-fos, egr-1 and sterol 

regulatory element binding protein-2 (SREBP-2).9,12-15  

Recently we have identified by mRNA-differential display (mRNA-DD) analysis 

neuron-derived orphan receptor-1 (NOR-1) as an early-response gene in VSMC.16 

NOR-1, together with Nur77 and Nurr1, form the NGFI-B family of orphan nuclear 

receptors within the steroid/thyroid receptor superfamily.17 These genes have been 

involved in neuroendocrine regulation, neural differentiation, liver regeneration, cell 

apoptosis and mitogenic stimuli in different cell types.18 NOR-1 is up-regulated by 

coronary angioplasty and both, NOR-1 and Nur77, are over-expressed in 

atherosclerotic lesions from patients with coronary artery disease (CAD).16,19 

In the present study, we show that NOR-1 expression is transiently induced by LDL 

and it is linked to LDL-induced VSMC mitogenic effects. NOR-1 induction by LDL involved 

pertussis sensitive G proteins-coupled receptors, Ca2+ mobilization, the activation of different 

protein kinases [protein kinase A (PKA) and C (PKC), MAPK (p44/p42 and p38)] and cAMP 

response element binding protein (CREB) activation. Finally, analysis of NOR-1 promoter 

activity revealed a key role of cAMP response elements (CRE) in the up-regulation of NOR-1 

by LDL. These results suggest that NOR-1 may play a key role in the molecular mechanisms 

underlying VSMC activation by LDL. 
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Methods 

Lipoprotein isolation 

Human LDL and VLDL were isolated from pooled sera of healthy blood donors of the 

Barcelona area as previously described.20 The content of protein (BCA protein 

assayTM, Pierce) and cholesterol (Cholesterol assay kitTM, RefLab) in the lipoproteins 

were determined by colorimetric assays. The absence of contamination by other 

lipoproteins was determined by electrophoresis on agarose gels (Paragon 

Electrophoresis kit, Beckman Lipoproteins). Lipoproteins were endotoxin free, as 

determined by the Limulus Amebocyte Lysate pyrogen testing system (Biowhittaker 

Inc.), and did not contain any detectable levels of thiobarbituric-acid-reactive 

substances (TBARS). Oxidized  LDL (oxLDL) were prepared by exposing native LDL 

to 10 µmol/L CuSO4 at 37ºC for 6 hours as described.20 The TBARS content of 

oxLDL was about 40 nmol malonaldehide/mg LDL protein.  

 

VSMC cultures 

VSMC were obtained from human non-atherosclerotic arteries of hearts removed in 

transplant operations by a modification of the explant technique,21 and those used in 

the experiments were between the 3rd and 5th passage. Briefly, VSMC were 

cultured in M199 supplemented with 20% fetal calf serum (FCS), 2% human serum, 

2 mmol/L L-glutamine and antibiotics (100 U/mL penicillin and 0.1 mg/mL 

streptomycin). Cell culture media and reagents were from Gibco. Cells were seeded 

in multiwell-plate and at subconfluency were arrested with medium containing 0.4% 

FCS for 48 hours. Arrested cells were stimulated with increasing concentrations of 

LDL for different times. When inhibitors were used, VSMC were preincubated with 

them for 30 minutes before stimulus (unless otherwise stated). The inhibitors used 
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were pertussis toxin (Sigma) (added 16 hours prior cell stimulation), H-89 (a PKA 

inhibitor, Sigma), 1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethano-N,N,N’,N’-tetraacetic acid tetrakis 

acetoxymethyl ester (BAPTA-AM, a calcium chelator, Sigma), bisindolylmaleimide I 

(GF-109203X, a PKC inhibitor, Sigma), PD98059 (an ERK kinase (MEK) inhibitor, 

Sigma) or SB203580 (a p38 MAPK inhibitor, Oxford Biomedical Research Inc.). 

The inhibitors did not produce any effect on cell morphology, cell apoptosis 

(assessed by staining with Hoesch 33258 colorant) or cell viability analyzed 

measuring the mitochondrial dehydrogenase activity by a commercial kit (XTT based 

assay for cell viabilityTM, Roche). 

In transfection experiments we used rat VSMC obtained by the explant 

technique.21 Rat VSMC were cultured in DMEM supplemented with 10% FCS and 

antibiotics (100 U/mL penicillin and 0.1 mg/mL streptomycin).  

 

Northern blot  

Total RNA was isolated using UltraspecTM (Biotex) according to the manufacturer’s 

recommendations. RNA samples were fractionated in 1.2 % agarose gels containing 

formaldehyde, were transferred by capillary to nylon membranes (NytranTM plus, 

Schleicher & Shuell) and UV-cross-linked. Filters were prehybridized and hybridized 

as described previously.20 NOR-1 cDNA labeled with [α-32P]dATP (3000 Ci/mmol, 

Amersham) were used as a probe. Filters were exposed to Agfa Curix RP2 X-ray 

films at –80ºC. 

RT-PCR  

Total RNA from VSMC was isolated as indicated above, was reverse-transcribed and 

NOR-1 mRNA levels were analyzed by polymerase chain reaction (PCR) using the 

PCR DIG Labeling Mix (Roche Molecular Biochemicals) as described.16 The specific 
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NOR-1 oligonucleotides used were: for human, 5’-

AGGGCTGCAAGGGCTTTTTCAAGAGA-3’ and 5’-TGCTTTCTACAGGAGCTGCT-

3’; and for rat, 5’-AGGGCTGCAAGGGCTTCTTCAAGA GA-3’ and 5’-

TGCTTTCTATGGGAGCTGCT-3’. Amplification was carried out by 24 cycles: 

denaturation 94ºC for 30 s; annealing, 61ºC for 1 min and polymerization, 72ºC for 1 

min 30 s. PCR products were resolved by electrophoresis in agarose gels and 

transferred onto nylon membranes (NytranTM plus, Schleicher & Shuell) by a 

standard capillary technique. Blots were UV cross-linked. Detection of digoxigenin-

labeled nucleic acids was performed with an anti-digoxigenin antibody linked to 

alkaline phosphatase and CSPD was used as substrate. Levels of glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) were used to normalize results.16 

 

Determination of DNA synthesis  

Arrested human coronary SMCs were stimulated with LDL (30 mg protein/dL) in 

medium containing 0.5 µCi/mL of [3H]thymidine in presence or absence of 

phosphorothioate oligodeoxynucleotides (ODN) against NOR-1 or c-fos (used as 

control), and [3H]thymidine incorporation was determined as described.16,21 The 

antisense ODN against NOR-1 (5’-TTGGACGCAGGGCAT-3’) and against c-fos  (5’-

GCCCGAGAACATCAT-3’) have been previously used to assess the involvement of 

these genes in cell proliferation.16,22 The effect of a mismatched (5’-

TCTTCTAATGTCAGG-3’) and a random phosphorothioate ODN (5’-

TAGCTTGATGTGAGG-3’) on DNA synthesis was also assessed.   
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Western blot  

Human VSMC were cultured and stimulated with lipoproteins as indicated above. 

