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STRESZCZENIE 

Zaburzenia homeostazy transportu cholesterolu są sercem powstałych zmian miażdżycowych. 

W ich trakcie komórki makrofagów zostają przeładowane cholesterolem i innymi lipidami, 

podczas wchłaniania utlenionych lipoprotein o niskiej gęstości (oxLDL). W skład oxLDL 

wchodzą różne formy utlenionego cholesterolu (np. 7=O, 7-OH, 7-OOH), ale tylko 

wodoronadtlenki cholesterolu ChOOH, takie jak 7-OOH, są oksydoredukcyjnie aktywne. Aby 

ograniczyć szkodliwą akumulację cholesterolu, makrofagi posiadają mechanizm jego 

eksportu do akceptorów zewnątrzkomórkowych, takich jak apolipoproteina A-I (apoA-I) lub 

lipoproteina o dużej gęstości (HDL). Jest to wczesny etap zwrotnego transportu cholesterolu 

(RCT), w którym cholesterol dostarczany jest do wątroby w celu jego usunięcia. Proces RCT 

jest niezbędny w utrzymaniu homeostazy cholesterolu. Makrofagi posiadają wiele białek, 

które biorą udział w RCT. Obejmują one białka białka z grupy ostrych regulatorów 

steroidogenezy (StAR), które wiążą i transportują cholesterol, dostarczając go do 

mitochondriów. 

W pracy tej wykazano, że w warunkach stresu oksydacyjnego, białka StAR mogą przenosić 

do mitochondriów makrofagów nie tylko cholesterol, ale także 7-OOH, prowadząc  

do zaburzenia wczesnych etapów RCT. Po dostarczeniu do mitochondrium, 7-OOH 

inicjowało peroksydację lipidów i depolaryzację błony mitochondrialnej. Dostarczenie  

7-OOH do mitochondriów makrofagów spowodowało również zmniejszenie ekspresji 

STARD1, redukcję produkcji 27-OH oraz zmniejszenie ekspresji białka ABCA1. Zmiany te 

doprowadziły do zmniejszenia eksportu cholesterolu do apoA-I i HDL. Praca ta dostarcza 

zatem nowych informacji o możliwej roli peroksydacji lipidów, dysfunkcji makrofagów oraz 

patogenezie miażdżycy. Jest to nowy mechanizm, ściśle powiązany ze schorzeniami 

skorelowanymi ze stresem oksydacyjnym. 
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ABSTRACT 

Disorders of the macrophage cholesterol transport homeostasis are the heart of formed 

atherosclerotic lesions. During this process, macrophages may potentially be overloaded with 

cholesterol and other lipids when oxidized Low Density Lipoprotein (oxLDL) is taken up. 

OxLDL contains varies of oxidized cholesterol forms (e.g. 7=O, 7-OH, 7-OOH), but only 

hydroperoxycholesterols ChOOH, such as 7-OOHs, are redox-active. To limit the harmful 

cholesterol accumulation, macrophages have mechanisms to export it to extracellular 

acceptors such as apolipoprotein A-I (apoA-I) or High Density Lipoprotein (HDL). This is an 

early step of reverse cholesterol transport (RCT), which delivers cholesterol to the liver for 

disposal. RCT is an essential in the maintenance of cholesterol homeostasis. Macrophages 

express a number of proteins, which participate in RCT. These include steroidogenic acute 

regulatory family proteins (StAR) which bind and transport cholesterol, delivering it to the 

mitochondria.  

This study demonstrates that under oxidative stress, StARs can transport not only cholesterol 

to macrophage mitochondria but also 7-OOH, thereby impairing early-stage RCT. Upon 

uptake by mitochondrion, 7-OOH initiated lipid peroxidation and membrane depolarization. 

Moreover, the administration of 7-OOH to cells decreased expression of STARD1 and 

resulted in a decrease in production of 27-OH and a reduction in ABCA1 expression, and thus 

reduced the release of cholesterol to apoA-I and HDL. Therefore, this study provides new 

information about the possible role of lipid peroxidation, macrophage dysfunction and the 

pathogenesis of atherosclerosis. This is a new mechanism, closely related to diseases 

correlated with oxidative stress. 
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WYKAZ  NAJWAŻNIEJSZYCH  SKRÓTÓW 

27-OH  27-hydroksycholesterol 

5α-OOH  5α-hydroperoksycholesterol; 3β-hydroksy-5α-cholest-6-eno-5-

wodoronadtlenek 

6α-OOH  6α-hydroperoksycholesterol; 3β-hydroksycholest-4-eno-6α-wodoronadtlenek 

6β-OOH  6β-hydroperoksycholesterol; 3β-hydroksycholest-4-eno-6β-wodoronadtlenek 

5-O-6  5,6-epoksycholesterol; mieszanina 5,6α-epoksy-5α-cholestan-3β-olu i 5,6β-

epoksy-5β-cholestan-3β-olu 

7=O  7-ketocholesterol; 3β-hydroksycholest-5-en-7-on 

7-OH  7-hydroksycholesterole (7α-OH i 7β-OH) 

7-OOH  7-hydroperoksycholesterole (7α-OOH i 7β-OOH) 

7α-OH  7α-hydroksycholesterol; cholest-5-eno-3β, 7α-diol 

7α-OOH  7α-hydroperoksycholesterol; 3β-hydroksycholest-5-eno-7α-wodoronadtlenek 

7β-OH  7β-hydroksycholesterol; cholest-5-eno-3β, 7β-diol 

7β-OOH 7β-hydroperoksycholesterol; 3β-hydroksycholest-5-eno-7β-wodoronadtlenek 

acLDL acetylowane LDL  

Apo  apolipoproteina  

BSA  albumina z surowicy wołowej (ang. Bovine Serum Albumin) 

CD36  antygen różnicowania komórkowego 36 (ang. Cluster of Differentiation 36), 

receptor zmiatacz klasy B 

CETP białko transportujące estry cholesterolu (ang. cholesteryl ester transfer protein) 

ChNS choroba niedokrwienna serca  

Chol  cholesterol  

ChOOH  wodoronadtlenki cholesteolu 

CM  chylomikron 

COX-2  cykolooksygenaza 2 

CRP  białko C-reaktywne (ang. C-reactive protein) 

CYP27A1 27-hydroksylaza sterolowa  

DMSO  dimetylosulfotlenek 

EC  estry cholesterolu 

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy 

EGF  czynnik wzrostu naskórka  

FBS  płodowa surowica wołowa (ang. Fetal Bovine Serum) 
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GPx1  peroksydaza glutationowa typu 1 

GPx4  peroksydaza glutationowa typu 4 

HDL  lipoproteina wysokiej gęstości (ang. High Density Lipoprotein) 

HL  lipaza wątrobowa (ang. Hepatic Lipase) 

HPLC  wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid 

chromatography) 

HPLC-EC  wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcją elektrochemiczną 

IDL lipoproteina pośredniej gestości (ang. Intermediate Density Lipoprotein) 

IFNγ  interferon gamma 

kd  organizmy z zmniejszoną ekspresją jednego lub więcej genów (ang. 

knockdown). W pracy określenie oznacza komórki z wyciszonym genem 

STARD1 

KI  jodek potasu 

L•  rodnik alkilowy 

LCAT  acylotransferaza lecytynowo-cholesterolowa  

LCFA długołańcuchowe kwasy tłuszczowe (ang. long chain fatty acids) 

LDL lipoproteina niskiej gęstości (ang. Low Density Lipoprotein) 

LDLR  receptor lipoprotein niskiej gestości  

LH  nienasycony lipid 

LOO•  rodnik nadtlenkowy 

LOOH  nadtlenek lipidowy 

Lp(a)  lipoproteina (a) 

LPL  lipaza lipoproteinowa 

LRP1  białko 1 związane z receptorem lipoproteiny niskiej gęstości (ang. low density 

lipoprotein receptor-related protein 1) 

LXR  jądrowy receptor wątrobowy (ang. liver X receptor) 

oxLDL  oksydacyjnie zmodyfikowane lipoproteiny niskiej gęstości 

MAPK  kinazy aktywowane miogenami 

MDA  dialdehyd malonowy  

MPT  mikrosomalne białko transportujące trójglicerydy (ang. microsomal 

triglyceride transport protein) 

mtDNA  mitochondrialny DNA  

ndHDL  prekursory lipoprotein wysokiej gestości (ang. nascent High Density 
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Lipoprotein) 

NOS  syntaza tlenku azotu  

PAF-AH  acetylohydrolaza czynnika aktywującego płytki 

PCR łańcuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction) 

PGI-2  prostacyklina I-2 

PKA  szlak kinazy białkowej A 

PKC szlak kinazy białkowej C 

PL  fosfolipidy 

PlOOH  wodoronadtlenki fosflipidów 

PLTP  białko transportujące fosfolipidy (ang. phospholipid transfer protein) 

PMA  12-mirystylo-13-octan forbolu 

PON1 paraoksynaza 1 

POPC  posfatydylocholina 

PPAR  receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomów (ang. peroxisome 

proliferator-activated receptor) 

RCT  zwrotny transport cholesterolu (ang. reverse cholesterol transport) 

RFT  reaktywne formy tlenu 

SCP-2 białko transportujące sterole (ang. sterol carrier protein) 

SCP-x białko transportujące sterole x (ang. sterol carrier protein x) 

scr  dwuniciowe RNA z sekwencją niehomologiczną do żadnego z poznanych 

ludzkich genów (ang. scrambled control). W pracy używany do określenia 

negatywnej kontroli transfekcji 

siRNA  krótki interferencyjny RNA 

SOD  dysmutaza ponadtlenowa 

SR  receptory zmiatacze (ang. scavengers receptors) 

SR-BI  receptor zmiatacz klasy B, typu I (ang. scavenger receptor class B,  

type I) 

SREBP białko wiążące sekwencję odpowiedzi na sterole (ang. sterol regulatory 

element binding protein) 

StAR  białka z grupy ostrych regulatorów steroidogenezy (ang. steroidogenic acute 

regulatory protein) 

SUV  małe jednowarstwowe liposomy (ang. small unilamellar vesicles) 

t-BuOOH wodoronadtlenek tert-butylu 
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TG  triacyloglicerole (inaczej triacyloglicerydy, triglicerydy, trójglicerydy) 

TSP-1  trombospondyna I  

VLDL  lipoproteina o bardzo małej gęstości (ang. Very Low Density Lipoprotein) 

VLDLR  receptor lipoprotein o bardzo małej gęstości 

wt typ dziki (ang. wild type), typowa, reprezentatywna, zdrowa forma. W pracy 

używany jako określenie komórek nie poddanych żadnym modyfikacjom 

genetycznym 
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1 WSTĘP TEORETYCZNY 

1.1 WPROWADZENIE 

Miażdżyca jest przewlekłą chorobą zapalną tętnic, związaną z zaburzeniem metabolizmu 

lipidów oraz ze stresem oksydacyjnym [Shibata N i Glass CK, 2010]. Jest główną przyczyną 

chorób układu sercowo-naczyniowego, w tym choroby niedokrwiennej serca (ChNS) oraz 

chorób naczyń mózgowych (głównie niedokrwiennego udaru mózgu). ChNS jest pierwszą  

a udary trzecią przyczyną śmierci i w 2013 roku stanowiły 28,2% zgonów na świecie 

[Barquera S i wsp., 2015]. W miażdżycy dochodzi do zwężenia światła naczyń na skutek 

odkładania się w ścianie materiałów tłuszczowych takich jak cholesterol czy trójglicerydy 

(TG). Głównym czynnikiem ryzyka wystąpienia zmian miażdżycowych jest podwyższony 

poziom oksydacyjnie zmodyfikowanych lipoprotein niskiej gęstości (oxLDL), który 

występuje w przewlekłych stanach zapalnych czy cukrzycy [Stocker R i Keaney J, 2005]. 

Gromadzenie się oxLDL w ścianach naczyń prowadzi do uszkodzenia komórek śródbłonka 

zapoczątkowując tym samym kaskadę reakcji zapalnej. Dochodzi do akumulacji komórek 

odpornościowych, takich jak monocyty, komórki dendrytyczne, a także licznych limfocytów, 

płytek krwi i komórek mięśni gładkich ściany naczyń tętniczych [Kuliczkowska-Płaksej  

J i wsp., 2006]. W ścianie naczynia monocyty ulegają przekształceniu w makrofagi, które 

dzięki ekspresji receptorów powierzchniowych (głównie SR-BI i CD36) są w stanie 

wchłaniać i akumulować duże ilości oxLDL. Część z lipidów jest zużywana podczas 

procesów metabolicznych, zaś reszta usuwana jest do zewnątrzkomórkowych akceptorów,  

w procesie zwrotnego transportu cholesterolu (RCT, ang. reverse cholesterol transport).  

W procesie tym kluczową rolę odgrywają białka błonowe zawierające kasetę wiążącą ATP 

(ang. ATP-binding cassette transporter) – głównie ABCA1 i ABCG1. Jeśli jednak eksport 

jest niewystarczający, dochodzi do przeładowania tłuszczami i powstania komórek 

piankowatych (ang. foam cells). Wskutek długotrwałego działania zmodyfikowanych LDL 

może dochodzić do rozszerzenia procesu zapalnego przez stymulację replikacji makrofagów  

i migrację kolejnych monocytów do blaszki miażdżycowej.  

Jedną z utlenionych form cholesterolu, występującą w oxLDL, są wodoronadtlenki 

cholesterolu (ChOOH), w tym 7-OOH (7α-OOH i 7β-OOH). W odróżnieniu od innych form 

utlenionego cholesterolu (np. ketonów cholesterolu czy wodorotlenków cholesterolu), 7-OOH 

są redoksowo aktywne. Oznacza to, że w obecności jonów żelaza, przy niewystarczającym 
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działaniu mechanizmów obronnych, mogą stać się źródłem wolnych rodników  

w katalizowanej żelazem jednoelektronowej redukcji. 

Poza wspomnianymi białkami (SR-BI, CD36, ABCA1 oraz ABCG1) komórki makrofagów 

posiadają inne białka krytyczne dla transportu cholesterolu w komórce. Należą do nich białka 

z grupy ostrych regulatorów steroidogenezy (StAR, ang. steroidogenic acute regulatory 

protein), które posiadają domenę START wiążącą pojedyncze cząsteczki cholesterolu  

z niewielkim powinowactwem do lipidów niesterolowych [Tsujishita Y i Hurley JH, 2000]. 

Regulowana endogenna ekspresja StAR występuje w wielu tkankach naczyniowych, w tym 

komórkach śródbłonka oraz w monocytach i w makrofagach gdzie białka StAR transportują 

cholesterol, m.in. do wewnętrznej błony mitochondrialnej. Dostępność cholesterolu 

determinuje aktywność 27-hydroksylazy sterolowej (CYP27A1). Ten mitochondrialny enzym 

przekształca cholesterol do 27-hydroksycholesterolu, któryz kolei jest ligandem aktywującym 

jądrowy receptor wątrobowy X (LXR ang. liver X receptor), główny regulator metabolizmu 

lipidów i odpowiedzi zapalnej. Wymuszona nadekspresja StAR w makrofagach i komórkach 

śródbłonka prowadzi do zwiększenia procesu zwrotnego transportu cholesterolu  

za pośrednictwem ABCA1 i ABCG1 do zewnątrzkomórkowych akceptorów (apolipoproteina, 

HDL). Nadekspresja StAR hamuje także sygnalizację NF-κB (ang. nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cell) powodując represję szeregu genów prozapalnych. 

StAR zatem mogą stanowić nowy cel w leczeniu miażdżycy i choroby niedokrwiennej serca. 

1.2 LIPOPROTEINY, RECEPTORY LIPOPROTEIN I METABOLIZM LIPIDÓW 

1.2.1 LIPOPROTEINY 

Głównymi lipidami występującymi we krwi są cholesterol oraz trójglicerydy (TG). 

Cholesterol jest istotnym składnikiem błon komórkowych, a także substratem w biosyntezie 

steroidów, oksysteroli i kwasów żółciowych. Ponadto u kręgowców cholesterol oraz jego 

pochodne pełnią funkcję cząsteczek sygnałowych. Z kolei TG są ważne w przenoszeniu 

energii z żywności do komórek. Lipoproteiny, czyli wielkocząsteczkowe kompleksy lipidów  

i białek są niezbędne do transportu we krwi cholesterolu, TG, a także rozpuszczalnych  

w tłuszczach witamin. Składają się one z hydrofobowego rdzenia lipidowego zawierającego 

TG i estry cholesterolu (EC), który otoczony jest amfipatyczną monowarstwą 

glicerofosfolipidów, wolnego cholesterolu i specyficznych białek (Ryc. I).  
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Rycina I. Budowa lipoprotein. Na podstawie Engelking LR, 2015. 