Cell monolayers were washed with PBS and lysed with lysis buffer [1% SDS in 10 

mmol/L Tris-HCl (pH 7.4), 1 mmol/L ortovanadate]. Proteins were analyzed by 

Western blot as described previously.20 Blots were incubated with an antibody 

against CREB phosphorylated in Ser133 (Sigma) or against total CREB (Santa Cruz 

Biotechnology). Detection was performed using a horseradish peroxidase-labeled 

anti-rabbit IgG and the SupersignalTM detection system (Pierce). Equal loading of 

protein in each lane was verified staining filters with Pounceau.   

 

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) 

Nuclear extracts (3 µg) from VSMC and a doubled stranded probe corresponding to 

the sequence of human NOR-1 promoter (from –84 to –41; Nor/3CRE) containing 

three putative CRE motifs were used in an EMSA as described.16 Supershift 

experiments were performed with antibodies against CREB, ATF-2, c-FOS and c-

JUN (Santa Cruz Biotechnology). 

 

Construction of NOR-1 promoter plasmids  

The plasmid pNORα/-1703 containing the human NOR-1 promoter (from -1703 to 

+264)23 was kindly provided by Dr N. Ohkura (Growth Factor Division, National 

Cancer Center Research Institute, Tokyo, Japan). CRE motifs were mutated by site-

directed mutagenesis on the construct pNORα/-1703: mtCRE1 using QuikChange 

Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) and the oligonucleotide 5’-

GGGAGGAGGAGGGTGcatcAGCGTCCCATGGCGTCACATTGACG-3’;16 mtCRE2 

and mtCRE3 were kindly provided by Dr. H. Tokumitsu (Department of Chemistry, 
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Kagawa Medical University, Kagawa, Japan), that used the oligonucleotide 5’-

AGCGTCCCATGGCcagtCATTGACGTCTCG-3’ and 5’-

CATGGCGTCACATactgGTCTCGCATTCCA-3’ respectively, as described.24  

 

Transient transfection and luciferase assays 

Rat VSMC were transfected with luciferase expression vectors (wild pNORα/-1703 or 

with constructs mutated in single CRE boxes) using LipofectamineTM Reagent 

(Invitrogen) and PlusTM Reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s 

protocol. Transfected cells were arrested for 48 hours and then were stimulated with 

LDL for 4 hours. Luciferase activity was measured in cell lysates using Luciferase 

assay Kit (Promega). pSVβ-gal (Promega) was used as an internal control. In co-

transfection assays a  CREB dominant-negative (Clontech) was used. 

 

Statistical analysis 

Results are expressed as mean±SEM. A Stat View II (Abacus Concepts) statistical 

package for the Macintosh computer system was used for all analysis: Multiple groups 

were compared by one-factor ANOVA, followed by Fisher PLSD to assess specific group 

differences. 

 

Results 

LDL induce NOR-1 expression in VSMC 

To assess the effect of native LDL on NOR-1 expression in VSMC, arrested cells 

were stimulated with increasing concentrations of LDL and NOR-1 mRNA levels 

were analyzed by Northern blot. LDL induced NOR-1 expression in a dose-
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dependent manner (Figure 1A). The effect produced on NOR-1 up-regulation by the 

highest tested concentrations of VLDL and oxLDL (10 mg/dL) was lower than that of 

equivalent amount of native LDL.  The effect of  LDL (30-60 mg/dL) was similar to 

that of serum. NOR-1 expression was transiently induced by LDL following the same 

pattern than in serum-induced cells,16 peaking at 1 hour and decreasing to 

undetectable levels 8 hours after stimulus (Figure 1B).  

 

Antisense NOR-1 ODN inhibit LDL induced DNA synthesis 

NOR-1 up-regulation by LDL was significantly reduced when human VSMC were 

treated with antisense ODN targeted against NOR-1 (AS-NOR-1) while the 

corresponding sense sequences (SE-NOR-1) did not produce any effect (Figure 2A). 

In these conditions LDL-induced VSMC DNA synthesis was significantly inhibited by 

AS-NOR-1 but not by SE-NOR-1 (Figure 2B). The effect of AS-NOR-1 was similar to 

that of antisense against c-fos (AS-FOS), a well known gene involved in cell 

proliferation.21,22,25 Finally, neither mismatches AS-NOR-1 nor random ODNs 

inhibited DNA synthesis in human VSMC stimulated with LDL. 

 

Signalling pathways involved in NOR-1 induction 

LDL activate different signal transduction pathways in VSMC. To address which of 

these pathways were involved in NOR-1 induction, we used specific inhibitors of 

different pathways. Results shown in figure 3A indicate that NOR-1 up-regulation by 

LDL was dependent on the activation of Gi/o-proteins (inhibited by pertussis toxin); 

calcium mobilization [inhibited by a calcium chelator (BAPTA-AM)] and protein kinase 

C (PKC) activation (inhibited by GF-109203X).  
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NOR-1 induction by LDL was also dependent on p44/p42 MAPK (inhibited by 

PD98059) and p38 MAPK activation (inhibited by SB203580) (Figure 3B). Finally, H-

89 [a protein kinase A (PKA) inhibitor] also inhibited the LDL effect. 

 

LDL induce CREB phosphorylation  

Since CREB activation is a common output of the signal transduction pathways 

involved in NOR-1 up-regulation26 we analyzed the effect of LDL on CREB activation 

(phosphorylation in Ser133). Figure 4 shows that LDL induced early activation of 

CREB that was prevented by either BAPTA-AM (a calcium chelator) or GF-109203X 

(a PKC inhibitor), two compounds that reduced LDL-induced NOR-1 expression. 

Thus, CREB could play a major role in NOR-1 up-regulation by LDL.  

 

CREB binds the CRE sites present in the NOR-1 promoter 

In gel shift assays nuclear extracts from human VSMC bind to a probe (Nor/3CRE) 

containing the three putative CRE sites present in NOR-1 promoter (from –83 to –

42)23 (Figure I, please see www.ahajournals.org ). Although LDL induced CREB 

phosphorylation, no changes in CREB binding were observed, according with the 

ability of CREB to constitutively bind to its response element.26 The binding was 

specific (competed by an excess of cold-probe) and was supershifted by an antibody 

against CREB but not by anti-ATF-2, anti-c-Fos or anti-c-Jun antibodies.  