Białka związane z lipoproteinami (apolipoproteiny) uczestniczą w wielu procesach, m.in. 

aktywują enzymy ważne w metabolizmie lipidów i są ligandami powierzchniowych 

receptorów komórek. Ich funkcje przedstawiono w Tabeli I. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



~ Strona 16 ~ 

 

Tabela I. Charakterystyka niektórych apolipoprotein [Zhao Y, 2011]. Skróty: CM – chylomikron;  

HDL – lipoproteina dużej gęstości; IDL – lipoproteina pośredniej gęstości; LDL – lipoproteina niskiej gęstości;  

VLDL – lipoproteina bardzo małej gęstości; LCAT – acylotransferaza lecytyno-cholesterolowa; Lp(a) – lipoproteina 

(a); TG – trójglicerydy; HL – lipaza wątrobowa; CETP – białko transportujące estry cholesterolu; SR-BI – receptor 

zmiatacz typu BI; LPL – lipaza lipoproteinowa; MAPK – kinazy aktywowane mitogenami, LRP1 – białko 1 związane  

z receptorem lipoprotein niskiej gęstości.  

Apolipoproteina Lipoproteina Miejsce biosyntezy Funkcje 

apoA-I CM, HDL wątroba, jelito 

 strukturalne białko HDL 

 aktywacja LCAT 

 ligand receptora HDL 

apoA-II CM, HDL wątroba, jelito 

 strukturalne białko HDL 

 wzmocnienie aktywności LPL 

  inhibitor LCAT 

apoA-IV CM, HDL jelito 
 transport lipidów 

 aktywator LCAT 

apoA-V CM,VLDL wątroba 
 promowanie lipolizy TG mediowanej 

LPL 

apoB-48 CM jelito  strukturalne białko CM 

apoB-100 
VLDL, IDL, 

LDL, Lp(a) 
wątroba 

 strukturalne białko VLDL, IDL, LDL, 

Lp(a) 

 główne białko LDL 

 ligand wiążący receptor LDL 

apoC-I 
CM, VLDL, 

HDL 
wątroba 

 aktywacja LCAT 

 inhibicja białka HL, CETP i SR-BI 

apoC-II 
CM, VLDL, 

HDL 
wątroba  kofaktor LPL 

apoC-III 
CM, VLDL, 

HDL 
wątroba  inhibitor LPL 

apoD HDL wątroba 

 transport wielu ligandów, w tym 

kwasu arachidonowego, progesteronu 

i fosforylowanych MAPK 

apoE CM, IDL, HDL wątroba 
 ligand do wiązania receptora LDL i 

LRP1 

 

Ze względu na gęstość lipoprotein, ściśle związaną z zawartością trójglicerydów, możemy 

wyróżnić pięć głównych klas: chylomikrony, lipoproteiny o bardzo małej gęstości (VLDL), 

lipoproteiny o pośredniej gęstości (IDL), lipoproteiny o niskiej gęstości (LDL) oraz 

lipoproteiny o dużej gęstości (HDL) [Ginsberg HN, 1998]. Chylomikrony i VLDL  

są głównymi nośnikami TG we krwi, podczas gdy cholesterol jest transportowany w postaci 
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estrów w LDL i HDL. Każda klasa lipoprotein obejmuje rodzinę cząstek, które różnią się 

nieznacznie gęstością, wielkością, mobilnością elektroforetyczną i strukturą białkową.  

Ich skład i właściwości przedstawiono w Tabeli II. 

Tabela II. Właściwości fizyczne i skład biochemiczny lipoprotein [Kuliszkiewicz-Janus J i wsp., 2006; Zhao Y, 2011]. 

Skróty: Chol – cholesterol; TG – trójglicerydy; PL – fosfolipidy. 

Nazwa 

lipoprotein 

Gęstość 

[g/ml] 

Skład biochemiczny [%] Rodzaje 

apolipoprotein Chol TG PL apolipoproteiny 

Chylomikrony 0,93 1-3 80-90 3-7 1-2 
A-I, A-II, A-IV, B48, 

C-I, C-II, C-III, E 

VLDL 0,93-1,006 10-20 50-70 15-20 8-20 
B100, C-I, C-II, C-III, 

E 

IDL 1,006-1,019 20-40 20-50 15-25 
pośrednie między 

VLDL a LDL 

B100, C-I, C-II, C-III, 

E 

LDL 1,019-1,063 45-55 5-10 20-22 20-25 B100 

HDL 1,063-1,210 5-20 3-5 20-30 45-55 
A-I, A-II, A-IV, C-I, C-

II, C-III, E 

1.2.2 LIPOPROTEINY I MIAŻDŻYCA  

Większość cholesterolu w osoczu krwi występuje w LDL, transportujących go z wątroby  

do innych narządów (przede wszystkim nerek, mięśni i kory nadnerczy). Badania populacyjne 

wykazały, że bogate w cholesterol, zawierające apoB-100 lipoproteiny są ściśle powiązane  

z wystąpieniem inwazyjnych zmian miażdżycowych. Wniknięcie i zatrzymanie w ścianie 

tętnicy lipoprotein zawierających apoB-100 (LDL, VLDL i chylomikronów) jest 

decydującym wydarzeniem, które indukuje reakcję zapalną. Uszkodzenie tętnicy powoduje 

dysfunkcję śródbłonka, stymulację komórek macierzystych szpiku kostnego i uwalnianie 

monocytów do przestrzeni endotelialnej, gdzie dojrzewają i przekształcają się w makrofagi. 

Aktywacja makrofagów skutkuje podwyższonym poziomem stresu oksydacyjnego, sekrecją 

cytokin/chemokin, powodując utlenienie pozostałych LDL, aktywację komórek śródbłonka, 

przyłączanie monocytów, a w końcu tworzenie się komórek piankowatych. HDL, apoA-I  

i endogenna apoE zapobiegają zapaleniu i stresowi oksydacyjnemu oraz promują wypływ 

cholesterolu w celu zmniejszenia tworzenia się tych uszkodzeń. Chemoatraktanty zapalne 

makrofagów stymulują przyłączanie i proliferację komórek mięśni gładkich, które wytwarzają 

macierz zewnątrzkomórkową, zapewniając stabilną barierę pomiędzy płytkami krwi  

i czynnikami krzepnięcia krwi. Niezakończony stan zapalny powoduje powstanie wrażliwych 
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blaszek miażdżycowych (ang. vulnerable plaque). Charakteryzują się one podwyższoną 

apoptozą makrofagów i zaburzoną efferocytozą komórek apoptotycznych, co skutkuje 

podwyższoną nekrozą komórek mięśni gładkich, a tym samym zmniejszoną produkcją 

macierzy zewnątrzkomórkowej i degradację kolagenu przez proteazy makrofagów. 

Rozerwanie cienkiej, włóknistej osłonki (czapeczki) blaszki miażdżycowej promuje 

powstanie zakrzepu, powodując kliniczną niedokrwienną miażdżycę układu  

sercowo-naczyniowego. [Linton MF i wsp. 2015] 

Natywne LDL nie są pobierane przez makrofagi in vitro, gdyż muszą zostać najpierw 

zmodyfikowane. Wiązanie proteoglikanów wywołuje zmiany w strukturze LDL i w ich 

składzie lipidowym, a także konformację apoB-100 [Flood C i wsp., 2004]. Wiązanie LDL  

z proteoglikanami sprawia również, że LDL są bardziej podatne na utlenianie i agregację,  

co sprzyja powstawaniu komórek piankowatych i odpowiedzi prozapalnej, a proces jest 

samonapędzający. Oksydacyjne modyfikacje przekształcają LDL w cząsteczki miażdżycowe 

– utlenione LDL (oxLDL). OxLDL mogą powodować dalsze wytwarzanie proteoglikanów 

przez komórki mięśni gładkich naczyń, zatrzymując więcej LDL w ścianie tętnicy. 

Wchłanianie i akumulacja oxLDL inicjuje szeroki zakres bioaktywności (Tabela III), które 

mogą prowadzić do rozwoju uszkodzeń miażdżycowych. Ponadto makrofagi posiadają 

ekspresję lipazy lipoproteinowej (LPL), a także wydzielają sfingomielinazy, które działają 

synergistycznie z LPL w celu promowania wiązania LDL i lipoproteiny a (Lp(a))  

z komórkami mięśni gładkich naczyń i macierzą pozakomórkową powodując ich zatrzymanie 

w tętnicy [Tabas I i wsp., 1993].  

Oprócz utlenionych fosfolipidów i apoB-100, oxLDL zawierają także zestryfikowane  

i niezestryfikowane oksysterole, w tym 7α- i 7β-hydroperoksycholesterol (7α-OOH  

i 7β-OOH), 7-ketocholesterol (7=O), 7α- i 7β-hydroksycholesterol (7α-OH i 7β-OH)  

i 5-6-epoksycholesterol (5-O-6) [Chisolm GM i wsp., 1994; Colles SM i wsp., 1996; Brown 

AJ i wsp. 1997; Brown AJ i Jessup W, 2009; Shibata N i Glass CK, 2010; Poli G i wsp., 

2012]. Część z tych oksysteroli może być generowana enzymatycznie [Brown AJ i Jessup W, 

2009]. Jednak większość powstaje w wyniku działania wolnych rodników w lipidowym 

środowisku LDL. 7α i 7β-OOH są pierwszymi powstającymi produktami utlenienia 

cholesterolu, a inne utlenione formy powstają z ich przekształcenia (Ryc. II) [Chisolm GM  

i wsp., 1994; Brown AJ i Jessup W, 2009]. W przeciwieństwie do innych wymienionych 

utlenionych form cholesterolu, 7α- i 7β-OOH są oksydoredukcyjnie aktywne i mogą ulegać 

jednoelektronowej redukcji (podrozdział 1.5 ”Jedno i dwuelektronowa redukcja 

wodoronadtlenków cholesterolu”). Płytka miażdżycowa zawiera zarówno 7α-OOH, jak  
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i 7β-OOH [Chisolm GM i wsp., 1994; Brown AJ i wsp. 1997]. Obecność 7α-OOH i 7β-OOH 

zaobserwowano także w tkankach zwierząt poddanych działaniu stresu oksydacyjnego,  

np. szczurów pojonych etanolem [Ariyoshi K i wsp., 2002], lub szczurów z cukrzycą 

[Yoshioka N i wsp. 2005].  

 

Rycina II. Enzymatyczna i nieenzymatyczna ścieżka produkcji utlenionych form cholesterolu. Skróty:  

RFT – reaktywne formy tlenu; CYP7A - 7α-hydroksylaza cholesterolu; Ch25h – 25-hydroksylaza cholesterolu; 

CYP27A1 – 27-hydroksylaza cholesterolu; CYP46A1 – 24-hydroksylaza cholesterolu. 

Drugimi, obok LDL, głównymi lipoproteinami transportującymi cholesterol we krwi są HDL. 

Ich podstawową funkcją jest transportowanie cholesterolu z tkanek obwodowych do wątroby 

w celu jego magazynowania, utylizacji lub wydalania z ustroju wraz z żółcią (proces 

zwrotnego transportu cholesterolu). Aż do około 55% całkowitej zawartości cząsteczek HDL 

stanowią apolipoproteiny [Schaefer EJ i wsp., 1978]: apo A-I, A-II, A-IV, C-I, C-II, C-III, D, 

E i apo J, z których apoA-I i apoA-II stanowią aż 90% [Schaefer EJ i wsp., 1982]. 

Kolejną bardzo ważną funkcją HDL są ich właściwości przeciwutleniające. Jak wspomniano 

powyżej główną rolę w rozwoju miażdżycy przypisuje się oxLDL wewnątrz ścian naczyń. 

Badania eksperymentalne wykazały, że HDL hamują oksydacyjne modyfikacje LDL poprzez 

detoksykację utlenionych fosfolipidów, wytwarzanych podczas peroksydacji lipidów 

[Robbesyn F. i wsp., 2005]. Ten efekt jest możliwy dzięki właściwościom apoA-I, a także 

obecności enzymów takich jak: paraoksonaza 1 (PON-1) czy acetylohydrolaza czynnika 

aktywującego płytki (PAF-AH) [Kuliszkiewicz-Janus M i wsp., 2006]. HDL przeciwdziałają 
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również tworzeniu się blaszki miażdżycowej poprzez zmniejszenie ekspresji VCAM-1, 

ICAM-1 i E-selektyny [Cockerill G.W. i wsp., 1995; Barter P.J. i wsp., 2004] oraz znoszą 

prozapalne działanie białka C-reaktywnego (CRP) w komórkach śródbłonka [Wadham C  

i wp., 2004]. Dodatkowo, HDL dostarczają komórkom śródbłonka kwasu arachidonowego, 

głównego substratu cyklooksygenazy 2 (COX-2) [Van Sickle WA i wsp., 1986]. Nasilona 

ekspresja COX-2 [Cockerill GW i wsp., 1999; Xiong SL i wsp. 2004] i uwolnianie 

prostacykliny I-2 (PGI-2) [Xiong SL i wsp. 2004] w naczyniowych komórkach śródbłonka, 

przyczynia się do przeciwdziałania miażdżycy. 

Tabela III. Potencjalne właściwości miażdżycowe utlenionych LDL [Linton MF i wsp., 2015]. 

Typ komórek Właściwości oxLDL 

Makrofagi 

 

 służą jako ligandy dla receptorów zmiataczy 

 są substratami dla niekontrolowanego wychwytu cholesterolu 

 indukują ekspresję i wydzielanie cytokin prozapalnych 

 indukują polaryzację makrofagów do M1 (minimalnie utleniony LDL) 

lub M2 (silnie utleniony LDL) 

 wywołują apoptozę makrofagów i pękanie blaszek miażdżycowych 

 

 

Komórki śródbłonka 

 

 

 indukują ekspresję powierzchniowych cząsteczek adhezyjnych 

 indukują geny zapalne, włączając uwolnienie cytokin 

 

 

Komórki mięśni 

gładkich 

 

 indukują proliferację, migrację oraz przejście na fenotyp zapalny 

Limfocyty 

 

 służą jako antygen nowotworowy 

 indukują chemotaksje 

 zwiększają produkcję przeciwciał 

 

Inne 

 

 indukują chemotaksje monocytów i granulocytów 

 zwiększają agregację płytek krwi 

 aktywują komórki dendrytyczne  
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1.2.3  RECEPTORY LIPOPROTEIN  

 Receptory lipoprotein odgrywają kluczową rolę w metabolizmie lipidów. Należą do 

nich przede wszystkim: receptor LDL (LDLR), białko 1 związane z LDLR (LRP1), receptor 

VLDL (VLDLR) oraz kilka typów receptorów zmiataczy (SR, ang. scavenger receptors).  

1.2.3.1 RECEPTOR LIPOPROTEIN NISKIEJ GĘSTOŚCI 

LDLR jest częścią podstawowej ścieżki usuwania cholesterolu z krążenia, a jego aktywność 

jest precyzyjnie regulowana przez wewnątrzkomórkowy poziom cholesterolu [Brown MS  

i Goldstein JL, 2009]. Odkrycie LDLR miało swoje korzenie w badaniu molekularnych 

mechanizmów odpowiedzialnych za rodzinną hipercholesterolemię, dominującym 

autosomalnym zaburzeniu metabolicznym, w którym poziom cholesterolu w osoczu waha się 

od 300 mg/dl do 1500 mg/dl [Goldstein JL i Brown MS, 2009]. Pacjenci  

z hipercholesterolemią charakteryzują się zwiększonym ryzykiem chorób  

sercowo-naczyniowych, a osoby z najwyższym poziomem cholesterolu często mają 

zaawansowaną miażdżycę tętnic już przed 10 rokiem życia [Hobbs HH i wsp., 1992].  

We wczesnych latach 70-tych XX wieku Goldstein i Brown wykazali, że wyizolowane od 

pacjentów z homozygotyczną hipercholesterolemią fibroblasty charakteryzowały się wadliwą 

regulacją enzymu hamującego szybkość syntezy cholesterolu (3-hydroksy-3-metyloglutarylo-

CoA-reduktaza HMGCR) [Goldstein JL i Brown MS, 1973]. W 1974 roku byli oni w stanie 

wykazać istnienie LDLR a w kolejnych latach wykazywali także inne funkcje LDLR.  

Receptor LDL jest transbłonową glikoproteiną zawierającą pięć funkcjonalnych domen: 

domenę wiążącą ligand, domenę czynnika wzrostu naskórka (EGF), domenę bogatą  

w oligosacharydy, domenę transbłonową i domenę cytoplazmatyczną [Sudhof TC i wsp., 

1985; Defesche JC, 2004]. LDLR występuje w większości ssaczych komórek, w tym  

w limfocytach i makrofagach [Ho YK i wsp., 1976; Wintergers ES i wsp., 1978]. Najwyższy 

poziom ekspresji istnieje w wątrobie i nadnerczach, gdzie receptor LDL jest zaangażowany  

w metabolizm lipidów i wytwarzanie hormonów [Packard CJ i wsp., 1984; Barter PJ i wsp., 

2003]. U ludzi, wątrobowy receptor LDL usuwa ponad 70% wszystkich LDL z osocza [Spady 

D.K., 1992]. 