 

CRE sites regulate NOR-1 induction by LDL 

In order to analyze the role of CRE sites in LDL-induced NOR-1 expression we 

transfected rat VSMC. As in human VSMC, in these cells LDL induced NOR-1 

expression and both a calcium chelator (BAPTA-AM) and a PKC inhibitor (GF-
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109203X) prevented this effect (Figure II, please see www.ahajournals.org ). In 

transfection assays, LDL induced NOR-1 promoter activity (≈ 4-fold over 

unstimulated cells) while either BAPTA-AM or GF-109203X inhibited such effect 

(Figure 5B).  

The activity of the wild-type NOR-1 promoter was prevented by co-transfection 

with a dominant-negative of CREB (CREB133*). Finally, by site-direct mutagenesis we 

showed that when CRE1 site was mutated NOR-1 promoter activity decreased up to 

35%, while the mutation of either CRE2 or CRE3 almost abolished NOR-1 promoter 

activity.  

 

Discussion 

 Hypercholesterolemia is one of the most important risk factors in atherogenesis. LDL 

induce changes in vascular gene expression leading to alterations in vascular 

function and promoting growth-related events;6-13 however, the transcription factors 

involved in LDL mitogenic effects have not been completely elucidated. In the 

present study, we show that LDL up-regulate NOR-1, an orphan receptor involved in 

VSMC proliferation,16 through a complex mechanism involving multiple signalling 

pathways and CREB activation.  

NOR-1 is a member of the NGFI-B family of orphan nuclear receptors.17,18 

These genes are involved in neuroendocrine regulation, neural differentiation, liver 

regeneration, cell apoptosis and mitogenic stimuli in different cell types.18 NOR-1 is 

essential for proliferation of the semicircular canals of the inner ear as has been 

recently demonstrated in NOR-1 knockout mice;27 NOR-1 also modulates VSMC 

response to injury in vitro and is induced by coronary angioplasty in vivo,16 a 

condition that promote VSMC proliferation.25 Here, we show that LDL induce NOR-1 
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expression in VSMC through a complex network of signal transduction pathways, 

including pertusis sensitive G proteins, Ca2+ mobilization and the activation of PKA, 

PKC and MAPK (p44/p42 and p38), pathways commonly activated in cell migration 

and proliferation.28,29. The inhibition of one of these apparently redundant pathways, 

in particular PKC and calcium mobilization, completely prevent NOR-1 up-regulation 

promoted by LDL, according with the major role of these pathways in native LDL-

induced vascular cell proliferation.7,30 We previously showed that growth factors such 

as PDGF or EGF are poor inducers of NOR-1, while serum is a strong inducer of 

NOR-1 acting through a complex web of signalling pathways.16 By nature LDL are 

highly complex molecules different from growth factors such as PDGF, that promote 

early gene induction and cell growth acting through its canonical PDGF receptor. 

Indeed, LDL regulate gene transcription through mechanisms depending on their 

classical receptor (LDL-R)14,15 and on other uncharacterized receptors including G 

protein-coupled receptors.11 In fact, the “mitogenic” properties of LDL seem to be 

related to their dual capability to induce early cell cycle events and to provide 

cholesterol that cells need to resume mitosis.8-10,31 The cross-talk between pathways 

could explain the diversity of second messengers and protein kinases involved in the 

up-regulation of NOR-1 by LDL. Although all these pathways can potentially lead to 

CREB phosphorylation,26 their specific contribution could vary depending on different 

factors including cell type. In any case, antisense ODN against NOR-1 inhibited LDL-

induced mitogenic effect induced by LDL in VSMC as efficiently as an antisense 

ODN against the protooncogene c-fos, a well known gene involved in VSMC 

proliferation.21,22,25 Therefore, NOR-1 could play a key role integrating signalling 

pathways involved in LDL-triggered VSMC induction.  
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Recent work from independent groups has demonstrated the induction of 

members of the NGFI-B gene family in vascular cells.19,32,33 Nur77 is induced in rat 

VSMC under apoptotic stimulus32 and its over-expression prevents vascular lesion 

formation in a mouse model of vascular injury.19  Although NOR-1, Nur77 and Nurr1 

are coexpressed in many tissues they exhibit dissimilar abilities to bind to DNA 

response elements which could lead to important functional differences. Indeed, 

Nur77 and Nurr1 but not NOR-1 can form heterodimers with the retinoid X receptor 

(RXR),34 enabling it to activate transcription of vascular genes in a ligand-dependent 

manner via the retinoic acid response elements, and interestingly RXR ligands exert 

antiproliferative effects on VSMC.35 Finally, although NOR-1, Nur77 and Nurr1 are 

closely related orphan receptors their induction patterns in VSMC are not coincident, 

in this regard conditioned medium from macrophages expossed to oxLDL strongly 

induce Nur77 in VSMC but had minor effect on NOR-1 expression.19  

Since the pathways induced by LDL in our study shared CREB as a common 

output,26,28,36  we analyzed the role of CRE motifs present in NOR-1 promoter in the 

induction of NOR-1 by LDL. We show, for the first time, the LDL early induction of 

CREB phosphorylation in Ser133, a key residue for CREB activity.26,37 By EMSA, we 

show that CREB binds to the CRE sites close to the transcription initiation point of 

NOR-1.23 LDL did not change basal CREB binding, according with the ability of 

CREB to constitutively bind to its response element;26 however, Ser133 

phosphorylation promotes CREB activation via recruitment of CREB binding protein 

(CBP).26,37 Transfection experiments indicate a key role for the CRE motifs present in 

the NOR-1 promoter for NOR-1 up-regulation by LDL. Indeed, we show that co-

transfection with a dominant negative of CREB (CREB with a single mutation in 

Ser133) which binds to CRE sequences but can not be activated,37 prevented the 
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induction of NOR-1 promoter activity by LDL. In addition, when CRE2 or CRE3 sites 

were mutated the promoter activity fell down to basal levels, according with previous 

results in non vascular cells induced by the over-expression of a constitutive active 

form of calcium/calmoduline kinase kinase (CaM-KK).24 Therefore, CREB activation 

seems to be key in LDL-induced NOR-1 up-regulation. The activation of CREB by 

LDL could be relevant beyond NOR-1 up-regulation because recent papers argue for 

a main role of this transcription factor in VSMC survival/proliferation and vascular 

remodeling processes,38 and CRE sites seem to be key in cyclin A and D1 

transcriptional regulation.39,40 In fact, we show that VLDL, lipoproteins that also 

activate CREB and promote vascular cell proliferation,8,9,41 also up-regulate NOR-1 

expression. Finally, oxLDL a well-known inducer of VSMC proliferation through a 

general induction of cell cycle proteins mainly involving reactive oxygen species and 

the transcription factor NF-κB,42-44 only had a minor effect on NOR-1 up-regulation. 