LDLR wiąże się z lipoproteinami zawierającymi apoE [Mahley RW i wsp., 1977] oraz apoB 

[Krul ES i wsp., 1985]. Jest najbardziej aktywny przeciwko zawierającym apoE beta-VLDL, 

IDL i LDL [Krul ES i wsp., 1985] oraz HDL [Zaiou M i wsp., 2000]. Oddziaływanie między 
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receptorem a ligandem jest elektrostatyczne – reszty kwasowe w domenie wiążącej LDLR 

oddziałują z resztami zasadowymi ligandu apoB-100 i apoE [Mahley RW i wsp., 1980]. 

LDLR jest położony w dołkach opłaszczonych klatryną a transport do komórki odbywa się 

przez endocytozę [Goldstein JL i Brown MS, 2009]. Po internalizacji receptory oddzielają się 

od ligandów na skutek obniżonego pH. 

1.2.3.2 BIAŁKO 1 ZWIĄZANE Z RECEPTOREM LIPOPROTEINY NISKIEJ GĘSTOŚCI 

Białko 1 związane z receptorem LDL (ang. low density lipoprotein receptor-related protein 1 

LRP1) znajduje się w błonie komórkowej komórek zaangażowanych w endocytozę, w której 

pośredniczy receptor. LRP1 występuje w różnych typach komórek ssaków, w największej 

ilości w hepatocytach, neuronach i komórkach mięśni gładkich naczyń krwionośnych [Herz J 

i wsp., 1988]. U ludzi białko to jest kodowane przez gen LRP1 [Herz J i wsp., 1988; 

Mykeblost O i wsp., 1989]. LRP1 jest kluczowym białkiem sygnałowym, zaangażowanym, 

m.in. w metabolizm lipoprotein, ruch komórek, a także ma swój udział w rozwoju patologii 

takich jak: choroby neurodegeneracyjne, miażdżyca czy rak [Lilis AP i wsp., 2005; Lilis AP  

i wsp., 2008; Kang HS i wsp., 2014; Roy A i wsp., 2015].  

LRP1 składa się z kilku domen: bogatą w cysteinę domenę wiążącą ligand, powtórzenia EGF, 

domenę β-śmigła (ang. β-propeller domain), domenę transbłonową i domenę 

cytoplazmatyczną [Herz J i wsp., 1988]. Chociaż LRP1 jest strukturalnie związany  

z receptorem LDL, funkcja LRP1 jest bardziej złożona niż LDLR. LRP1 oddziałuje  

z wieloma funkcjonalnie różnymi ligandami, w tym lipoproteinami wzbogaconymi w apoE, 

lipazą lipoproteinową czy kompleksem 2-makroglobuliny [Lilis AP i wsp., 2008]. LRP1 

poprzez swoją domenę cytoplazmatyczną może angażować wiele cząsteczek adaptorowych  

w endocytozie, fagocytozie i sygnalizacji komórkowej. Badania z użyciem myszy, w których 

LRP1 został selektywnie zmodyfikowany w neuronach [May P i wsp., 2004], hepatocytach 

[Rohlmann A. i wsp., 1998], adipocytach [Hofmann SM i wsp., 2007], komórkach naczyń 

krwionośnych [Boucher P i wsp., 2003] lub makrofagach [Hu L i wsp., 2006; Overton CD  

i wsp., 2007] ujawniły swoiste dla tkanek funkcje LRP1 i jego rolę w patogenezie choroby 

Alzheimera, hipercholesterolemii, miażdżycy naczyń i stanach zapalnych. 

1.2.3.3 RECEPTORY ZMIATACZE 

Receptory zmiatacze po raz pierwszy opisane zostały przez Brown’a i Goldstein’a [Goldstein 

JL i wsp., 1979; Brown MS i wsp., 1979]. Są to glikoproteiny błonowe, które uczestniczą  

w wychwytywaniu przez komórki ligandów polianionowych, takich jak zmodyfikowane 
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lipoproteiny, kolagen, komórki apoptotyczne i składniki bakteryjne. Przez to SR odgrywają 

bardzo ważną rolę w powstawaniu stanów zapalnych, zwiększonej komórkowej adhezji oraz 

w powstawaniu komórek piankowatych w miażdżycy [Dhaliwal BS i Steinbrecher UP, 1999; 

Zingg JM, 2000]. Istnieje kilka klas receptorów zmiataczy: A, B oraz C. Budowę i funkcje 

wybranych z nich opisano poniżej.  

1) SR-AI i SR-AII 

Receptory zmiatacze klasy A typ I i II to glikoproteiny złożone z trzech identycznych 

spiralnie oplecionych wokół siebie polipeptydów. Ich zewnątrzkomórkowa część składa się  

z krótkiego łącznika, domeny -helikalnej, domeny kolagenowej oraz w przypadku SR-AI  

C-końcowej domeny bogatej w cysteinę. SR-AI i SR-AII występują na powierzchni komórek 

makrofagów tkankowych, w tym na komórkach piankowatych. Zostały wykryte również  

w komórkach śródbłonka aorty i komórkach mięśni gładkich naczyń w blaszce miażdżycowej 

[Naito M i wsp., 1992; Daugherty A i wsp., 1997]. Badania wskazują, że SR-AI i SR-AII 

wiążą większość (80%) acetylowanego LDL (acLDL) i mają niższe powinowactwo do 

utlenionych LDL [Suzuki H i wsp., 1997; Kunjathoor VV i wsp., 2002]. Ponadto, SR-AI  

i SR-AII wiążą komórki apoptotyczne, peptydy β-amyloidowe, anionowe fosfolipidy  

i końcowe produkty związane z glikacją [Murphy JE i wsp., 2005]. Receptory te są 

zaangażowane zarówno we wrodzoną, jak i adaptacyjną odpowiedź odpornościową poprzez 

rozpoznawanie patogenów i cząsteczek związanych z patogenami, w tym Gram-ujemnych 

Neisseria meningitides lub Gram-dodatnich Staphylococcus aureus oraz Listeria 

monocytogenes [Greaves DR i wsp., 2005].  

Istnieją dowody na to, że receptory zmiatacze klasy A odgrywają różne role we wczesnych  

i zaawansowanych zmianach miażdżycowych. W zaawansowanych zmianach, w których 

śmierć makrofagów prowadzi do powstania rdzenia nekrotycznego i destabilizacji płytki,  

SR-A może odgrywać ważną rolę zarówno w indukcji apoptozy, jak i w usuwaniu tych 

umierających komórek. W celu określenia wpływu SR-A na późniejsze stadia miażdżycy 

konieczne są długoterminowe badania nad manipulacją SR-A (delecja lub nadekspresja). 

2) SR-BI 

Receptor zmiatacz klasy B typ I (SR-BI) jest powierzchniową glikoproteiną zawierającą dwie 

domeny transbłonowe i dwie cytoplazmatyczne, a także dużą pętlę zewnątrzkomórkową  

z miejscami N-glikozylacji [Babitt J i wsp., 1997]. SR-BI występuje w różnorodnych 

tkankach i komórkach ssaków, w tym mózgu, nerkach, jelitach, sercu, łożysku, makrofagach, 

komórkach śródbłonka, komórkach mięśni gładkich i różnych komórkach nabłonka [Acton S 
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i wsp., 1996]. Największa ekspresja SR-B1 występuje jednak w narządach kluczowych dla 

metabolizmu cholesterolu (wątroba) oraz steroidogenezy (nadnercza, jajniki, jądra) [Rigotti A 

i wsp., 2003]. Jest to także pierwszy molekularnie dobrze zdefiniowany receptor HDL.  

SR-B1 odgrywa kluczową rolę w procesie zwrotnego transportu cholesterolu, w którym 

cholesterol z makrofagów i tkanek obwodowych jest usuwany i transportowany do wątroby. 

Decydujące znaczenie mają tu domena zewnątrzkomórkowa SR-BI i prawidłowa orientacja 

apoA-I w cząsteczce HDL [Gu X i wsp., 1998; Temel RE i wsp., 2002; Temel RE i wsp., 

2003; Thuahnai ST i wsp., 2004; Papale GA i wsp., 2010; Papale GA i wsp., 2011]. 

Selektywny wychwyt estrów cholesterolu jest uważany za proces dwuetapowy: pierwszym 

krokiem jest związanie lipoproteiny z domeną zewnątrzkomórkową SR-BI, a następnie 

internalizacja EC bez degradacji samej lipoproteiny [Babitt J i wsp., 1997]. Wysokie 

powinowactwo wiązania HDL do SR-BI nie wystarcza do skutecznego wychwytu HDL-EC 

[Vinals M i wsp., 2003; Nieland TJ i wsp., 2002].  

Drugą bardzo ważną funkcją SR-BI jest udział w metabolizmie lipoprotein zawierających 

apoB. Wykazano, że poziom ekspresji SR-BI koreluje z szybkością produkcji VLDL, 

wpływając na zawartość cholesterolu w wątrobie i aktywność mikrosomalnego białka 

transportujące trójglicerydy (MPT) [Wiersma H i wsp., 2010]. Ponadto, SR-BI wiąże  

apoB lipoproteiny i ułatwia późniejsze pobieranie cholesterolu z tych lipoprotein  

[Calvo D i wsp., 1997; Strangl H i wsp., 1999; Gu X i wsp., 2000; Van EM i wsp., 2008; 

Rohlr C i wsp., 2010]. Dodatkowo, SR-BI jest również zaangażowany w metabolizm 

chylomikronów [Out R i wsp., 2004] i pobieranie przez komórkę rozpuszczalnych  

w tłuszczach witamin A, D, E, K [Valacchi G i wsp., 2011].  

A zatem rola SR-BI w wewnątrzkomórkowej homeostazie cholesterolu jest złożona. Oprócz 

selektywnego wychwytywania estrów cholesterolu z HDL, SR-BI jest zaangażowany  

w (1) wiązanie zmodyfikowanych lipoprotein i ich wychwytywanie przez komórki 

makrofagów; (2) stymulację dwukierunkowego przepływu wolnego cholesterolu pomiędzy 

komórkami a dojrzałym HDL; (3) wewnątrzkomórkowy transport cholesterolu przez 

ekspresję SR-BI w późnych endosomach i lizosomach [Ahras M i wsp., 2008].  

3) CD36 

Receptor CD36 jest błonową glikoproteiną, podobną w budowie do SR-BI (dwie 

śródbłonkowe domeny i duża pętla zewnątrzkomórkowa z kilkoma miejscami  

N-glikozylacji). Występuje na powierzchni wielu komórek, takich jak komórki śródbłonka, 

adipocyty, komórki mięśni szkieletowych, kardiomiocyty, komórki dendrytyczne, komórki 
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nabłonka barwnikowego siatkówki, komórki gruczołu sutkowego, komórki jelita, komórki 

mięśni gładkich, komórki hematopoetyczne (prekursory szeregu czerwonokrwinkowego), 

płytki krwi oraz monocyty i makrofagi [Febbraio M i wsp. 2001; Greenwald DE i wsp. 2002; 

Nicholson AC, 2004; Nicholson, AC i wsp., 1995]. Ligandami receptora CD36 są utlenione 

cząsteczki LDL, długołańcuchowe kwasy tłuszczowe (LCFA ang. long chain fatty acids), 

kolagen, trombospondyna I (TSP-1), komórki apoptotyczne, ujemnie naładowane fosfolipidy, 

utlenione fosfolipidy, erytrocyty zainfekowane zarodźcami malarii, heksarelina, zewnętrzny 

segment nabłonka barwnikowego siatkówki [Kuliczkowska-Płaksej J i wsp., 2006].  

CD36 jest zaangażowany w szereg procesów: apoptozę, transport kwasów tłuszczowych, 

adhezję, angiogenezę, ochronę przeciwbakteryjnę czy stany patologiczne, np. chorobę 

Alzheimera. Ponadto, w wielu badaniach wykazano, że CD36 odgrywa kluczową rolę  

w usuwaniu oxLDL, przyczyniając się do wychwytu i degradacji 60-70% oxLDL oraz 

akumulacji estrów cholesterolu w makrofagach narażonych na utlenienie katalizowane przez 

Cu
2+

 i mechanizm mielopreoksydazy/ peroksynitrytu [Kunjathoor VV i wsp., 2002; Podrez 

EA i wsp., 2000; Febbraio M i wsp., 2000].  

1.2.4 METABOLIZM LIPIDÓW 

Ponad połowa cholesterolu w organizmie człowieka pochodzi z biosyntezy (tzw. cholesterol 

endogenny). Jednakże, obok cholesterolu endogennego, do organizmu wprowadzany jest 

również cholesterol z pokarmów, tzw. egzogenny. Regulacja poziomu cholesterolu w osoczu 

działa na zasadzie ujemnego sprzężenia zwrotnego, tj. ilość egzogennego cholesterolu 

ogranicza syntezę cholesterolu. Metabolizm lipoprotein w organizmie przedstawiono na 

Rycinie III.  

Dostarczany z pokarmem cholesterol jest wchłaniany przez komórki nabłonkowe. TG i estry 

cholesterolu są wcześniej hydrolizowane przez lipazę trzustkową i esterazę cholesterolową. 

Wchłaniane lipidy są pakowane w cząsteczki chylomikronów, które przenoszą je do tkanki 

tłuszczowej, serca i mięśni szkieletowych. Tam ich składniki trójglicerydowe są 

hydrolizowane przez lipazę lipoproteinową (LPL), co pozwala na wchłanianie wolnych 

kwasów tłuszczowych przez tkanki. Pozostałości chylomikronów (remnanty) są ponownie 

wchłaniane przez wątrobę, a zawarty w nich cholesterol jest wykorzystywany do wytwarzania 

nowych cząstek lipoprotein lub wydalany z przewodu żółciowego [Ramasamy I, 2013].  
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Rycina III. Metabolizm cholesterolu. Skróty: LPL – lipaza wątrobowa; RCT – zwrotny transport cholesterolu.  

W wątrobie cholesterol jest syntetyzowany de novo (czasem przez jelita lub skórę),  

a następnie transportowany w VLDL [Russell DW, 1992]. Aktywnym enzymem 

ograniczającym szybkość syntezy jest reduktaza 3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-CoA  

(HMG Co-A). Podobnie jak chylomikrony, cząstki VLDL są poddane działaniu LPL,  

w wyniku którego powstają resztkowe VLDL (remnanty) lub IDL. Cząsteczki IDL powracają 

do wątroby, gdzie ulegają hydrolizie przez lipazę wątrobową. W następstwie powstają 

cząsteczki LDL, które mogą zostać zatrzymane w ścianach tętnic, a następnie ulec 

modyfikacjom i zostać pobrane przez makrofagi dzięki ekspresji receptorów zmiataczy. 

Nadmiar cholesterolu komórkowego może zostać usunięty do HDL lub apoA-I na drodze 

zwrotnego transportu cholesterolu (RCT), w którym pośredniczą białka zawierające kasetą 

wiążącą ATP (podrozdział 1.3.2 „Zwrotny transport cholesterolu”). Cząsteczki HDL 

rozpoznawane są przez receptory HDL znajdujące się na hepatocytach, a następnie 

wchłaniane. Cholesterol ulega recyklizacji – zostaje ponownie wprowadzany do kolejnych 

cząsteczek VLDL – lub jest wydalany z przewodu żółciowego [Russell DW, 1992]. 
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1.3 EKSPORT I IMPORT CHOLESTEROLU W KOMÓRKACH 

Wewnątrzkomórkowa gospodarka cholesterolu jest w dużej mierze regulowana przez białko 

wiążące sekwencję odpowiedzi na sterole (SREBP ang. sterol regulatory element binding 

protein), grupę czynników transkrypcyjnych regulujących geny uczestniczące w syntezie 

cholesterolu i kwasów tłuszczowych. Po wniknięciu do komórki (z udziałem receptorów 

powierzchniowych), cholesterol zostaje zestryfikowany przez acylotransferazę  

acylo-CoA:cholesterol (ACAT) i magazynowany w kroplach lipidowych (ang. lipid droplets). 

Jego metaboliczne uwolnienie następuje za pomocą lipazy hormonowrażliwej (HSL). 

Następnie musi on zostać przetransportowany do błon komórkowych, odpowiednio w nich 

rozmieszczony i wbudowany. Transport cholesterolu w cytoplazmie może przebiegać na dwa 

sposoby. Pierwszy z nich, polega na wcieleniu cholesterolu poprzez pęcherzyki błonowe  

(np. lizosomy, endosomy, peroksysomy), które następnie łączą się z innymi błonami, 

przenosząc cholesterol z jednego wewnątrzkomórkowego przedziału do drugiego [Soccio RE 

i Breslov JR, 2004]. Drugi z mechanizmów oparty jest na solubilizacji cholesterolu poprzez 

wiązanie się z białkami. Wczesne prace skupiły się na białku SCP-2 (ang. sterol carrier 

protein) i jego homologu SCP-x. Białka te są jednak niespecyficzne względem steroli,  

i przenoszą głównie fosfolipidy, a zatem odgrywają niewielką rolę w wewnątrzkomórkowej 

gospodarce cholesterolu [Gallegos AM i wsp., 2001]. Później została zidentyfikowana grupa 

białek z rodziny StAR (głównie STARD1 i STARD4), które odgrywają istotną rolę  

w wewnątrzkomórkowym transporcie cholesterolu [Soccio R.E. i Breslow JL, 2003]. Białko 

STARD4 nie posiada sekwencji sygnałowej, która kierowałaby je do określonych organelli 

subkomórkowych, a zatem wydaje się być ograniczone do cytoplazmy, gdzie wiąże i przenosi 

nierozpuszczalne lipidy. U większości typów komórek białko STARD4 jest odpowiedzialne 

za dostarczanie cholesterolu do zewnętrznej błony mitochondrialnej z innego miejsca  

w komórce, np. kropel lipidowych czy retikulum endoplazmatycznego. Kolejne białko, 

STARD1, odpowiada za przeniesienie cholesterolu z zewnętrznej do wewnętrznej błony 

mitochondrialnej. W komórkach steroidogennych, głównym zadaniem STARD1 jest 

dostarczenie cholesterolu do cytochromu P450scc – enzymu odcinającego łańcuch boczny 

cholesterolu (ang.cholesterol side-chain cleavage enzyme) – który katalizuje jego 

przekształcenie w pregnenolon [Miller WL, 1988; Payne AH i Hales DB, 2004]. Niedawne 

badania wykazały obecność białek StAR w ludzkich i mysich makrofagach [Miller WL, 

2007], gdzie dostarczają cholesterol do 27-hydroksylazy sterolowej, (CYP27A1). CYP27A1 

generuje 27-oksysterol, będący ligandem jądrowego receptora LXR lub RXR, regulujących 
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ekspresję błonowych białek zawierających kasetę wiążącą ATP (ABCA1 i ABCG1) 

[McNeish J i wsp., 2000; Wang X i wsp., 2007; Cavelier C i wsp., 2006; Zhao Y i wsp., 

2010]. Białka te odgrywają istotną rolę w metabolizmie cholesterolu, usuwając jego nadmiar 

do zewnątrzkomórkowych akceptorów w procesie zwrotnego transportu cholesterolu [Cuchel 

M i Rader DJ, 2006; Borthwick F i wsp., 2009] (podrozdział 1.3.3 „Eksport cholesterolu  

z komórek”). 

1.3.1 BIAŁKA Z GRUPY OSTRYCH REGULATORÓW STEROIDOGENEZY  

Białka z grupy ostrych regulatorów steroidogenezy (StAR) to rodzina białek transportowych, 

które regulują transfer cholesterolu do i wewnątrz mitochondriów. Dostępność cholesterolu  

w mitochondriach jest ograniczeniem szybkości wytwarzania hormonów steroidowych. 

Białka StAR są obecne przede wszystkim w komórkach produkujących hormony, w tym 

komórkach torebki pęczerzyka jajnikowego (łac. theca) i komórkach lutealnych w jajniku, 

komórkach Leydiga w jądrach i komórkach kory nadnerczy, a także w innych typach 

komórek jak makrofagi, komórki serca czy wątroby.  

Wszystkie białka z grupy StAR posiadają charakterystyczny region zwany domeną START, 

strukturę złożoną z -helis i -zgięć, zawierającą długą, hydrofobową kieszeń do wiązania 

ligandów. U ludzi rodzina białek StAR dzieli się na sześć podgrup, które pełnią różnorodne 

funkcje. Podrodziny STARD1/D3 i STARD4 są zaangażowane w transport cholesterolu  

i oksysteroli, a podrodzina STARD2/D11 transportuje fosfolipidy i sfingolipidy. Podrodzina 

STARD8/12/13 przypuszczalnie pełni funkcję w sygnalizacji Rho-GTPazy, a podrodzina 

STARD14/15 ma aktywność tioesteraz. Ostatnia podrodzina (STARD9) ma aktywność 

motoryczną kinezyny. StAR (STARD1) jest wspólną nazwą całej rodziny białek z domeną 

START. [Clark BJ i Stocco DM, 2014] 

1.3.1.1 PODRODZINA STARD1/D3 

Podrodzina STARD1/D3 ma dwóch członków, StAR (STARD1) i MLN64 (STARD3). Oba 

białka funkcjonują jako transportery cholesterolu [Tsujishita Y i Hurley JH, 2000; Petrescu 

AD i wsp., 2001]. Ich domeny START mają 37% identyczności sekwencji. 

STARD1 jest fosfoproteiną o wielkości 37 kDa. Jest kodowana w jądrze, a jej synteza 

odbywa się w cytozolu, co prowadzi do powstania białka prekursorowego z N-terminalną 

sekwencją, która kieruje je do mitochondriów. Funkcjonalnie aktywna domena C-końcowa 

STARD1 (START) uczestniczy w transferze lipidów. 



~ Strona 29 ~ 

 

Drugim członkiem rodziny jest białko STARD3. Jego nadekspresja występuje w niektórych 

rakach piersi [Tomasetto C i wsp., 1995]. Białko zawiera cztery helisy transbłonowe, które 

kierują je do błony późnych endosomów [Alpy F i wsp., 2005]. Jednakże fizjologiczna 

funkcja STARD3 wciąż jest niejasna. Może ono być zaangażowane w steroidogenezę  

w ludzkim łożysku, w którym nie występuje ekspresja STARD1 [Tuckey RC i wsp., 2004; 

Holtta-Vuori M i wsp., 2005]. Domena START przy C-terminalnym końcu jest eksponowana 

do cytoplazmy. Z kolei jej izolowana forma jest zdolna do promowania steroidogenezy nawet 

bardziej efektywnie niż cała domena [Watari H i wsp., 1997]. Struktura kryształu domeny 

START białka STARD3 została poznana. Posiada ona hydrofobowy tunel, który rozszerza się 

na całej długości domeny START i jest idealnie dopasowany do pojedynczej cząsteczki 

cholesterolu [Tsujishita Y i Hurley JH,2000]. 

1.3.1.2 PODRODZINA STARD4 

Gen STARD4 został po raz pierwszy opisany jako jeden z sześciu genów, które mają obniżoną 

ekspresję w wątrobie myszy będących na diecie obfitej w cholesterol. Na początku 

pozostawał on niesprecyzowaną sekwencją EST (ang. Expressed Sequence Tag). Jednak, 

późniejsze badania sekwencji i klonowania potwierdziły, że EST stanowi część transkryptu 

kodującego domenę START. W rzeczywistości sekwencja aminokwasów wywodzących się  

z otwartej ramki odczytu kodowała białko o długości 224 aminokwasów, złożone całkowicie 

z domeny START. Ta właśnie sekwencja EST została nazwana STARD4. W genomie 

człowieka zidentyfikowano 15 genów z domeną START, z których 12 zostało wcześniej 

scharakteryzowanych, a dwa, których produkty nie zostały skrystalizowane, miały 26-32% 

identyczności sekwencji z STARD4. W oparciu o dużą identyczność sekwencji z STARD4, te 

geny nazwano kolejno STARD5 i STARD6 i tworzą podrodzinę STARD4 [Soccio RE i wsp., 

2002]. Rodzina białek STARD4 to rozpuszczalne białka o masie około 22 kDa.  

STARD4 wiąże cholesterol, 7-hydroperoksycholesterol i 7α-hydroksycholesterol  

[Rodriguez-Agudo D i wsp., 2005; Rodriguez-Agudo D i wsp., 2008]. Białko jest wysoce 

regulowanym, kierunkowym, wewnątrzkomórkowym przenośnikiem cholesterolu. 

Transportuje cholesterol do różnych przedziałów komórkowych lub do innych białek 

przenoszących cholesterol, a także ułatwia przenoszenie cholesterolu do retikulum 

endoplazmatycznego, [Rodriguez-Agudo D i wsp., 2008]. Nadekspresja STARD4 w mysich 

hepatocytach prowadzi do wzrostu poziomu wewnątrzkomórkowych estrów cholesterolu, 

dostarczając cholesterol do enzymu estryfikacyjnego Acetylo-CoA [Rodriguez-Agudo D  

i wsp., 2008; Rodriguez-Agudo D i wsp., 2011]. STARD4 występuje w wątrobie, nerkach 
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[Soccio RE i wsp., 2002], keratynocytach [Elbadawy HM i wsp., 2011], komórkach Kupffera, 

oraz hepatocytach [Rodriguez-Agudo D i wsp., 2011]. 

Kolejny członek rodziny, białko STARD5, występuje w komórkach Kuppfera, nerkach, sercu 

[Soccio RE i wsp., 2002] oraz w komórkach układu immunologicznego (makrofagi, 

monocyty, komórki promielocytarne, komórki tuczne i bazofile) [Rodriguez-Agudo D i wsp., 

2006]. W badaniach in vitro stwierdzono, że STARD5 wiąże zarówno cholesterol,  

jak i 25-hydroksycholesterol [Soccio RE i wsp., 2002; Rodrigez-Agudo D i wsp., 2008]. 

Białko to ma różnorodne lokalizacje w komórce. Występuje, np. w cytoplazmie, błonie 

komórkowej czy aparacie Golgiego [Clark BJ, 2012; Rodriguez-Agudo D i wsp., 2006; Chen 

Y-C i wsp., 2009; Rodriguez-Agudo D i wsp., 2012]. 

Trzeci członek podrodziny STARD4, białko STARD6, również wiąże cholesterol 

[Letourneau D i wsp., 2002; Letourneau D i wsp., 2013]. Białko to po raz pierwszy wykryto 

w komórkach zarodkowych jądra, co sugeruje, że odgrywa rolę w dojrzewaniu komórek 

rozrodczych [Soccio RE i wsp., 2002; Chang IY i wsp., 2009; Chang IY i wsp., 2007; Gomes 

C i wsp., 2005]. STARD6 występuje również w komórkach Purkiniego układu nerwowego 

[Chang IY i wsp., 2009; Chang IY i wsp., 2007].  

1.3.2 ZWROTNY TRANSPORT CHOLESTEROLU  

Zwrotny transport cholesterolu jest ścieżką przenoszenia cholesterolu z niewątrobowych 

komórek i tkanek do wątroby i jelita w celu jego wydalenia. Ograniczając gromadzenie się 

cholesterolu w makrofagach tętniczych, RCT zapobiega rozwojowi miażdżycy. Wypływ 

cholesterolu (ang. lipid efflux), część RCT, jest głównym procesem, w wyniku którego 

makrofagi wewnątrz ściany naczynia wydalają cholesterol poza komórki. 

Zewnątrzkomórkowym partnerem procesu jest HDL. Jego poziom może skutecznie określać 

poziom zwrotnego transportu cholesterolu. 

Ścieżka RCT została opisana na rysunku poniżej (Ryc.IV). 
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Rycina IV. Ścieżka zwrotnego transportu cholesterolu. Skróty: CETP – białko przenoszące estry cholesterolu;  

HL – lipaza wątrobowa; LCAT – acylotransferaza lecytynowo-cholesterolowa; ndHDL – prekursory HDL;  

PLTP – białko transportujące fosfolipidy. 

Na początku apoA-I jest produkowana głównie w wątrobie i uwalniana do osocza. 

Cyrkulująca apoA-I oddziałuje z fosfolipidami surowicy tworząc prekursory HDL (ndHDL 

ang. nascent HDL). Prekursory HDL biorą udział w wypływie cholesterolu z makrofagów  

i fibroblastów warstwy podśródbłonkowej. Następnie cholesterol jest wiązany przez ndHDL  

i estryfikowany przez acylotransferazę lecytyno-cholesterolową (LCAT). Cząsteczki HDL 

wzbogacane estrami cholesterolu stają się większe, co powoduje powstanie frakcji HDL2  

i HDL3. W proces ten zaangażowane jest białko transportujące fosfolipidy (PLTP ang. 

phospholipid transfer protein), dzięki któremu z dwóch cząsteczek HDL3 powstaje jedna 

HDL2. Jeśli cząsteczki HDL są bogate w trójglicerydy, zostają przetworzone przez lipazę 

wątrobową (HL) i stają się mniejsze i bardziej gęste (z HDL2 powstaje HDL3). Białko 

transportujące estry cholesterolu (CETP ang. ester cholesterol transfer protein) ułatwia 

równomierną wymianę estrów cholesterolu pomiędzy HDL a trójglicerydami lipoprotein 

zawierających apoB-I. Te estry cholesterolu są następnie przenoszone z powrotem do wątroby 

za pośrednictwem LDLR i przekształcane w sole żółciowe, a następnie eliminowane przez 

przewód pokarmowy. [Ohashi R i wsp., 2005] 
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1.3.3 EKSPORT CHOLESTEROLU Z KOMÓREK 

Uwolnienie cholesterolu na zewnątrz komórek makrofagów jest określane jako makrofagowy 

zwrotny transport cholesterolu [Cuchel M i Rader DJ, 2006]. Proces ten wymaga zamiany 

wewnątrzkomórkowych estrów cholesterolu w wolny cholesterol oraz aktywnego transportu 

cholesterolu przez błonę. Można to osiągnąć przez trzy podstawowe ścieżki (Ryc. V). 

Pierwsza polega na wydzielaniu cholesterolu razem z endogennymi apolipoproteinami 

(szczególnie apoE) [Greenow K i wsp., 2005]. W drugiej ścieżce uczestniczą zależne od 

cytochromu P450, oksydazy cholesterolu. Enzymy te przekształcają cholesterol w bardziej 

hydrofilowe kwasy żółciowe (komórki wątroby) lub oksysterole, zwłaszcza  

24S-hydroksykolesterol (neurony) lub 27-hydroksycholesterol (makrofagi), które następnie 

zostają wydzielane [Bjorkhem I i wsp., 1999]. Trzecią drogą eksportu cholesterolu jest 

transport cholesterolu przez błonę komórkową do zewnątrzkomórkowego akceptora (apoA-I, 

HDL; podrozdział 1.3.2 „Zwrotny transport cholesterolu”). 

 

 

Rycina V. Główne szlaki eksportu cholesterolu w makrofagach. (1) Eksport cholesterolu z apoE. (2) Utlenianie 

cholesterolu przez CYP27A1 w bardziej hydrofilowy 27-hydroksycholesterol. (3) Wypływ cholesterolu do 

zewnątrzkomórkowej cząsteczki akceptora. 

Eksport cholesterolu może mieć mechanizm zarówno aktywny, jak i pasywny. Jednym  

z pasywnych sposobów jest dyfuzja cholesterolu z powierzchni komórki na 

zewnątrzkomórkowe akceptory, w tym HDL, LDL, albuminę lub wolne od białka 

jednowarstwowe pęcherzyki fosfolipidowe. Wyrzut cholesterolu w tym procesie wymaga 
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gradientu stężenia między błoną komórkową donora a cząsteczkami akceptora. Fizjologicznie 

jest to osiągnięte poprzez enzymatyczne usuwanie cholesterolu zewnątrzkomórkowego przez 

acylotransferazę lecytynowo-cholesterolowa (LCAT). Wymiana cholesterolu między błoną 

komórkową a lipoproteinami jest ułatwiona dzięki obecności receptorów błonowych,  

np. SR-BI, które łączą lipoproteiny z powierzchnią komórki i powodują redystrybucję 

cholesterolu w bocznych domenach błony komórkowej [Ji B i wsp., 1997; Gu X i wsp., 2000; 

De La Llera-Moya M i wsp., 2001]. Innym biernym mechanizmem jest mikrosolubilizacja 

[Gillotte KL i wsp., 1998; Gillotte KL i wsp., 1999].  

Z kolei aktywny i specyficzny proces wypływu lipidów jest regulowany przez rodzinę białek 

ABC. Białka te tworzą dużą rodzinę białek zaangażowanych w eksport lub import 

komórkowy substratów takich jak: jonów, lipidów, cyklicznych nukleotydów, peptydów  

i białek. Dwa z nich, ABCA1 i ABCG1, pełnią istotną rolę w komórkowym eksporcie 

fosfolipidów i cholesterolu do apoA-I lub HDL. Dane in vivo wskazują wyraźnie, że ABCA1 

i ABCG1 mają kluczowe znaczenie dla wypływu lipidów u ludzi i myszy. Jednakże 

mechanizmy usunięcia lipidów przez ABCA1 i ABCG1 pozostają wciąż niejasne.  

1.3.3.1 EKSPORT CHOLESTEROLU Z UDZIAŁEM ABCA1 

ABCA1 jest integralnym białkiem błonowym złożonym z 2261 aminokwasów. Jest pełnym 

transporterem (ang. full-transporter) składającym się z dwóch części o podobnej strukturze 

[Fitzgerald ML i wsp., 2001]. Każda część posiada domenę transbłonową zawierającą sześć 

-helis i domenę wiążącą nukleotydy zawierającą dwa zachowane motywy peptydowe znane 

jako Walker A i Walker B, obecne w wielu białkach, które wykorzystują ATP oraz motyw 

Walker C unikalny dla transporterów ABC [Dean M i wsp., 2001]. N-koniec ABCA1 jest 

skierowany do cytozolu, a dwie duże pętle pozakomórkowe, które są silnie glikozylowane,  

są połączone jednym lub większą liczbą mostków dwusiarczkowych [Bungert S i wsp., 2001; 

Dean M i wsp., 2001].  