In summary, circulating LDL levels could modulate vascular function through 

complex gene programs involving downstream genes regulated by CREB among 

them NOR-1. Since NOR-1 expression is rapidly and highly induced  in VSMC 

exposed to stimuli such as LDL, NOR-1 could be regarded as a new target in both 

molecular and pharmacological approaches to modulate VSMC function. 
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Figure legends 

Fig 1. LDL induced NOR-1 expression in human VSMC. A, Northern blot showing 

NOR-1 expression in human coronary SMC exposed to increasing concentrations of 

LDL and serum (10%), and to 10 mg protein/dL of VLDL, LDL or oxLDL. B, VSMC 

were stimulated with LDL (30 mg/dL) at different times. Control: non-induced cells. 
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Blots are representative of three independent experiments. rRNA indicates ribosomal 

RNA. 

 

Fig 2. NOR-1 antisense inhibited LDL-induced VSMC DNA synthesis.  A, arrested 

human VSMC were preincubated 6 hours with antisense oligodeoxynucleotides (10 

µmol/L) against NOR-1 (AS-NOR-1) or sense (SE-NOR-1) and NOR-1 mRNA levels 

were analyzed by RT-PCR after LDL stimulus (30 mg/dL). B, DNA synthesis in 

human VSMC treated with AS-NOR-1 (10 µmol/L) or anti-c-Fos (AS-FOS) after LDL 

stimulus. Sense (SE-NOR-1 and SE-FOS), mismatches AS-NOR-1 (mm-NOR-1) and 

random oligodeoxynucleotides were used as controls. LDL-treated cells (black bars) 

and untreated cells (white bars). Results represent the mean±SEM (n= 3 

independent experiments performed in triplicate). p< 0.05: *, vs. LDL untreated cells 

(Control or treated with SE-NOR-1); †, vs. LDL untreated cells; ‡, vs. cells treated 

with LDL alone or with LDL plus ODNs other than AS-NOR-1 or AS-FOS. 

 

Fig 3. Signalling pathways involved in NOR-1 induction. VSMC were pretreated with 

different signal pathway inhibitors, stimulated with LDL (30 mg/dL) for 1 hour and 

NOR-1 mRNA levels were analyzed by RT-PCR. A, effect of pertussis toxin (PTX, 1 

or 10 ng/mL); BAPTA-AM (10 or 50 µmol/L) or GF-109203X (GF, 5 or 15 µmol/L) on 

LDL-induced NOR-1 mRNA levels. B, effect of PD98059 (PD, 10 or 50 µmol/L), SB 

203580 (SB, 2 or 10 µmol/L) or of H-89 (1 or 5 µmol/L) on LDL-induced NOR-1 

mRNA levels. Control: non-induced cells. Representative blots (n=3) are shown. 

 

Fig 4. CREB activation by LDL in VSMC. A, Western blot showing CREB activation 

(phosphorylation in Ser133) induced by LDL (30 mg/dL) at different times. B, Western 



 23

blot showing the preventive effect of BAPTA-AM (BAPTA, 50 µmol/L) or GF-

109203X (GF, 15 µmol/L) on CREB activation produced by LDL treatment (for 10 

minutes). Representative blots (n=3) are shown. 

 

Fig 5. CRE motifs regulate NOR-1 induction by LDL. A, structure of the NOR-1 

promoter, the three CRE motifs present in positions from –83 to –42 are shown. CRE 

sites are indicated in bold, and the bases mutated are boxed. B, LDL increased 

NOR-1 promoter activity in cells transfected with the wild-type promoter (pNORα/-

1703), effect that was prevented by either BAPTA-AM or GF-109203X. NOR-1 

promoter activity was also prevented by either co-transfection with a dominant 

negative of CREB (CREB133*) or by mutation on CRE sites (mtCRE1, mtCRE2 or 

mtCRE3). LDL-treated cells (black bars) and untreated cells (white bars). Results 

represent the mean±SEM (n= 3 independent experiments performed in triplicate). p< 

0.05: *, vs. LDL untreated cells; †, vs. cells transfected with only wild-type promoter 

and treated with LDL alone. 
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Figure I

Fig I. CREB binds CRE motifs present in NOR-1
promoter. EMSA showing the ability of nuclear extracts
from human VSMC to bind to the probe Nor/3CRE. The
effect of an excess of cold probe (50-fold) is shown.
The supershift effect of anti-CREB antibodies but not
anti-ATF-2, anti-c-Fos or anti-c-Jun is shown. Probe(-
NE) indicates probe Nor/3CRE without nuclear extracts.
Control: non-induced cells. A representative blot (n= 3)
is shown. CREB indicates total CREB protein levels.
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Figure II

Fig II. LDL induce NOR-1 expression in rat VSMC. NOR-1
mRNA levels in rat VSMC stimulated with LDL (30  mg/dL)
in the presence or absence of BAPTA-AM (50 µmol/L) or
GF-109203X (15 µmol/L) (n=3).
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NOR-1 S’EXPRESSA A LES CML  
 

Les CML tenen una gran importància en el desenvolupament de l’aterosclerosis i 

poden ser una diana farmacològica en el tractament d’aquesta patologia (Dzau VJ. et al. 

2002). A pesar de que s’han descobert nombrosos mecanismes implicats en l’activació 

d’aquestes cèl·lules, encara no estan clars quin són els elements claus que regulen la 

seva proliferació i migració i per tant la recerca de quins gens regulen aquests processos 

és d’especial interès (Taylor AM. i McNamara CA. 2003). 

La tècnica de visualització diferencial (differential display, DD) ha sigut 

utilitzada àmpliament per la identificació de nous gens implicats en processos en els 

quals abans es desconeixia la seva funció (Liang P. 2002). Per aquesta raó, nosaltres 

vam decidir usar aquesta tècnica per identificar gens involucrats en l’activació de CML.    

Mitjançant aquesta aproximació hem trobat que l’expressió del gen NOR-1 es 

troba augmentada quan CML són tractades amb un poderós mitogen com és el sèrum. 

L’expressió de NOR-1 és transitòria i no depèn de la síntesis de novo de proteïnes, fets 

que el defineixen com un gen de resposta primerenca (early gene), tal com s’ha descrit 

en altres tipus cel·lulars (Hedvat CV i Irving SG, 1995, Borghaei RC. et al. 1998, Pirih 

FQ. et al. 2003). 