Aby utrzymać homeostazę lipidów, ABCA1 jest ściśle regulowany zarówno transkrypcyjnie, 

jak i posttranslacyjnie. Fragment promotora -200 do -80 par zasad zawiera motywy wiążące 

dla czynników transkrypcyjnych, które modulują ekspresję genu ABCA1, zwłaszcza  

w odpowiedzi na komórkowy (utleniony) cholesterol i cykliczny AMP (cAMP)  

[Santamarina-Fojo S i wsp., 2000]. Ekspresja genu ABCA1 jest stymulowana przez LXR typu 

 lub β oraz receptor X dla retinoidów (RXR ang. retinoid X receptor), które tworzą 

heterodimery i są aktywowane przez oksysterole i retinoidy, odpowiednio [Costet P i wsp., 

2000]. W makrofagach najbardziej prawdopodobnym fizjologicznym ligandem LXRα  
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i LXRβ jest 27-hydroksycholesterol. Jest on wytwarzany przez enzym cytochromu P450  

– CYP27A1. Poziom 27-hydroksycholesterolu koreluje z poziomem cholesterolu w komórce. 

Zwiększenie ilości cholesterolu w komórce prowadzi do zwiększonej produkcji  

27-hydroksycholesterolu, który wiążąc się do LXR lub RXR powoduje zwiększenie ekspresji 

ABCA1 a tym samym eksport cholesterolu na zewnątrz komórki [Fu X i wsp., 2001].  

Co ciekawe, ekspresja LXR jest modulowana na poziomie transkrypcji przez agonistów 

receptorów aktywowanych przez PPARα, PPARγ, PPARδ (receptory aktywowane przez 

proliferatory peroksysomów alfa, gamma i delta ang. peroxisome proliferator-activated 

receptor) [Ide T i wsp., 2003; Yoshikawa T i wsp., 2003]. Zmniejszona ekspresja ABCA1 jest 

spowodowana przez niezestryfikowane nienasycone kwasy tłuszczowe, przypuszczalnie 

dlatego, że konkurują one z 27-OH wiążąc LXRα i LXRβ [Ou J i wsp., 2001]. Także inne 

bodźce, jak np. aktywacja różnych czynników transkrypcyjnych (m.in. receptorów hormonów 

tarczycy i glikokortykoidów) hamują transkrypcję genu ABCA1. Dodatkowo interferon 

gamma (IFNγ), onkostatyna i angiotensyna II zmniejszają ekspresję ABCA1 [Schmitz G  

i Lagmann T, 2005]. 

Eksport cholesterolu przez ABCA1 jest wieloetapowy. Obejmuje on tworzenie się domen 

lipidowych na powierzchni komórki, wiązanie apolipoprotein z ABCA1, aktywację szlaków 

sygnałowych i solubilizację tych lipidów przez apolipoproteiny. ABCA1 działa 

przeciwzapalnie poprzez modyfikację tratw lipidowych błony komórkowej i bezpośrednią 

aktywację szlaków sygnałowych. Oddziaływanie apolipoprotein z ABCA1 aktywuje wiele 

szlaków sygnałowych, w tym szlak JAK2/STAT3 (kinazę janusową 2/przetwornik sygnału  

i aktywator transkrypcji 3 ang. signal transducer and activator of transcription 3), szlak 

kinazy białkowej A (PKA), szlak kinazy białkowej C (PKC) oraz białko Cdc42 z rodziny 

białek Rho. PKA i Cdc42 reguluje wypływ lipidów za pośrednictwem ABCA1, aktywacja 

PKC stabilizuje białko ABCA1, a aktywacja JAK2/STAT3 reguluje zarówno wypływ lipidów 

za pośrednictwem ABCA1, jak i odpowiedź przeciwzapalną. Zatem ABCA1 zachowuje się 

zarówno jak eksporter lipidów, jak i receptor sygnalizacyjny.  

Utrata funkcji ABCA1 powoduje chorobę Tangiera charakteryzującą się bardzo niskim 

poziomem HDL i apoA-I [Rust S i wsp., 1998]. Pacjenci z chorobą Tangiera akumulują duże 

ilości estrów cholesterolu w makrofagach, komórkach Schwanna neuronów, węzłach 

chłonnach oraz organach takich jak wątroba, jelita, migdałki, śledziona. Nagromadzenie 

nadmiaru cholesterolu powoduje miażdżycę i zaburzenia czynności nerek [Abrass CK, 2004], 

a także może przyczynić się do początku choroby Alzheimera [Wellington CL, 2004]. 
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1.3.3.2  EKSPORT CHOLESTEROLU Z UDZIAŁEM ABCG1 

ABCG1 jest półtransporterem, który występuje w postaci homodimerów. Posiada wysoką 

ekspresję w komórkach makrofagów. Jego wyciszanie przez małe interferencyjne RNA 

(siRNA) powoduje zmniejszenie ilości eksportowanego cholesterolu i fosfolipidów do HDL. 

Z kolei jego nadekspresja powoduje zwiększenie stężenia cholesterolu w HDL i zmniejszenie 

masy cholesterolu komórkowego [Vaughan AM i Oram JF, 2005; Nakamura K i wsp.,2004; 

Wang N i wsp., 2004]. Usunięcie abcg1 u myszy poddanych diecie bogatej w tłuszcz  

i cholesterol powoduje gromadzenie się obojętnych lipidów i fosfolipidów w hepatocytach 

oraz makrofagach, chociaż nie wpływa na stężenie lipidów w osoczu. Natomiast nadekspresja 

ABCG1 chroni przed gromadzeniem się lipidów [Kennedy MA i wsp., 2005]. ABCG1 

pośredniczy w transporcie cholesterolu z komórek tylko do głównych frakcji HDL (HDL2  

i HDL3), ale nie do wolnych od lipidów apoA-I [Nakamura K i wsp.,2004; Wang N i wsp., 

2004].  

ABCG1 wykazuje wiele podobieństw do ABCA1, takich jak wzorce ekspresji tkankowej  

i drogi regulacyjne [Cavelier C i wsp., 2006]. Podobnie jak ABCA1, poziom mRNA dla 

ABCG1 jest silnie zwiększany podczas inkubacji makrofagów z agonistami LXR lub  

w trakcie tworzenia komórek piankowatych [Nakamura K i wsp., 2004]. Aktywacja PPARγ 

indukuje ekspresję ABCG1, ale w sposób niezależny od LXR [Li AC i wsp., 2004].  

W odróżnieniu od ABCA1, ścieżka kinazy białkowej A nie ma wpływu na ekspresję ABCG1 

[Suzuki S i wsp., 2004]. 

Wstępne badania wykazały, że przejściowa nadekspresja ABCG1 zwiększa wypływ 

cholesterolu komórkowego do specyficznych akceptorów lipidów pozakomórkowych 

obejmujących kompleksy HDL, LDL oraz kompleksy apoE, ale nie apoA-1, jak ma to 

miejsce w przypadku ABCA1 [Sankaranarayanan S i wsp., 2009]. 

1.4 PEROKSYDACJA LIPIDÓW, POWSTAWANIE LOOH I ICH 

TRANSLOKACJA 

Stres oksydacyjny to zaburzenie równowagi między antyoksydacyjnymi systemami 

obronnymi organizmu a działaniem reaktywnych form tlenu (RFT). Do reaktywnych form 

tlenu należą wolne rodniki tlenowe, jak również związki, które mają zdolność ich 

generowania (Tabela V). 
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Tabela V. Reaktywne formy tlenu w postaci rodnikowej i ich prekursory [Bartosz G., 2003] 

Rodniki Prekursory wolnych rodników 

anionorodnik ponadtlenkowy O2
•− 

rodnik wodoronadtlenkowy HO2
•
, 

rodnik hydroksylowy HO
• 

rodnik alkoksylowy RO
• 

rodnik peroksylowy ROO
•
 

Nadtlenoazotyn ONOO
-
 

Kwas podchlorawy HOCl 

Nadtlenek wodoru H2O2 

Tlen singletowy 
1
O2 

Ozon O3 

 

W organizmie RFT powstają zarówno na skutek działania czynników zewnętrznych  

(np. promieniowanie jonizujące, promieniowanie UV), jak i reakcji obronnych układu 

immunologicznego (np. obrona przed mikroorganizmami, pasożytami), a także w warunkach 

fizjologicznych (np. mitochondrialny transport elektronów, aktywacja oksydazy NADPH). 

Wiadomo także, że RFT pośredniczą w istotnych dla komórki procesach jak różnicowanie, 

apoptoza, wzrost czy proliferacja [Gałecka E i wsp., 2008]. Pod wpływem czynników 

chorobotwórczych lub bodźców zewnętrznych dochodzi do zaburzenia tych procesów  

i znacznego podwyższenia stężenia RFT, a w konsekwencji reakcji patologicznych 

prowadzących do uszkodzenia komórek i tkanek [Gałecka E i wsp., 2008].  

Wolne rodniki w warunkach in vitro powodują oksydacyjne uszkodzenia białek (denaturacja, 

agregacja), DNA oraz peroksydację lipidów. Peroksydacja lipidów to wolnorodnikowy proces 

utleniania nienasyconych lipidów, w tym cholesterolu, prowadzący do powstania nadtlenków 

tych związków [Bartosz G, 2003]. Peroksydacja lipidów jest procesem, który negatywnie 

wpływa, m.in. na strukturę i funkcję błony oraz lipoprotein, co może prowadzić do wiele 

stanów patologicznych, w tym miażdżycy, chorób neurodegeneracyjnych czy 

nowotworowych [Halliwell B, 1999; Porter NA i wsp., 1995; Girotti AW, 1998].  

Peroksydacja może zostać zainicjowana działaniem zarówno rodnikowych, jak  

i nierodnikowych RFT. Składa się ona z trzech etapów: inicjacji, propagacji oraz terminacji. 

Inicjacja polega na oderwaniu atomu wodoru od nienasyconego lipidu, np. z reszty kwasu 

wchodzącej w skład fosfolipidu czy z węgla C7 w cholesterolu (równanie 1).  

                                  

Powstaje wówczas rodnik alkilowy L•, który natychmiast reaguje z O2 dając rodnik 

nadtlenkowy LOO• (równanie 2).  
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Rodnik nadtlenkowy może oderwać kolejne atomy wodoru z cząsteczek nienasyconych 

lipidów, powodując reakcję łańcuchową. Sam zaś przekształca się w wodoronatlenkowy 

produkt pośredni LOOH – nadtlenek lipidu (równanie 3).  

                               

Cykl ten powtarza się aż do momentu gdy spotkają się dwa wolne rodniki, czyli terminacji 

(równanie 4), w czasie której nadtlenki lipidowe podlegają dalszej degradacji do produktów 

końcowych. Są nimi, m.in.: aldehydy, jak, np. dialdehyd malonowy (MDA), hydroksykwasy, 

w tym 4-hydroksyalkenale, 2-alkenale oraz ketony czy węglowodory, takie jak etan i pentan.  

       
                              

                              

              

  

Czas trwania peroksydacji i wydajność generowania LOOH zależy od składu lipidowego, 

lokalnego stężenia O2, obecności jonów metali przejściowych oraz dostępności i stężenia 

przeciwutleniaczy przerywających peroksydację, np. tokoferolu (witaminy E).  

Inicjacja peroksydacji może również zachodzić nierodnikowo poprzez tlen singletowy 
1
O2, 

który reaguje bezpośrednio z nienasyconym lipidem tworząc LOOH (równanie 5) [Girotti 

AW, 2001].  

                      

Powstające nadtlenki lipidów są metastabilne i mogą ulegać jednoelektronowej redukcji  

z udziałem aktywnych oksydoredukcyjnie jonów metali zapoczątkowując tym samym proces 

wtórnej peroksydacji lipidów. 

Wolny cholesterol występuje we wszystkich komórkach ssaków, przede wszystkim w błonie 

komórkowej (~ 45% molowych całkowitego lipidu), a także w lipoproteinach LDL,  

w których stanowi około 10% jako wolny cholesterol i około 25% w formie zestryfikowanej. 

Jako jednonienasycony lipid, cholesterol jest podatny na spontaniczne utlenianie. Utlenia się 

jednak z niższą szybkością niż fosfolipidy czy estry cholesterolu zawierające 

wielonienasycone łańcuchy acylowe lipidów [Smith LL 1981; Doleiden FH i wsp., 1974]. 

Utlenienie to może skutkować powstawaniem wielu potencjalnie mutagennych  

i cytotoksycznych produktów, w tym nadtlenków, dioli, ketonów i epoksydów [Smith LL, 

1981; Iuliano L, 2011].  

Wodoronadtlenki cholesterolu (ChOOH) są najwcześniej powstającymi nierodnikowymi 

produktami utlenienia cholesterolu [Smith LL, 1987]. W reakcjach wolnorodnikowych tworzą 

się dwa rodzaje ChOOH: 7-OOH oraz 7-OOH, przy czym ten drugi jest bardziej stabilny 

[Smith LL, 1987; Teng JI i wsp., 1973; Smith LL i wsp., 1973]. Wodoronadtlenkom zwykle 
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towarzyszą inne utlenione formy cholesterolu, takie jak: 7-OH, 7-OH,  

5,6-epoksycholesterol czy 7-ketocholesterol (Ryc. VI).  

 

Rycina VI. Cholesterol, jego produkty utlenienia i ich izomery strukturalne. 

ChOOH powstają również w reakcjach mediowanych tlenem singletowym, w których 

powstają różne wodoronadtlenki pozycyjne, np. 5-OOH, 6-OOH oraz 6-OOH. 

Wydajność tworzenia 5-OOH jest znacznie większa od pozostałych form [Girotti AW, 

1998; Girotti AW, 2001; Kulig MJ i Smith LL, 1973].  

1.4.1 POWSTAWANIE 7-OOH W UKŁADACH IN VIVO 

Istnieje kilka potencjalnych mechanizmów, które mogą przyczynić się do powstawania 

oxLDL (w tym 7-OOH) w ścianie tętnicy in vivo: 
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(1) 12/15-lipooksygenaza [Glass CK i Witztum JL, 2001; Cyrus T i wsp., 2001], która jest 

obecna w blaszkach miażdżycowych, ale nie w prawidłowych naczyniach [Yla-Herttuala S  

i wsp., 1990]. Hamowanie 12/15-lipooksygenazy jest związane ze zmniejszonym utlenianiem 

LDL [Rankin SM i wsp., 1991] oraz redukcją miażdżycy tętnic w modelach zwierzęcych 

[Cyrus T i wsp., 2001, Sendobry SM i wsp., 1997, Bocan TMA i wsp., 1998].  

12/15-lipooksygenaza może generować wodoronadtlenki nienasyconych kwasów 

tłuszczowych, w tym tłuszczowe grupy acylowe estrów cholesterolu. Wodoronadtlenki estrów 

cholesterolu zostały zidentyfikowane jako główny utleniony lipid w ludzkim osoczu  

i zmianach miażdżycowych [Harkewicz R i wsp., 2008; Choi SH i wsp. 2013]. Podczas 

przemieszczania się wolnych rodników w LDL, ten gatunek EC może generować 7-OOH.  

(2) Mieloperoksydaza, enzym hemowy wydzielany przez neutrofile i monocyty/makrofagi, 

jest kolejnym możliwym mechanizmem wyjaśniającym obecność 7-OOH w ścianach tętnicy 

[Nicholls SJ i Hazen SL, 2009]. Jego występowanie odkryto w ludzkich blaszkach 

miażdżycowych [Daugherty A i wsp., 1994], gdzie modyfikuje LDL, zwiększając w ten 

sposób ich powinowactwo do CD36 i SR-A [Podrez EA i wsp., 2000; Wang Z i wsp., 2007]. 

Mieloperoksydaza katalizuje wytwarzanie podchlorynu (OCl
-
) z H2O2 i jonów chlorkowych,  

a następnie rodnika hydroksylowego (HO∙), który może oderwać atom wodoru przy węglu  

C7 cholesterolu. 

(3) Syntaza tlenku azotu (NOS) i oksydaza NADPH, generują odpowiednio tlenek azotu 

(NO) i anionorodnik ponadtlenkowy (O2
•−

). NO i O2
•−

, reagując ze sobą tworzą silny utleniacz 

– nadtlenoazotyn (ONOO-).  

Tak więc, oprócz tworzenia de novo, 7-OOH może powstawać wtórnie jako niestabilny 

związek pośredni peroksydacji lipidów inicjowany przez silne utleniacze, takie jak HO∙  

i ONOO-. Niestabilność 7-OOH związana jest z dwoma odrębnymi rodzajami redukcji: 

jednoelektronowej lub dwuelektronowej.  

1.5 JEDNO I DWUELEKTRONOWA REDUKCJA WODORONADTLENKÓW 

CHOLESTEROLU 

Podobnie jak wszystkie LOOH, ChOOH mogą podlegać jednoelektronowej redukcji,  

w obecności jonów żelaza(II). W tym procesie ChOOH są przekształcane w pośrednie 

produkty rodnikowe, które mogą indukować łańcuchową peroksydację (Ryc. VII). 

Alternatywną drogą jednoelektronowej redukcji [Porter NA i wsp., 1995; Wilcox AL  
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i Marnett LJ, 1993] jest szybkie przegrupowanie z dodaniem O2 inicjujące powstawanie 

epoksyallilowego rodnika peroksylowego (OChOO•).  

 

Rycina VII. Pierwotne i wtórne reakcje peroksydacji lipidów. Trzy różne losy LOOH: (1) redukcja jednoelektronowa 

za pośrednictwem żelaza, powodujące amplifikację łańcucha; (2) katalizowana selenoperoksydazę (SePx) 

dwuelektronowa redukcja skutkująca hamowaniem peroksydacji; (3) przeniesienie do akceptora (błony/ lipoproteiny) 

gdzie mogą zachodzić procesy (1) lub (2). Skróty: LH – nienasycony lipid, L• – rodnik lipidowy, LOOH – nadtlenek 

lipidu, LOO• - rodnik peroksylowy, SePx – seleneoperoksydaza, GSH – zredukowany glutation, GSSG – utleniony 

glutation, OLOO• – epoksyallilowy rodnik nadtlenowy, OLO• –- epoksyallilowy rodnik tlenowy, LOH – redoksowo 

nieaktywny alkohol, OLOH - epoksyallilowy nieaktywny alkohol.  

Peroksydacja lipidów wywołana jednoelektronową redukcją LOOH daje początek nowym 

LOOH, które zasilają cały proces. W wyniku jednoelektronowej redukcji może dochodzić do 

propagacji peroksydacji na znaczne odległości w obrębie błony.  

Podczas jednoelektronowej redukcji z 7α- i 7β-OOH powstają 7α- i 7β-OH, 7=O i 5-O-6 

[Brown AJ i wsp., 1997; Girotti AW, 1998; Brown AJ i Jessup W, 2009]. Pomimo względnej 

niestabilności, wykryto znaczną ilość 7-OOH (szczególnie 7β-OOH) w płytce miażdżycowej 

[Chisolm GM i wsp. 1994; Brown AJ i wsp., 1997], a także w osoczu oraz tkankach ludzi  

i zwierząt chronicznie eksponowanych na działanie stresu oksydacyjnego [Sakamaki R i wsp., 

1994; Adachi J i wsp. 2001].  

Występowanie w płytkach miażdżycowych znacznie większych ilości 7=O i 7-OH  

w porównaniu do 7-OOH [Brown AJ i Jessup W, 2009; Shibata N i Glass CK, 2010; Poli G  
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i wsp. 2013] tłumaczy się głównie przekształceniem 7-OOH na drodze jednoelektronowej 

redukcji. W związku z tym obecność 7-oksysteroli stanowi dowód na to, że makrofagi są 

narażone na działanie oxLDL zawierających 7-OOH.  

ChOOH, mogą podlegać również dwuelektronowej katalizowanej enzymatycznie redukcji do 

nieaktywnych redoksowo produktów alkoholowych (Ryc. VII). Jest to proces detoksykacji 

konkurujący ze wzmagającą cytotoksyczność jednoelektronową redukcją. Detoksykacja 

LOOH jest mechanizmem naprawczym, w odróżnieniu od mechanizmów zapobiegawczych 

czyli detoksykacji czynników inicjujących, np. anionorodnika ponadtlenkowego przez 

dysmutazę ponadtlenkową (SOD), a H2O2 z udziałem katalazy [Girotti AW, 1998; Girotti 

AW, 2001].  

Enzymami najściślej związanymi z detoksykacją LOOH są zawierające selenocysteinę 

peroksydazy glutationowe typu GPx1 i GPx4 oraz układ peroksyreduktazy. Monomeryczna 

GPx4 (~20 kDA) różni się funkcjonalnie od tetramerycznej peroksydazy glutationowej typu 1 

(~82 kDA), która jest najczęściej występującą selenoperoksydazą w komórkach ssaków. 

Działanie GPx1 ograniczone jest do stosunkowo polarnych wodoronadtlenków, takich jak 

H2O2 czy wodoronadtlenki wolnych kwasów tłuszczowych, podczas gdy GPx4 działa 

zarówno na PLOOH, jak i ChOOH oraz mniej polarne nadtlenki bezpośrednio w błonach  

i lipoproteinach [Girotti AW, 1998 Ursini F i wsp., 1995]. GPx4 jest obecnie jedynym 

znanym enzymem zdolnym do bezpośredniego katalizowania detoksykacji redukcyjnej 

ChOOH [Thomas JP i wsp., 1990]. Badania pokazały, że GPx4 pełni kluczową rolę  

w ochronie przed powstającymi wolnorodnikowo nadtlenkami [Hurst R i wsp., 2001].  

Również inne badania w układach in vitro i in vivo wykazały antyoksydacyjną  

i antyperoksydacyjną rolę GPx4 [Yant LJ i wsp., 2003; Ran Q i wsp., 2003; Ran Q i wsp., 

2004]. Ponadto, istnieją dowody że GPx4 odgrywa bardzo ważną rolę w ochronie komórek 

przed niedawno opisaną formą śmierci komórkowej zwaną ferroptozą [Yang WS i wsp., 

2014; Yang WS i Stockwell BR, 2016]. Ferroptoza zależy od peroksydacji lipidów 

katalizowanej żelazem i stymulowanej przez inhibitory syntezy GSH lub GPx4. Ferroptoza 

odgrywa wyjątkową rolę w różnych procesach normo i patofizjologicznych [Yang WS i wsp., 

2014; Yang WS i Stockwell BR, 2016]. Udowodniono także, że GPx4 odgrywa kluczową rolę 

regulacyjną w działaniu lipoksygenazy (LOX) i cyklooksygenazy (COX) [Weitzel F i Wendel 

A, 1993; Schnurr K i wsp., 1996].  
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1.6 PRZEMIESZCZANIE SIĘ WODORONADLENKÓW CHOLESTEROLU  

Peroksydacja lipidów nie jest ograniczona tylko do najbliższego otoczenia LOOH w błonie 

czy lipoproteinach, ale może rozprzestrzeniać się przez przemieszczanie LOOH [Vila A  

i wsp., 2000; Vila A i wsp., 2001; Vila A i wsp., 2002]. Wszystkie LOOH, w tym ChOOH, są 

bardziej polarne niż lipidy macierzyste, a przez to powinny łatwiej desorbować do środowiska 

wodnego, umożliwiając wewnątrzkomórkowy i pozakomórkowy transfer do miejsc 

akceptorowych. Szybkość spontanicznego transferu koreluje więc ze wzrostem 

hydrofilowości ChOOH [Vila A i wsp., 2001], a sam transfer jest całkowicie niezależny od 

fizycznego kontaktu między donorem i akceptorem. Ten sam ogólny trend zaobserwowano 

przy zastosowaniu różnych modeli transferowych, w tym z liposomów do komórek oraz  

z czerwonych krwinek do LDL [Vila A i wsp., 2001; Vila A i wsp., 2002; Girotti AW, 2008].  

Dzięki temu po raz pierwszy wykazano, że ograniczona przez szybkość transferu 

cytotoksyczność, jest możliwa dla egzogennych LOOH. PLOOH również mogą spontanicznie 

ulegać translokacji, jednak są mniej mobilne niż ChOOH.  

Ponieważ krążące czerwone krwinki są pod stosunkowo wysoką presją oksydacyjną, a także 

mają ograniczone zdolności antyoksydacyjne [Halliwel B, 1999], transfer do akceptora, 

takiego jak LDL, może skutkować ochroną przed uszkodzeniami peroksydacyjnymi. 

Przekroczenie zdolności antyoksydacyjnej LDL, może spowodować powstawanie 

miażdżycowych oxLDL.  

Białka transportowe odgrywają kluczową rolę w metabolizmie lipidów, biogenezie  

i metabolizmie błony. Dobrze znanym wewnątrzkomórkowym przykładem jest białko SCP2, 

które może transportować sterole i fosfolipidy między membranami [Scallen TJ i wsp., 1985]. 

Może przyspieszyć przemieszczenie się także ChOOH między błonami [Vila A i wsp., 2004]. 

Badania pokazały, że klony komórek wątroby z 10-krotnie większą ekspresją SCP-2 niż 

komórki kontrolne, były znacznie bardziej wrażliwe na uszkodzenia indukowane ChOOH,  

a także miały wyższą śmiertelność niż kontrola [Kriska T i wsp., 2006; Kriska T i wsp., 

2010]. Nieaktywny redoksowo ligand SCP-2 (7α-OH) i aktywny redoksowo, ale nie będący 

ligandem wodoronadtlenek tert-butylu nie wykazywały takich efektów. Był to pierwszy 

dowód na to, że wewnątrzkomórkowy transport ChOOH może rozszerzać uszkodzenia 

oksydacyjne wywołane wodoronadtlenkami oraz wzmagać ich cytotoksyczność.  

W przeciwieństwie do SCP-2, który rozpoznaje różne lipidowe ligandy, białka StAR są 

wysoce specyficzne dla cholesterolu i innych steroli [Soccio RE i Breslow JL, 2003], a także 

ChOOH [Korytowski W i wsp., 2010]. Białka z rodziny StAR odgrywają kluczową rolę  
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w syntezie hormonów steroidowych poprzez transport cholesterolu do i w mitochondriach 

komórek steroidogennych, gdzie jest przekształcany w pregnenolon przez cytochrom P450scc 

[Miller WL, 1988; Payne AH i Hales DB, 2004]. Białka StAR odgrywają również kluczową 

rolę we wczesnym etapie RCT w makrofagach, ograniczając jego nadmierną akumulację 

[Cuchel M i Rader DJ, 2006; Borthwick F i wsp., 2009] (podrozdział 1.3 „Eksport i import 

cholesterolu w komórkach”).  
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2 CELE PRACY 

2.1 CELE GŁÓWNE 

1. Sprawdzenie czy białka z rodziny StAR w warunkach stresu oksydacyjnego przenoszą  

do mitochondriów makrofagów nie tylko cholesterol, ale i jego utlenione formy  

– wodoronadtlenki cholesterolu 7-OOH (7α-OOH i 7β-OOH).  

2. Wykazanie kluczowej roli transportu aktywnych redoksowo 7-OOH w szerzeniu 

cytotoksycznych konsekwencji w komórkach makrofagów i udziału tego procesu  

we wczesnych stadiach rozwoju miażdżycy.  

W tym celu sprawdzono: 

 ekspresję kluczowych białek transportujących cholesterol w makrofagach poddanych 

działaniu 7-OOH, 

 wychwyt 7-OOH przez komórki makrofagów w warunkach stresu oksydacyjnego, 

 cytotoksyczność różnych form utlenionego cholesterolu ze szczególnym skupieniem 

na 7-OOH i uwzględnieniem ich wpływu na aktywność białek transportowych  

i rozprzestrzenianie się stresu oksydacyjnego w komórce, 

 wpływ 7-OOH na aktywność 27-hydroksylazy sterolowej i produkcję  

27-hydroksycholesterolu, 

 rolę 7-OOH w modulowaniu wychwytu cholesterolu i jego eksportu do akceptorów 

apoA-I oraz HDL. 
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3 MATERIAŁY DOSTĘPNE KOMERCYJNIE 

Hodowle komórkowe linie komórkowe: ludzka linia monocytarna THP-1, mysia linia 

monocytarno/makrofagowa RAW 264.7 – ATCC (ang. American Type Culture 

Collection ) 

DMEM, RPMI1640 – Gibco® 

pirogronian sodu, penicylina-streptomycyna, L- glutamine,-merkaptoetanol, FBS, 

12-mirystylo-13-octan forbolu (PMA), Bu2cAMP – Sigma-Aldrich 

Transfekcja Lipofectamina RNAiMAX, Lipofectamine® LTX with Plus™ Reagent  

– Invitrogen™ 

Opti-MEM® – Gibco® 

STARD1 siRNA, control siRNA – Santa Cruz Biotechnology 

siRNA skoniugowany z fluoresceiną BLOCK-iT™ – Thermofisher Scientific 

Lipidy Cholesterol, 7=O – Sigma-Aldrich 

POPC, 27-OH – Avanti Polar Lipids 

Cholesterol [C
14

] – Perkin Elmer  

Analiza ekspresji 

białka 

DC Protein Assays Kit – Bio-Rad  

bufor do próbek NuPAGE™ LDS Sample Buffer 4x, NuPAGE™ Sample Reducing 

Agent 10x, Bolt™ 4-12% Bis-Tris Plus Gels, NuPAGE™ MES Running Buffer, 

NuPAGE™ 3-8% Tris-Acetate Protein Gels, NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running 

Buffer – Invitrogen™ 

błona PVDF – Millipore 

kwas p- kumarynowy, luminol, deoksycholan sodu – Sigma-Aldrich 

BSA – Cell Signalling 

Przeciwciała dla STARD1, STARD4, ABCA1, ABCG1, drugorzędowe przeciwciała anty- kozie, 

sprzężone z HRP – Santa Cruz Biotechnology  

dla CYP27A1 – Abcam  

dla α-TUBULINY, β-AKTYNY, drugorzędowe przeciwciała anty- królik, sprzężone 

z HRP, drugorzędowe przeciwciała anty- mysz, sprzężone z HRP – Cell Signaling 

Technology 

dla PGC1α, TFAM – ThermoFisher Scientific 

Analiza ekspresji 

genów 

TRI-Reagent, 1-bromo-3-chloropropan, deoxynucleotide set dNTP, DTT, H2O2 

 – Sigma-Aldrich 

transkryptaza SuperScript® IV – Invitrogen™ 

Oligo(dT)20 – EURX  

inhibitor RNaz – Applied Biosystems™ 

GoTaq® 2-Step RT-qPCR – Promega  

Synteza starterów – Genomed 

Rozpuszczalniki  metanol, acetonitryl, izopropanol, etanol, dichlorometan, heksan, octan etylu, toluen  

– Sigma-Aldrich  

DMSO – BioShop Lifescientific Products 

chloroform, kwas octowy lodowaty – Polskie Odczynniki Chemiczne 

płyn do licznika scyntylacyjnego OptiScint ‘HiSafe’ – Perkin Elmer 

Barwniki C11-BODIPY
581/591

, MitoTracker™ Deep Red FM – Molecular Probes  

Mito-ID – Enzo  

JC-1 – Caymann Chemical  

Hoechst (bisBenzimide H 33342 trihydrochloride), Janus Green – Sigma  

Inne  NaClO4, KI, Chelex® 100 sodium form, MTT, -NADPH, izocytrynian trisodu, 

dehydrogenaza izocytrynianowa, inhibitory proteaz, paraformaldehyd, octan kadmu, 

-cyklodekstran, róż bengalski, glukoza – Sigma-Aldrich  

NaOH, HCl – Polskie Odczynniki Chemiczne 

Tris, NaCl, EDTA, sacharoza, Tween 200, PBS – BioShop Lifescientific Products 

PCR Mycoplasma Test Kit – Applichem  

MitoBiogenesis™ In-Cell ELISA Kit – abcam  

płytki z żelem krzemionkowym silica gel-60 HPTLC – EM Science 

filtr 0,45 m – Supelco  

filtry do ekstrudera - WHATMAN 
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4 METODY 

4.1 SYNTEZA 7-OOH 

7-OOH przygotowano według procedury opisanej przez Beckwith’a z modyfikacjami 

[Beckwith ALJ i wsp., 1989]. 

Syntezę rozpoczęto od utlenienia cholesterolu do 5α-OOH. W tym celu roztwór cholesterolu  

z 100 μM różem bengalskim w pirydynie naświetlono za pomocą lampy ksenonowej o mocy 

1000W. Do roztworu stale doprowadzano tlen i za pomocą płaszcza wodnego utrzymywano 

w temp. 2°C. Ponieważ róż bengalski w trakcie naświetlania blaknął, co jakiś czas dodawano 

jego świeży roztwór. Poziom powstającego 5α-OOH monitorowano przy pomocy 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Varian 9002) z detektorem elektrochemicznym 

(HPLC-EC EG&G Princeton Applied Research) jak opisała wcześniej grupa profesora 

Korytowskiego [Korytowski W i wsp., 1999]. Rozdział prowadzono na kolumnie  

o wymiarach 70 x 4,6 mm ze złożem oktadecylisilanowym (C18) o średnicy ziaren 3 m  

z fazą ruchomą (eluentem) złożoną z 72% metanolu, 11% acetonitrylu, 8% izopropanolu oraz 

9% roztworu 1mM NaClO4 w wodzie (v/v). Eluent do rozdziału filtrowano za pomocą sączka 

o średnicy porów 0,45 m (Supelco, Bellefonte, PA, USA) oraz argonowano przez  

co najmniej 1 h. Prędkość przepływu eluentu wynosiła 1 ml/min, a zakres pomiarowy do 100 

nA. Po 6 h naświetlania, większość cholesterolu utleniła się do 5α-OOH, który następnie 

oczyszczono z pirydyny za pomocą wyparki próżniowej w temp. 40°C. Następnie 5α-OOH 

rozpuszczono w fazie do rozdziału złożonej z 76% metanolu, 11% acetonitrylu,  

7,5% izopropanolu oraz 5,5% wody i rozpoczęto dalsze oczyszczanie za pomocą HPLC 

Shimadzu. Do rozdziału użyto kolumny półpreparatywnej o długości 250 x 8 mm,  

z wypełnieniem RP-18 i średnicy porów 5 m. Szybkość przepływu eluentu wynosiła  

2 ml/min. Zebrany 5α-OOH wysuszono pod zredukowanym ciśnieniem w temp. 40°C  

i rozpuszczono w chloroformie. Następnie roztwór 5α-OOH inkubowano w ciemności,  

w temp. 45°C przez 6 h do umożliwienia izomeryzacji w 7-OOH. Uzyskany produkt  

(7-OOH) oczyszczono używając HPLC Shimadzu (76% metanolu, 11% acetonitrylu,  

7,5% izopropanolu oraz 5,5% wody; kolumna RP-18 o długości 250 x 8 mm, średnica porów 

5 m; przepływ eluentu 2 ml/min). Otrzymaną czystą frakcję wysuszono strumieniem azotu  

i rozpuszczono w metanolu. 
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4.2 OZNACZENIE STĘŻENIA -OOH – HPLC-EC ORAZ TEST 

JODOMETRYCZNY  

Do pomiaru stężenia wodoronadtlenku cholesterolu użyto równocześnie dwóch metod: 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej z elektrodą rtęciową HPLC-EC [Korytowski W  

i wsp., 1999] oraz testu jodometrycznego [Pryor WA i Castle L, 1984].  