A més a més el sèrum també fa augmentar la unió de proteïnes nuclears a una 

seqüència de DNA, la NBRE, a la qual NOR-1 s’hi pot unir (Ohkura N. et al. 1994, 

Hedvat CV i Irving SG, 1995), fet que suggereix que l’increment de missatger 
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correspon a un augment d’activitat de la proteïna. Encara que, el no disposar 

d’anticossos específics contra NOR-1, no ens permet afirmar que tota la proteïna 

nuclear responsable del retardament del DNA correspon a NOR-1, ja que els altres 

membres de la família de NFGI-B també s’hi poden unir (Wilson TE. et al. 1991, 

Scearce LM. et al.1993).  

Diversos components presents en el sèrum poden induir l'expressió de NOR-1 

quan es van analitzar de forma aïllada, com són diferents factors de creixement i LDL. 

Entre els factors de creixement analitzats s’ha de destacar el PDGF, la trombina i en 

menor mesura l’EGF. Els dos primers s’alliberen en grans quantitats quan es forma un 

trombe ja que són o bé produïts en la cascada de coagulació com és el cas de la 

trombina o en l’activació plaquetar com és el cas del PDGF (Badimon L. et al 1994). La 

producció d’un trombe, com ja s’ha comentat en la introducció, desencadena importants 

processos de remodelatge en la placa així com activació de CML a través de l’expressió 

de diferents gens. NOR-1 podria ser un d’aquests gens, ja que com comentarem més 

endavant, regula la proliferació de les CML.   

Per altre banda, concentracions elevades en plasma de LDL són un important 

factor de risc per desenvolupar aterosclerosis (Verschuren WM. et al. 1995). Les LDL 

poden exercir diferents efectes en CML com induir vies pro-mitogèniques (Gouni-

Berthold I. et al. 2002), encara que es desconeixen molts dels efectes que realitzen a 

nivell molecular. Nosaltres vam observar que les LDL natives indueixen l’expressió de 

NOR-1 a les CML a uns nivells comparables a com ho fa el sèrum, aquest efecte està 

notablement reduït quan les LDL són modificades per oxidació. Les VLDL, les quals 

també poden induir diferents vies mitogèniques en CML (Lipskaia L. et al. 2003), 

també indueixen l’expressió de NOR-1 encara que a un nivell clarament inferior al que 

efectuen les LDL. 

En resum podem dir que l’expressió de NOR-1 es veu induïda en CML per 

diferents factors que tenen importants vinculacions en el desenvolupament de 

l'aterosclerosis com poden ser les LDL, la trombina o el PDGF. 
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VIES DE TRANSDUCCIÓ DE SENYALS INVOLUCRADES EN L’EXPRESSIÓ 

DE NOR-1 

 
Els mecanismes per els quals aquestes substàncies poden activar NOR-1 són 

complexes i participen diferents vies de transducció de senyals. Tant el PDGF com la 

trombina tenen receptors d’alta afinitat a la membrana plasmàtica, els quals activen 

diferents vies de transducció de senyals que molt cops són redundants (Heldin CH. et al. 

1981, Rasmussen UB. et al. 1991). Per exemple, en el cas del receptor del PDGF s’ha 

observat que tot i activar diferents vies de transducció de senyals, la majoria d’elles 

acaben induint l’expressió dels mateixos gens (Fombrough et al. 1999).  

En el cas de les LDL, com ja s’ha comentat en la introducció, diferents 

components d’aquestes poden activar múltiples vies de transducció de senyals molts 

cops per mecanismes dependents de proteïnes G heterotrimèriques (Gouni-Berthold I. i 

Sachinidis A. 2002). Entre els components bioactius presents a les LDL que poden 

activar diferents vies de transducció de senyals es pot destacar diferents metabòlits 

d’esfingòlipids com la S1P o la ceràmida. 

Nosaltres hem observat que en la inducció de l’expressió de NOR-1 estan 

involucrades proteïnes G heterotrimèriques sensibles a toxina pertussis, alliberament de 

calci, activació de proteïnes cinases com la PKA, la PKC o diferents MAPK com l’ERK 

o la p38 MAPK i com a integrador d’aquestes vies de transducció de senyals el factor 

de transcripció CREB. Aquest regula l’expressió gènica unint-se a les seqüències CRE 

presents en els promotors dels seus gens diana. (Mayr B. i Montminy M. 2001). 

En el promotor de NOR-1 hi ha tres seqüències CRE que en diferents tipus 

cel·lulars semblen ser claus per l’expressió d’aquest gen (Ohkura N. et al. 1998). Tant la 

trombina com el PDGF poden induir l’activació de CREB (Tukunou T. et al. 2001, 

Xing J. et al. 1998) i en aquest treball nosaltres hem demostrat per primer cop que les 

LDL també poden induir l’activació d’aquest factor de transcripció. Encara que un 

esquema en detall de com es produeix la seqüència d’esdeveniments que acaben 

produint l’activació de la transcripció del gen de NOR-1 és complexa, amb les dades 

que disposen es pot proposar un model de com aquest procés succeeix (Fig 1). 
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. Vies de trasnducció de senyals implicades en l’expressió de NOR-1. El PDGF i la trombina s’uneixen amb alta afinitat a rece
a cinases o acoblats a proteïnes G respectivament pressents a la membrana plasmàtica. A la seva vegada diversos components bio

s LDL com la S1P també disposen de receptors acoblats a proteïnes G específics. Aquests receptors poden induir un augment de
lic i de diacilglicerol els quals són potents activadors de la PKC. La PKC pot activar diferents MAPK com la de la p38 MAPK o la de l
na altre banda la producció de cAMP pot activar la PKA. Finalment aquestes proteïnes cinases poden fosforilar al factor de transc

B que està unit al promotor de NOR-1. Un cop activat CREB promou el reclutament de la maquinaria de transcripció i l’expressió de N
Reticle endoplasmàtic.
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Com ja s’ha comentat, la inducció de l’expressió de NOR-1 és sensible a  la 

toxina pertussis i tant la trombina com les LDL poden activar a proteïnes G 

heterotrimèriques sensibles a aquesta toxina (Halenda SP. et al. 1986, Sachinidis A. et 

al. 1997). Les proteïnes G hetotrimèriques a la seva vegada poden activar a diferents 

vies de transducció de senyals com pot ser la formació d’inositol trifosfat (inositol 

triphosphate, IP3) que provoca l’obertura de canals de calci del reticle endoplasmàtic, 

així com la formació de diacilglicerol (DAG) el quals conjuntament amb el calci activa 

potentment les PKC “clàssiques” (Toker A. 1998).  

En el nostre model l’expressió de NOR-1 és fortament depenent de 

l’alliberament de calci, ja que mentre la presencia d’un ionòfor de calci (l’A-23187) 

indueix l’expressió de NOR-1, tant un quelant extracel·lular de calci (l’EGTA) com un 

permeable a les membranes cel·lulars (el BAPTA-AM) i que per tant, pot quelar el calci 

intracel·lular, inhibeixen l’expressió de NOR-1. Així mateix vam observar que la PKC 

també juga un paper clau en aquest procés ja que el PMA, un potent inductor de la PKC, 

augmenta l’expressió de NOR-1 mentre que aquest procés és inhibit en presencia d’un 

inhibidor de la PKC (el GF-1092203X). 

 Per la seva banda, la PKC pot activar a l’ERK i a la p38 MAPK (Johnson GL. et 

al. 1994, Gouni-Berthold I. i Sachinidis A. 2002, Gutkind JS. 2000) i inhibidors 

d’aquestes cinases bloquegen l’expressió de NOR-1 (el PD 98059 i el SB 203580 

respectivament). A la seva vegada, factors de creixement com el PDGF activen la via de 

l’ERK a través de diferents mecanismes entre els quals també està involucrada la PKC 

(Pearson G. et al. 2001). Per altre banda l’expressió de NOR-1 també depèn de 

l’activitat de la PKA, cinasa involucrada en diferents efectes produïts per les LDL (Ha 

H. et al. 1998, Paulson AF. et al. 2000), ja que un inhibidor d’aquesta cinasa (el H-89) 

inhibeix l’expressió de NOR-1.  

Com ja s’ha comentat el factor de transcripció CREB s’activa per fosforilació en 

la serina 133 davant l’acció de diferents proteïnes cinases com la PKA (Gonzalez GA. i 

Montminy M. 1989), així com per diferents MAPK com per la p38 MAPK directament 

o com l’ERK a través de la cinasa Rsk (Xing J. et al. 1998, Xing J. et al. 1996). Aquesta 

fosforilació li permet a CREB interaccionar amb CBP (Chrivia JC. et al. 1993).  
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CREB també disposa d’altres nivells de regulació a més a més de per 

fosforilació. Com ja s’ha comentat en la introducció, l’acetilació de CREB augmenta el 

temps que està fosforilat així com l’activitat transactivacional d’aquest (Michael LF et 

al. 2000, Lu Q. et al. 2003). Per altre banda també és necessària la presencia d’una 

activitat histona deacetilasa per l’activació transcripcional de NOR-1 depenent de 

CREB (Fass DM. et al. 2003). A més a més, l’arginina metil transferasa CARM-1 pot 

regular l’activitat de CBP a través de la metilació de diferents residus d’arginina. Per 

una banda, la metilació del domini KIX de CBP, el qual es responsable de la unió amb 

CREB, desestabilitza l’estructura d’aquest i disminueix la unió de CBP amb CREB (Xu 

W. et al. 2001). Per altre banda la metilació de CBP per CARM-1 en diferents arginines 

fora del domini KIX fa augmentar l’activitat transcripcional depenent de receptors 

nuclears (Chevillard-Briet M. et al. 2002).  

Nosaltres vam observar que CREB pot unir-se al promotor de NOR-1, encara 

que ni el sèrum ni les LDL canvien la quantitat de proteïna unida al DNA, fet que s’ha 

observat en altres tipus cel·lulars i que no resulta sorprenent des de que s’ha postulat 

que la fosforilació de CREB en la serina 133 no canvia l’afinitat d’aquesta proteïna pel 

DNA (Mayr B. i Montminy M. 2001). Per altre banda no vam observar que altres 

factors de transcripció amb cremallera de leucina s’unissin a aquesta zona del promotor 

de NOR-1. Entre aquests figuren el factor de transcripció ATF-2, el qual té una alta 

similitud estructural amb CREB i pot unir-se a seqüències CRE (Liu F. i Green MR. 

1990) o altres com c-Fos com c-Jun. Aquests, en principi, es van caracteritzar com a 

factors de transcripció que s’unien, formant diferents tipus de dímers, a elements de 

resposta per a TPA (TPA response element, TRE), encara que també s’ha observat que 

poden unir-se amb elevada eficiència a seqüències CRE (Sassone-Corsi P. et al. 1988, 

Hirai S. i Yaniv M. 1989). 

 CREB és clau per l’expressió de NOR-1 ja que en experiments de gen reporter, 

l’eliminació de les seqüències d’unió a CREB presents en el promotor de NOR-1 

ocasiona la pèrdua d’expressió del transgen com ja s’ha vist en altres tipus cel·lulars 

(Ohkura N. et al. 1997, Inuzuka H. et al. 2002). A més a més la sobrexpressió d’un 

dominant negatiu de CREB, el qual té una mutació puntual S133A que li permet unir-se 

al DNA però no ser fosforilat i d’aquesta manera perd la seva capacitat de transactivació 

(Gonzalez GA. i Montminy M. 1989), inhibeix l’activitat del promotor de NOR-1. 

Aquest efecte sembla que va més enllà de les CML ja que també el vam observar en les 

cèl·lules NIH 3T3 que són d’origen fibroblast. Totes aquestes dades ens permeten 
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postular un model en el qual l’activació de CREB, a través de varies vies de transducció 

de senyals, condueix a la inducció de l’expressió de NOR-1.  

CREB pot jugar diferents papers a la cèl·lula ja que regula l’expressió de 

nombrosos gens involucrats en diferents processos cel·lulars que van des del 

metabolisme energètic a la proliferació cel·lular (Mayr B. i Montminy M. 2001). Els 

efectes de CREB sobre aquest últim procés sembla que és variable i depèn del tipus i 

context cel·lular. Per una banda CREB indueix l’expressió de gens claus per la 

progressió del cicle cel·lular com c-fos (Sassone-Corsi P. et al. 1988) o la ciclina D1 

(Beier F. et al. 1999, Lee RJ. et al. 1999) així com s’ha vist que la inhibició de CREB  

bloqueja el creixement de diferents línies tumorals (Park YJ. et al. 1999). En les CML 

la situació sembla que és més complexa (Reusch JE i Klem DJ. 2003), ja que si bé s’ha 

vist que l’activació de CREB és essencial per l’expressió de la ciclina A i per la 

proliferació d’aquestes cèl·lules (Kothapalli D. et al. 2003, Tokunou T. et al. 2001), 

també s’ha observat que la proliferació està associada amb una disminució dels nivells 

de CREB tant totals com de proteïna fosforilada (Klemm DJ. et al. 2001, Lipskaia L. et 

al. 2003). Aquestes dades fan pensar que CREB podria tindre un paper dual em la 

proliferació de les CML, en que en un primer moment l’estímul mitogènic ocasionaria 

una activació de CREB i d’aquesta manera de l’expressió de gens pro-proliferatius 

seguits d’una altre fase en la qual es requeriria una disminució dels nivells de CREB. 