Do oznaczenia stężenia 7-OOH przy użyciu HPLC-EC użyto standardu 7-OOH o znanym 

stężeniu (10 mM) oraz dwóch rozcieńczeń uzyskanego wodoronadtlenku cholesterolu  

w duplikacie zgodnie z procedurą opisaną w podrozdziale 4.1 „Synteza wodoronadtlenków 

cholesterolu 7-OOH”. Prędkość przepływu eluentu wynosiła 1 ml/min a zakres pomiarowy  

do 100 nA. Do przygotowania krzywej kalibracyjnej przygotowano 5 rozcieńczeń 7-OOH  

w metanolu (2 μM, 4 μM, 6 μM, 8 μM oraz 10 μM), które kolejno rozdzielano wstrzykując 

po 10 μl próbki (zaczynając od najniższego stężenia). Sporządzono krzywą kalibracyjną 

 – zależność pola powierzchni pod pikiem od stężenia 7-OOH w roztworze. Stężenie 7-OOH 

uzyskanego w wyniku syntezy obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej.  

Test jodometryczny jest metodą absorbcjometryczną polegającą na utlenieniu jodku potasu 

(KI) za pomocą wodoronadtlenków (równanie 1). W wyniku reakcji powstaje wolny jod, 

który reagując z nadmiarem jonów jodkowych daje barwny produkt – jon trójjodkowy 

(równanie 2). Stężenie jonów   
  oznacza się absorpcjometrycznie przy długości fali 353 nm. 

Cała reakcje przeprowadzana jest w warunkach beztlenowych.  

                        (1) 

         
      (2) 

Układ pomiarowy składał się z dwóch szklanych buteleczek umieszczonych na lodzie.  

W pierwszej znajdowało się 0,5 ml wody a w drugiej 5 ml mieszaniny chloroform/kwas 

octowy lodowaty (2:3 v/v). Przez oba roztwory przez 15-20 minut przepuszczano argon 

wysokiej jakości. Następnie do buteleczki z wodą dodano 0,6 g KI. Do pomiaru stężenia 

wodoronadtlenków użyto dwóch objętości roztworu uzyskanego 7-OOH (5 l i 10 l), każdą 

w tryplikacie. Jako kontroli użyto 10 l metanolu. Wszystkie badane próbki przed pomiarem 

wysuszono za pomocą argonu.  

Po rozpuszczeniu w 0,3 ml mieszaniny chloroform/kwas octowy lodowaty do każdej 

dodawano 20 μl roztworu KI, wytrząsając 10 s i inkubowano w RT przez 10 minut. 

Wszystkie powyższe czynności wykonywano pod płaszczem z argonem. Reakcję zakończono 

dodając do próbek 900 l 0,5% octanu kadmu, który stabilizuje jony jodkowe. Następnie 

próbki wirowano w celu rozdzielenia faz (14000 g, 5 min) a do pomiaru absorbancji zebrano 
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jedynie górną fazę wodną. Absorbancję mierzono względem wody. Do obliczenia stężenia  

7-OOH użyto następującego wzoru: 

       
     

      
    

 

gdzie:   A – absorbancja,  

   V – pierwotna objętość próbek ( przed wysuszeniem). 

4.3 HODOWLA KOMÓRKOWA, STYMULACJA Bu2cAMP I TRAKTOWANIE  

7-OOH 

4.3.1 Makrofagi ludzkie THP-1 

Ludzkie komórki ostrej białaczki monocytowej, THP-1, hodowano według zaleceń ATCC  

w temp. 37°C i atmosferze 5% CO2 oraz 90% wilgotności. Jest to linia zawiesinowa 

hodowana w medium RPMI1640 z dodatkiem glukozy (4,5 g/l), penicyliny  

(100 jednostek/ml), streptomycyny (0,1 mg/ml) oraz 0,05 mM -merkaptoetanolu, 

wzbogacone o 10% surowicę bydlęcą (FBS). Komórki były hodowane w gęstości nie 

przekraczającej 1 × 10
6 

komórek/ml. Medium było zmieniane co 2-3 dni a komórki były 

regularnie testowane na obecność mykoplazmy za pomocą PCR Mycoplasma Test Kit 

(Applichem).  

W celu przekształcenia monocytów w makrofagi, do komórek dodawano na 72 h PMA  

(12-mirystylo-13-octan forbolu) w zakresie stężeń od 16 nM do 160 nM. Po tym czasie 

medium wymieniono na świeże, a po kolejnych 24 h komórki inkubowano w medium 

zawierającym lub nie zawierającym 0,2 mM dibutyrylo cAMP (Bu2cAMP) w medium 

hodowlanym z 1% FBS przez 12 h. Następnie komórki przemyto dwa razy medium 

pozbawionym FBS i czerwieni fenolowej i podano małe jednowarstwowe liposomy SUV 

(ang. small unilamellar vesicles). 

4.3.2 Makrofagi mysie RAW 264.7 

Mysia makrofagowa linia komórkowa RAW 264.7 była hodowana zgodnie z zaleceniami 

ATCC w temp. 37°C, atmosferze 5% CO2 oraz 90% wilgotności w medium DMEM  

z dodatkiem glukozy (4,5 g/l), penicyliny (100 jednostek/ml), streptomycyny (0,1 mg/ml) 

oraz 10% FBS. Komórki były pasażowane przez zeskrobywanie, medium wymieniano  
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co 2-3 dni, a komórki były regularnie testowane na obecność mykoplazmy za pomocą PCR 

Mycoplasma Test Kit (Applichem). 

Mysie makrofagi były hodowane do osiągnięcia 70% konfluencji. Następnie przez  

9-12 h inkubowano je w medium bez surowicy zawierającym bądź nie zawierającym 

Bu2cAMP o stężeniu 1 mM. Po stymulacji komórki przemyto dwa razy medium 

pozbawionym FBS i czerwieni fenolowej i podano SUV. 

4.4 TRANSFEKCJA KOMÓREK THP-1 

4.4.1 Optymalizacja transfekcji 

W celu dobrania optymalnych stężeń odczynników do transfekcji użyto dwóch rodzajów 

nośników (lipofektamin): Lipofectamine® RNAiMAX (Invitrogen™) oraz Lipofectamine® 

LTX with Plus™ Reagent (Invitrogen™) oraz oligomeru BLOCK-iT™. BLOCK-iT™ jest 

znakowanym fluoresceiną dwuniciowym dupleksem RNA o tej samej długości, ładunku  

i konfiguracji co standardowy siRNA, a jego sekwencja nie jest homologiczna do żadnego  

z poznanych ludzkich genów. siRNA w wyniku połączenia się z lipofektaminą tworzy 

dodatnio naładowane liposomy, które ulegają fuzji z negatywnie naładowanymi komórkami. 

Procedurę transfekcji przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zmieniając jedynie 

stężenia siRNA oraz lipofektaminy.  

W poniższej tabeli (Tabela 1) przedstawiono stężenia lipofektaminy oraz siRNA użyte  

do optymalizacji transfekcji. Podane ilości są ilościami doawanymi na 1 studzienkę płytki  

96-ołkowej. 

Tabela 1 Składniki mieszaniny reakcyjnej do optymalizacji transfekcji komórek THP-1 użytej na 1 studzienkę płytki 

96-dołkowej. 

 Warunek 1 Warunek 2 Warunek 3 Warunek 4 

Ilość Lipofectamine® 

RNAiMAX/ Lipofectamine® 

LTX with Plus™ Reagent 

0,2 μl 0,3 μl 0,4 μl 0,5 μl 

Ilość użytego siRNA 5 lub 10 pmol 

Końcowa objętość medium 50 lub 100 μl 

 

Ocenę wydajności transfekcji przeprowadzono używając mikroskopu fluorescencyjnego 

Nikon Eclipse TS100 (wzbudzenie 450-490 nm, emisja 520 nm). Na podstawie wizualnej 

oceny intensywności emitowanej fluorescencji proporcjonalnej do wydajności transfekcji oraz 
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przeżywalności komórek wybrano początkowe warunki transfekcji. W warunkach tych 

ponownie przeprowadzono procedurę transfekcji, tym razem używając specyficznego wobec 

sekwencji transkryptu STARD1 oraz negatywnej kontroli czyli dwuniciowego RNA  

z sekwencją niehomologiczną do żadnego z poznanych ludzkich genów scr (ang. scrambled 

siRNA). Po 24 h oraz 48 h od transfekcji, komórki zebrano i analizowano pod kątem ekspresji 

STARD1 (podrozdział 4.7 „Analiza ekspresji białek – Western Blot”).  

4.4.2 Transfekcja 

Krótki interferencyjny RNA (siRNA), specyficzny wobec sekwencji transkryptu STARD1, 

zakupiono z Santa Cruz Biotechnology. Do transfekcji użyto Lipofectamine® with Plus™ 

Reagent o stężeniu 10 μl/ml oraz siRNA (5 pmol na dołek płytki 96-dołkowej, a 80 pmol na 

dołek płytki 6-dołkowej) rozpuszczonych w medium Opti-MEM® (Gibco®). Komórki 

inkubowano w mieszaninie transfekcyjnej przez 6 h. Równocześnie w tych samych 

warunkach podawano negatywną kontrolę transfekcji (Santa Cruz Biotechnology).  

Po transfekcji komórkom zmieniono medium na medium hodowlane z 10% FBS na 24 - 48 h.  

4.5  PRZYGOTOWANIE LIPOSOMÓW 

Małe jednowarstwowe liposomy składające się z POPC/Chol (1:1 molowo), lub 

POPC/Chol/7-OOH (2,5:1,5:1 molowo) przygotowano w procesie ekstruzji. Odpowiednie 

ilość lipidów osuszono w szklanych probówkach najpierw strumieniem azotu, stale  

je obracając i uzyskując tym samym cienką warstwę filmu lipidowego. Następnie lipidy 

suszono przy obniżonym ciśnieniu przez noc używając pompy próżniowej (Vacuubrand 

GMBH + Co Kg). Wysuszone lipidy zawieszono w buforze PBS bez jonów Ca
2+

 i Mg
2+  

i dodatkowo pozbawionym jonów żelaza (podrozdział 4.5.1 „Usuwanie jonów żelaza z buforu 

PBS”). Zawiesinę intensywnie wytrząsano przez 5 minut po czym 5-krotnie mrożono  

w ciekłym azocie i rozmrażano w ciepłej wodzie (37°C) w celu utworzenia struktur 

uporządkowanych. Uzyskane w ten sposób liposomy wielowarstwowe przeciskano 15 razy 

przez membranę o średnicy porów 50 nm umieszczoną w ekstruderze strzykawkowym 

tworząc liposomy jednowarstwowe o wielkości 50 nm.  

4.5.1 Usuwanie jonów żelaza z buforu PBS 

W celu pozbawienia buforu PBS jonów żelaza, do butelki z buforem wrzucono wcześniej 

przygotowany woreczek dializacyjny z chelexem 100 i inkubowano przez 1 dzień  

w temperaturze pokojowej. Następnie woreczek dializacyjny wyciągnięto a roztwór PBS 
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został wysterylizowany parą wodną pod ciśnieniem (121°C, 1 atm., 21 minut) w autoklawie 

Panasonic MLS-3781L (Panasonic). 

4.6 PODANIE WODORONADTLENKU TERT-BUTYLU 

Wodoronadtlenek tert-butylu (t-BuOOH) jest rozpuszczalny w wodzie i został podawany 

komórkom w medium bez czerwieni fenolowej i FBS.  

4.7  ANALIZA EKSPRESJI BIAŁEK – WESTERN BLOT 

Komórki po traktowaniu 7-OOH lub cholesterolem zdrapano do buforu PBS, odwirowano 

(2000g, 5 minut) i poddano lizie w buforze RIPA z inhibitorami proteaz. Następnie próbki 

wirowano (14000g, 10 minut) a supernatant przeniesiono do nowych probówek. Całkowite 

białko w zlizowanych próbkach oznaczono stosując zmodyfikowaną metodę Lowry’ego 

[Lowry OH i wsp., 1951], używając DC Protein Assays Kit (Bio-Rad).  

Próbki zawierające wymaganą ilość białka całkowitego (przeważnie od 20 do 100 μg) 

rozcieńczono w buforze do próbek NuPAGE™ LDS Sample Buffer 4x (Invitrogen™) 

dodając NuPAGE™ Sample Reducing Agent 10x (Invitrogen™), a następnie denaturowano 

w 75 °C przez 10 minut. Białka rozdzielano przez elektroforezę w warunkach redukujących 

SDS-PAGE. W zależności od wielkości badanych białek używano żeli poliakrylamidowych  

o odpowiedniej gęstości. Dla białek o wielkości do 120 kDA użyto gotowych żeli Bolt™  

4-12% Bis-Tris Plus Gels (Invitrogen™), a rozdział przeprowadzono w buforze NuPAGE™ 

MES Running Buffer (Invitrogen™) przy napięciu 165V przez 40 minut. Do białek powyżej 

120 kDA użyto żeli NuPAGE™ 3-8% Tris-Acetate Protein Gels (Invitrogen™) a rozdział 

przeprowadzono w buforze NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer (Invitrogen™) przy 

napięciu 150V przez 60 minut. 

Po rozdziale elektroforetycznym białka przenoszono na membranę z polifluorku winylidenu 

PVDF (Millipore) przy użyciu zestawu do transferu mokrego X-Cell Sure Lock (Invitrogen®) 

w buforze do transferu (90 minut, 30V). Po transferze membranę blokowano w temperaturze 

pokojowej przez 2 h w buforze blokującym zawierającym 5% albuminy bydlęcej (BSA). 

Błony inkubowano przez noc w temp. 4°C w 5% BSA/TBST zawierającym pierwszorzędowe 

przeciwciała (Tabela 2). 

Następnego dnia membrany przemyto 3 razy po 10 minut TBST i inkubowano  

z odpowiednimi drugorzędowymi przeciwciałami sprzężonymi z peroksydazą chrzanową  

w 1% BSA/TBST przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym płukaniu, błonę 
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inkubowano z substratem do chemiluminescencji (bufor ECL) i obrazowano przy użyciu 

systemu Fusion Fx (Vilber). Uzyskane wyniki poddano densytometrycznej analizie używając 

programu ImageJ. 

Tabela 2. Przeciwciała użyte w doświadczeniach. 

 Nazwa przeciwciała Producent  Rozcieńczenie 

P
rz

ec
iw

ci
a

ła
 p

ie
rw

sz
o

rz
ęd

o
w

e anty-STARD1 Santa Cruz Biotechnology 1:500 

anty-STARD4 Santa Cruz Biotechnology 1:500 

anty-CYP27A1 Abcam 1:1000 

anty-ABCA1 Santa Cruz Biotechnology 1:1000 

anty-ABCG1 Santa Cruz Biotechnology 1:1000 

anty--TUBULINA Cell Signaling Technology 1:1000 

anty--AKTYNA Cell Signaling Technology 1:1000 

P
rz

ec
iw

ci
a
ła

 

d
ru

g
o
rz

ęd
o
w

e 

anty-królicze Cell Signaling Technology 1:2000 

anty- mysie  Cell Signaling Technology 1:1000 

anty- kozie Santa Cruz Biotechnology 1:1000 
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Tabela 3. Skład buforów użytych do analiz Western Blot. 