 Per altre banda, el fet que hagin vist que les LDL puguin regular l’activitat de 

CREB pot tindre una importància més enllà de la regulació de l’expressió de NOR-1 a 

causa dels diversos processos en els quals CREB està involucrat. Per exemple entre 

d’altres efectes que els abans descrits, recentment s’ha vinculat CREB en la 

supervivència a l’apoptosi en CML (Tokonou. T. et al. 2003).  

Per tant la modulació de CREB podria ser important en el tractament de les 

diferents complicacions que causa hipercolesterolèmia i els dipòsits lipídics a la paret 

arterial.  
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NOR-1 REGULA LA PROLIFERACIÓ DE LES CML  

 

Per analitzar el paper de NOR-1 en les CML vam decidir inhibir l’expressió de 

d’aquest gen usant oligodeoxinucleòtids (ODNs) antisentit, una tècnica àmpliament 

usada per inhibir l’expressió gènica (Gewirtz AM. et al. 1998, Golden T. et al. 2002). 

Per tal d’assegurar l’especificitat dels ODNs, es va decidir usar-ne dos de diferents. A 

més a més, vam poder observar que al tractar les cèl·lules amb aquests ODNs, 

l’expressió de NOR-1 induïda pel sèrum o les LDL es troba notablement disminuïda, fet 

que no succeeix en els cèl·lules tractades amb els corresponents ODNs sentit. Usant 

aquests ODNs vam poder observar que les cèl·lules on s’havia inhibit l’expressió de 

NOR-1 està significativament reduïda la incorporació de timidina tritiada, un marcador 

de síntesis de novo de DNA (Morris F. et al. 1955). Aquest efecte es va obtindre amb 

una magnitud similar a l’assolida quan es van usar un ODN anti c-fos, el qual s’ha usat 

amb èxit per inhibir la proliferació cel·lular (Leon Y. et al. 1995). El grau d’expressió 

de c-fos és proporcional al grau de proliferació tant in vitro com in vivo (Martínez-

González J. et al. 1997, Indolfi C. et al. 1995) i per tant sembla ser un bon gen control 

per analitzar la importància d’un altre gen involucrat en aquest procés.  

L’efecte inhibitori sobre la proliferació no sols es produeix en cèl·lules 

estimulades sinó també sobre la incorporació bassal de timidina, fet no sorprenent ja 

que aquestes cèl·lules estan en un medi que conté un 0’4% de sèrum, fet els permet 

seguir creixent encara que ha una taxa molt menor que els cèl·lules estimulades.  

Aquestes dades indiquen que NOR-1 és clau per la síntesis de DNA en les CML. 

Aquest efecte sembla que no depèn d’un inductor concret ja que estímuls que porten una 

gran varietat de components com el sèrum i les LDL, que a la seva vegada poden activar 

un ampli ventall de vies pro-mitogèniques, són sensibles a la inhibició de l’expressió de 

NOR-1. 

Mitjançant citometria de flux vam observar que en les cèl·lules tractades amb un 

ODN antisentit per NOR-1 es produeix un augment en el percentatge d’aquestes que 

romanen a la fase G0/G1 així com una disminució de les que es troben en les fases S i 

G2/M. A més a més no vam observar cap indici d’apoptosi en aquestes cèl·lules, ja que 

no apareix la típica fracció cel·lular amb un contingut de DNA inferior al de les cèl·lules 

en G0/G1 que apareix quan hi ha cèl·lules en apoptosi (Fraker PJ. et al. 1995). 
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Per tant les dades obtingudes per citometria de flux són coherents a l’efecte 

observat en la incorporació de timidina i conjuntament ens fan concloure que NOR-1 és 

necessari per la proliferació de les CML.  

Com ja s’ha comentat la proliferació excessiva de les CML sembla que està en 

l’origen en diferents patologies com és el cas de la restenosi post-angioplastia o de la 

fallida d’una derivació (bypass) amb un empelt venós (Dzau VJ. et al. 2002). Si bé en el 

tractament de la primera hi ha algun resultat prometedor, encara que preliminar, en el 

cas de la segona no existeix cap estratègia terapèutica efectiva (Bhargava B. et al. 

2003). Per tant és important trobar noves dianes farmacològiques que permetin 

desenvolupar teràpies que millorin la prognosi en aquestes malalties.  

Amb aquest objectiu vam analitzar el paper de NOR-1 en un model in vitro de 

reparació tissular ja que és precisament en complicacions d’aquest procés on està la 

base d’aquestes patologies. En aquest model vam poder observar que la inhibició de 

l’expressió de NOR-1 es tradueix en un menor potencial poder invasor de les CML de 

l’àrea lesionada. 

 A més a més NOR-1 s’expressa a la paret arterial després d’efectuar una 

angioplastia en el model porcí, model àmpliament emprat per estudiar aquests processos 

(Badimon L. 2001). Aquesta inducció és transitòria i amb una cinètica semblant a 

l’observada en cèl·lules en cultiu fet que suggereix que els resultats in vitro poden ser 

extrapolats a la situació in vivo. Per mitjà de la tècnica de RT-PCR in situ vam poder 

determinar que les cèl·lules que expressen NOR-1 estan situades a la mèdia. En artèries 

sanes, com és el cas dels animals que se’ls va aplicar aquesta intervenció, totes les 

cèl·lules de la mèdia són CML  (Owens GK. 1996), per tant l’augment de l’expressió de 

NOR-1 induït per haver efectuat una angioplastia és produït per CML. 

NOR-1 també és clau en la proliferació d’altres tipus cel·lulars (PonnioT et al. 

2002), però a la seva vegada també s’estimula davant estímuls apoptotics en neurones 

(Ohkura N. et al. 1994) i regula l’apoptosi en timòcits d’una manera redundant amb 

Nur77 (Cheng LE. et al. 1997). El fet que NOR-1 i Nur77 tinguin funcions redundants 

no sembla ser sorprenent des de el moment que poden unir-se als  mateixos elements de 

resposta, NBRE i NuRE, encara que no amb la mateixa eficiència (Ohkura N. et al. 

1994, Hedvat CV i Irving SG, 1995, Maira M. et al. 1999).  

A pesar d’aquestes similituds sembla que a la paret vascular tenen funcions no 

tan sols diferents, sinó fins i tot oposades. Nur77 inhibeix la proliferació de CML i 

s’expressa sota estímuls apoptòtics (Arkenbout EK. et al. 2002, Watanabe W. et al. 
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2001). A més a més ratolins transgènics que sobrexpressen Nur77 a les CML presenten 

un menor grau de restenosi després d’haver patit una lesió mecànica a la paret arterial 

(Arkenbout EK. et al. 2002).  

En les cèl·lules endotelials els tres membres de la família de NGFI-B (Nur77, 

NOR-1 i Nurr1) són induïts pel factor de creixement de l’endoteli vascular (vascular 

endothelial growth factor, VEGF) (Liu D. et al. 2003). A més a més, en aquestes 

cèl·lules Nur77, igual que el que succeeix en les CML, també inhibeix la proliferació 

(Arkenbout EK. et al. 2003).  

El fet que NOR-1 i Nur77 tinguin diversos efectes en la paret arterial malgrat la 

seva capacitat d’unir-se als mateixos elements de resposta, pot ser degut a les propietats 

diferencials que també posseeixen entre si. Mentre Nur77 pot establir heterodímers de 

tipus permissius amb el RXR i així regular l’expressió gènica d’una manera depenent 

del lligand del RXR, el 9-cis RA, NOR-1 no ho pot fer (Zetterström RH. et al. 1996). 

Però, a més a més aquests dos receptors nuclears podrien antagonitzar directament els 

seus efectes competint directament pel DNA. Nur77 realitza heterodímers amb el RXR 

unint-se al DNA a uns elements de resposta a l’àcid retinoïc (retinoc acid response 

element, RARE) una mica diferents dels convencionals. Aquests estan constituïts de 

forma DR-5 en el qual la meitat de l’element de resposta on s’uneix Nur77 és en realitat 

un NBRE. A aquest element de resposta també podria unir-se NOR-1, en aquest cas 

com NOR-1 no pot heterodimeritzar amb RXR estaria actuant com un repressor 

transcripcional.  

RXR participa en múltiples processos cel·lulars (Ahuja HS. et al. 2003) i és una 

diana molecular per previndre la proliferació tant de CML (Benson S. et al. 2000) com 

de cèl·lules transformades (Gottardis MM. et al. 1996), a més a més lligands sintètics 

del RXR s’estan usant en assaigs clínics pel tractament del càncer (Miles SA. et al. 

2002). NOR-1, en canvi està involucrat en diferents translocacions cromosòmiques que 

poden provocar una conversió oncogènica (Labelle Y. et al. 1995, Panagopoulos I. et al. 

1999, Sjogren H. et al. 1999, Sjogren H. et al. 2000). Aquesta podria estar ocasionada 

tant per un augment en l’activitat transactivadora de la proteïna fusionada, com per  una 

nova funció adquirida per aquesta (Labelle Y. et al. 1999, Ohkura N. et al. 2001).  

Per tant sembla que NOR-1 i Nur77 poden exercir papers diferents segons el 

tipus cel·lular que es tracti. El fet que encara no s’hagin caracteritzat gens que segueixin 

aquest model de regulació fa que no es pugui senyalar la seva importància fisiològica, 
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però podria ser un mecanisme elegant per el qual els membres de la família de NGFI-B 

regularien la transcripció. 

 

POT SER NOR-1 UNA NOVA DIANA FARMACOLÒGICA EN EL 

TRACTAMENT DE L’ATEROSCLEROSIS? 

 

Els receptors nuclears s’usen com a diana farmacològica en el tractament de 

diferents patologies com el cas del RAR en leucèmies, els receptors de glucococrticòids 

en processos inflamatoris, els PPARs en diabetes i aterosclerosis o els estrògens en el 

tractament de l’osteoporosi. També receptors nuclears fins fa poc orfes com el LXR o el 

FXR s’estan estudiant com a noves dianes farmacològiques pel tractament de 

l’aterosclerosis.  

NOR-1 com tal com indiquen aquest resultats regula la proliferació de els CML i 

és un efector molecular de les LDL en aquestes cèl·lules. Totes aquestes dades fan que 

sembli ser una diana atractiva des de el punt de vista farmacològic.  

Una possible dificultat a l’hora de trobar molècules que poguessin modular la 

seva activitat, és la seva possible manca d’un lligand clàssic de receptors nuclears 

(Baker KD. et al. 2003). Així i tot es podrien trobar molècules que regulessin la seva 

activitat unint-se a altres parts de la proteïna, d’especial interès podria ser el domini N-

terminal si com sembla és el responsable de la unió a diferents cofactors (Wansa KD. et 

al. 2003). Una altre estratègia possible seria usar tècniques de teràpia gènica, encara que 

l’aplicació d’aquestes en la pràctica clínica està plantejant notables dificultats en 

l’actualitat (Juengst ET. 2003), encara es tenen moltes expectatives en que esdevinguin  

claus en el tractament de diferents patologies i entre elles les malalties cardiovasculars 

(Dzau VJ. 2003). Per tant es podria considerar inhibir l’expressió de NOR-1 tant per 

tècniques d’ODNs antisentit, usant RNAs curts d’interferència (short interference RNA, 

siRNA) o esquers (decoys) per segrestar NOR-1 i impedir que s’unís als seus elements 

de resposta.  

En resum, sembla que podem considerar a NOR-1 com un bon candidat per ser 

una diana farmacològica en les patologies en que estigui involucrada una excessiva 

proliferació de les CML. 
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Expressió de NOR-1 a les CML: 

• NOR-1 és induït en CML per diferents factors de creixement com la trombina i el 

PDGF, així com en menor mesura per l’EGF. 

•Les LDL i en menor grau les VLDL augmenten l’expressió de NOR-1 a les CML. 

 

Mecanismes moleculars implicats en l’expressió de NOR-1 a les CML: 

• Les LDL indueixen l’expressió de NOR-1 a través de diferents vies de transducció de 

senyals entre les que s’inclouen proteïnes G sensibles a toxina pertussis, alliberament de 

calci i diferents proteïnes cinases com la PKA, la PKC, l’ERK i la p38 MAPK. 

• Les LDL indueixen l’activació del factor de transcripció CREB. 

• CREB s’uneix al promotor de NOR-1. 

• L’activació trasncripcional de NOR-1 induïda pel sèrum i les LDL és depenent de 

l’activació de CREB. 

 

Paper de NOR-1 a les CML: 

• NOR-1 regula la proliferació de les CML.  

• NOR-1 s’expressa i està implicat en la reparació tissular. 
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