Nazwa buforu  Skład 

RIPA 500 mM Tris 

150 mM NaCl,  

1 mM EDTA 

1 mM EGTA 

0,1% SDS 

1% Tryton X-100 

1% Deoksycholan sodu 

pH 7,5 

+ inhibitory proteaz (bezpośrednio przed użyciem)  

ECL  50 mM Na2HPO4 

50 mM Na2CO3 

150 mM NaCl 

10 mM NaBO3•4H20 

pH 9,5 

+ do 10 ml buforu dodanie 25 μl kwas p-kumarynowego (90 

mM w DMSO) oraz 60 μl luminolu (250 mM w DMSO) + 5 

μl 30% H2O2 (bezpośrednio przed użyciem) 

Bufor do Transferu Novex® Tris-Glycine Transfer Buffer  

20% metanol 

TBST 50 mM Tris 

150 mM NaCl 

0,1% Tween 20 

pH 7,4 

4.8  PCR W CZASIE RZECZYWISTYM – REAL-TIME PCR 

4.8.1 IZOLACJA RNA 

Do izolacji RNA stosowano metodę Chomczyńskiego [Aviv H i Leder P, 1972; Chomczynski 

P i Sacchi N, 1987; Chomczynski P, 1993; Chomczynski P i Macke K,1995]  

z modyfikacjami. W tym celu komórki zlizowano za pomocą odczynnika TRI Reagent® 

(Sigma). Jest to mieszanina fenolu, izotiocyjanianu guanidyny i innych związków, które 

prowadzą do lizy komórek i inaktywacji endogennych RNAz. Próbki następnie wirowano  

w celu pozbycia pozostałości błon (12000g, 10 minut, 4°C) a supernatanty przeniesiono do 

świeżych probówek. Do próbek dodano 1-bromo-3-chloropropan (1/10 objętości użytego TRI 

Reagenta®) i 15 s wytrząsano. Następnie inkubowano w temperaturze pokojowej przez  

8 minut i wirowano (12 000g, 15 minut, 4°C). Po wirowaniu nastąpiło rozdzielenie 

składników lizatu na trzy warstwy (górna: RNA, środkowa: DNA, dolna: białko). Do dalszej 

izolacji bardzo ostrożnie zebrano tylko frakcję górną wodną, w której zatrzymuje się RNA. 
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Następnie używając izopropanolu (1/2 objętości użytego TRI Reagenta®) wytrącono RNA, 

po czym oczyszczano przez dwukrotne przemywanie 75% etanolem (taką samą objętością jak 

użyta objętość TRI Reagent®). Po każdym przemywaniu próbki wirowano (12000g, 5 minut, 

4°C) i usuwano etanol. Po ostatnim przemyciu, etanol usunięto z probówek, a uzyskany, 

czysty pelet RNA suszono przez 10 minut na powietrzu. Oczyszczone RNA rozpuszczono  

w wodzie wolnej od RNAz, a następnie poddano analizie ilościowej i jakościowej używając 

czytnika płytek Clariostar (BMG Labtech). W tym celu po 2 l próbki przeniesiono na płytkę 

pomiarową i zmierzono absorbancję przy 230 nm, 260 nm oraz 280 nm. Próbę zerową 

stanowiła woda.  

Miarą czystości RNA jest stosunek absorbancja A260/280 (zanieczyszczenie RNA przez 

DNA) oraz A260/230 (zanieczyszczenie RNA przez białka, fenol lub inne organiczne 

składniki). Przyjmuje się, że czyste DNA lub RNA ma A260/280 > 1,8 oraz A260/230 > 1,8. 

Dlatego do dalszych analiz brano tylko próbki na takim poziomie czystości. 

4.8.2 REAKCJA ODWROTNEJ TRANSKRYPCJI (RT-PCR) 

Natychmiast po izolacji, RNA przepisano na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji  

(ang. reverse transcription). Enzymem użytym w reakcji była odwrotna transkryptaza 

SuperScript® IV (Invitrogen™). Jako starterów użyto Oligo(dT)20 (EURX).  

Mieszaninę zawierającą 2 g RNA, 1 l 50 M Oligo(dT)20, 1 l 10 mM deoxynucleotide set 

dNTP i uzupełniono do objętości 10 μl wodą wolną od RNAz. Próbki inkubowano przez  

5 minut w temp. 65°C, a następnie chłodzono je na lodzie przez co najmniej 1 minutę. 

Następnie dodano mieszaninę reakcyjną składającą się z 1 l odwrotnej transkryptazy, buforu 

reakcyjnego, 1 l 100 mM DTT oraz 1 l inhibitora RNAz (20U/1 l) i całość inkubowano 

przez 10 minut w 55°C. Reakcję zakończono przez 10-minutową inkubację w temp. 80°C. 

Tak uzyskany cDNA przechowywano w temp. -80°C lub natychmiast poddano łańcuchowej 

reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR) z użyciem specyficznych 

starterów.  

4.8.3 ŁAŃCUCHOWA REAKCJA POLIMERAZY W CZASIE RZECZYWISTYM 

(REAL-TIME PCR) 

Analizę namnażania produktów amplifikacji w czasie rzeczywistym dokonano używając 

aparatu StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). Jako fluoroforu 

użyto barwnika SybrGreen, który wiążąc się do podwójnej nici DNA daje wzrost 
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intensywności fluorescencji. W reakcji amplifikacji użyto polimerazy GoTaq® 2-Step  

RT-qPCR (Promega).  

Skład mieszaniny reakcyjnej podano w Tabeli 4. 

Tabela 4. Skład mieszaniny reakcyjnej użytej do reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. 

Składnik Objętość Stężenie końcowe 

cDNA 5 l 2-3 ng/l 

GoTaq® qPCR 

Master Mix, 2X 
7,5 l 1x 

Startery (F+R) 1,5 l 200 nM (F i R) 

H2O 1 l - 

 

Sekwencje starterów użytych do reakcji są przedstawiono w tabeli poniżej (Tabela 5). Startery 

projektowano przy użyciu programu PrimerBLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) oraz sprawdzono dodatkowo w programie 

OligoAnalyzer (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer).  

Tabela 5. Sekwencje starterów użytych w reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Tm- temperatura topnienia 

Gen 

Sekwencje starterów (5’  3’) 

F: sensowna 

R: antysensowna 

Długość 

amplikonuu [pary 

zasad] 

Tm 

[°C] 
Numer dostępu 

STARD1 
F: GAACCCCAATGTCAAGGAGA 

R: CAGCCAGCTCGTGAGTAATG 
73 58 NM_00349 

CYP27AI 
F: TCTGTGCCCTTTGGCTATGG 

R: TACTTCTGGATCAGCCTTGCG 
95 58 NM_000784 

ABCA1 
F: CTAGTCCCGGCAAAAACCCC 

R: GCTGGTCATTAACTGTTTTCCACT 
253 58 NM_005502 

ABCG1 
F: ACATGCCTGCAGTGGTGAAA 

R: TGGTGTAGCGCCACAAACAT 
135 60 NM_207627 

GAPDH 
F: GGCCACTAGGCGCTCAC 

R: GCCCAATACGACCAAATCCGT 
106 58 NM_001289746 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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Profil temperaturowo- czasowy wyglądał następująco: 

Tabela 6. Profil temperaturowo-czasowy reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. 

Krok Liczba cykli Temperatura Czas 

Aktywacja polimerazy 1 95°C 5 min 

Denaturacja 
40 

95°C 15 s 

Anealling/ wydłużanie 56-62°C1
 1 min 

Dysocjacja 1 60-95°C - 

                                                 

1
 W zależności od użytego startera. Wartości temperatury podano w Tabeli 5. 
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4.9 POMIAR WYCHWYTU 7-OOH 

Stymulowane Bu2cAMP bądź niestymulowane makrofagi zostały poddane działaniu SUV 

POPC/Chol/7-OOH ze znakowanym [
14

C] 7-OOH (0,2 μCi /ml) o początkowym stężeniu  

7-OOH 50 μM lub 100 μM (5 h). Po inkubacji, komórki przemyto dwukrotnie buforem PBS, 

zeskrobano i odwirowano. W celu oceny wychwytu przez mitochondria, z komórek 

dodatkowo izolowano mitochondria (podrozdział 4.14.1 „Izolacja mitochondriów”). 

Radioaktywność próbek była analizowana za pomocą zliczania scyntylacyjnego.  

Analogicznie postępowano z komórkami transfekowanymi, przy czym eksperyment 

rozpoczynano 24 h po zakończeniu transfekcji. 

4.10 OCENA PRZEŻYWALNOŚCI KOMÓREK – TEST MTT 

Do analizy przeżywalności komórek użyto testu MTT [Mossman T, 1983]. Jest to 

kolorymetryczny test mierzący aktywność metaboliczną komórki. Polega na przekształceniu 

pomarańczowej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-

yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) przez mitochondrialny enzym, dehydrogenazę bursztynianową, 

w nierozpuszczalny w wodzie ciemnoniebieski formazan. Kryształy formazanu są następnie 

rozpuszczane w mieszaninie DMSO/etanol (1:1 v/v). Powstaje wówczas barwny roztwór, 

którego intensywność mierzona jest spektrofotometrycznie w zakresie długości fal  

492-570 nm.  

Do komórek dodano świeże medium z MTT (0,5 mg/ml) i inkubowano przez około  

2 h (od 1 do 4 h) w temp. 37 °C. Po tym czasie medium odessano, a komórki rozpuszczono  

w mieszaninie DMSO/etanol i zmierzono absorbancję przy długości fali 560 nm używając 

czytnika płytek Tecan GENios Plus (Tecan).  

4.11 POMIAR MITOCHONDRIALNEGO POTENCJAŁU BŁONOWEGO ΔΨm 

Mitochondrialny potencjał błonowy mierzono używając odczynnika JC-1 (Cayman 

Chemical). JC-1 jest lipofilowym, kationowym barwnikiem, który może selektywnie 

gromadzić się w mitochondriach i odwracalnie zmieniać kolor z zielonego na czerwony, gdy 

zwiększa się potencjał błony. W zdrowych komórkach z wysokim mitochondrialnym 

potencjałem (ΔѰm), JC-1 spontanicznie tworzy kompleksy znane jako agregaty  

J z intensywną fluorescencją przy długości fali 590 nm (fluorescencja w czerwonym zakresie 

widma). Z kolei, w apoptotycznych lub niezdrowych komórkach o niskiej wartości potencjału 
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mitochondrialnego, JC-1 pozostaje w postaci monomerycznej, która wykazuje tylko 

fluorescencję przy długości fali 530 nm (fluorescencja w zielonym zakresie widma). 

Stosunek intensywności fluorescencji przy 590 nm do fluorescencji przy 530 nm wyznacza 

wartość ΔѰm. 

4.11.1 Komórki THP-1 

Analiza mikroskopowa 

Rosnące na szklanych szalkach (Sarstedt), stymulowane (12 h, 0,2 mM Bu2cAMP) komórki 

zróżnicowanych makrofagów (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz 

negatywną kontrolę wyciszenia (scr) poddano działaniu liposomów POPC/Chol/7-OOH  

(50 μM 7-OOH, 75 μM cholesterolu; 4 h), a następnie komórki przemyto buforem PBS  

i wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 μg/ml, 30 minut). Ponownie przemyto buforem  

i analizowano używając mikroskopu Leica TCS SESII z wzbudzeniem 488 nm i emisją  

589-677 nm (czerwony) lub 503-565 nm (zielony). Analizę intensywności fluorescencji 

wykonano używając programu ImageJ. 

Analiza za pomocą czytnika płytek  

Rosnące na płytce 96-dołkowej makrofagi THP-1 inkubowano (12 h) w medium z 1% FBS 

zawierającym (komórki stymulowane) lub niezawierającym (komórki niestymulowane)  

0,2 mM Bu2cAMP. Po inkubacji, komórki przez kolejne 5 h traktowano SUV  

POPC/Chol/7-OOH, zawierających różne stężenia 7-OOH. Kontrolę stanowiły komórki 

traktowane SUV POPC/Chol z 150 μM cholesterolem. Komórki następnie przemyto buforem 

PBS i wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 μg/ml, 30 minut). Ponownie przemyto buforem  

i analizowano używając czytnika płytek fluorescencji BioTek SynergyMX. Ustawienia były 

następujące: fluorescencja w czerwonym zakresie widma (wzbudzenie 560 nm, emisja 595 

nm); fluorescencja w zielonym zakresie widma (wzbudzenie 485 nm; emisja 535 nm). 

Kontrolę testu stanowiły komórki inkubowane z 50 µM m-chlorofenylohydrazon cyjanku 

karbonylu (CCCP) przez 5 minut. 

4.11.2 Komórki RAW 264.7 

Analiza mikroskpowa 

Rosnące na szklanych szalkach rozdzielone nakładką Flexiperm (Sarstedt) komórki RAW 

264.7 inkubowano (9 h) w medium bez FBS zawierającym (komórki stymulowane) lub 

niezawierającym (komórki niestymulowane) 1 mM Bu2cAMP. Po tym czasie komórki 

poddano działaniu SUV POPC/Chol/7-OOH (50 μM 7-OOH, 75 μM cholesterol; 4 h). 
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Komórki kontrolne traktowano SUV POPC/Chol z 150 μM cholesterolu. Komórki następnie 

przemyto buforem PBS i wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 μg/ml, 30 minut). Ponownie 

przemyto buforem i analizowano używając mikroskopu Leica TCS SESII z wzbudzeniem 488 

nm oraz emisją 515-555 nm (zielony) lub 590-707 nm (czerwony). Identycznie postępowano 

z komórkami niestymulowanymi.  

Analiza za pomocą czytnika płytek  

Rosnące na płytce 96-dołkowej komórki RAW 264.7 inkubowano (9 h) w medium bez FBS 

zawierającym (komórki stymulowane) lub niezawierającym (komórki niestymulowane) 1 mM 

Bu2cAMP. Po inkubacji komórki na kolejne 5 h poddano działaniu SUV POPC/Chol/7-OOH 

zawierających różne stężenia 7-OOH. Kontrolę stanowiły komórki traktowane SUV 

POPC/Chol z 150 μM cholesterolem. Komórki następnie przemyto buforem PBS  

i wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 μg/ml, 30 minut). Ponownie przemyto buforem  

i analizowano przy użyciu czytnika płytek fluorescencji BioTek SynergyMX. Ustawienia 

czytnika były następujące: fluorescencja w czerwonym zakresie widma (wzbudzenie 560 nm, 

emisja 595 nm); fluorescencja w zielonym zakresie widma (wzbudzenie 485 nm; emisja  

535 nm). Kontrolę testu stanowiły komórki inkubowane z 50 µM m-Chlorofenylohydrazon 

cyjanku karbonylu (CCCP) – inhibitorem fosforylacji oksydacyjnej przez 5 minut. 

4.12 POMIAR KOMÓRKOWEJ PEROKSYDACJI LIPIDÓW 

Peroksydację lipidów mierzono używając barwnika C11-BODIPY
581/591

 [Drummen GPC  

i wsp., 2002]. Jest to fluoroscencyjna sonda – analog kwasu tłuszczowego – o właściwościach 

fluorescencyjnych w czerwonym zakresie widma widzialnego (maksymalna emisja 595 nm), 

umożliwiającym jej zastosowanie w mikroskopii fluorescencyjnej. Jest lipofilna, bardzo łatwo 

przenika do błon i nawet po utlenieniu pozostaje w nich. Maksimum emisji formy utlenionej 

przesuwa się w stronę fal krótszych – 520 nm, co umożliwia ilorazowe określenie stopnia 

peroksydacji (stosunek intensywności emisji przy 520 nm do emisji przy 595 nm. Do analizy 

intensywności fluorescencji użyto programu ImageJ.  

4.12.1 Komórki THP-1 

Rosnące na szklanych szalkach (Sarstedt), stymulowane (12 h, 0,2 mM Bu2cAMP) komórki 

zróżnicowanych makrofagów (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz 

negatywną kontrolę wyciszenia (scr) przepłukano dwukrotnie medium bez FBS i czerwieni 

fenolowej i następnie wybarwiono 30 minut 2 M C11-BODIPY
581/591 

w temp. 37 °C  
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w medium bez surowicy i czerwieni fenolowej. Następnie komórki przepłukano i poddano 

działaniu SUV POPC/Chol/7-OOH (50 M 7-OOH, 75 μM cholesterol) w medium 

pozbawionym FBS i czerwieni fenolowej. Komórki kontrolne traktowano SUV z samym 

cholesterolem (stężenie 150 μM). Po upływie 4 h komórki analizowano za pomocą 

mikroskopu fluorescencyjnego Leica TCS SESII z wzbudzeniem 488 nm i emisją 607-680 

nm lub 500-585 nm do obserwacji nieutlenionej i utlenionej sondy, odpowiednio. 

4.12.2 Komórki RAW 264.7 

Komórki hodowane na szklanych szalkach rozdzielone nakładką FlexiPERM (Sarstedt) 

stymulowano przez 9 h 1 mM Bu2cAMP. Komórki następnie dwukrotnie przepłukano 

medium bez FBS i czerwieni fenolowej i inkubowano je z 2 M C11-BODIPY
581/591

 przez  

30 minut w temp. 37 °C w medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Niestymulowane komórki 

traktowano równolegle. Następnie wszystkie komórki inkubowano z liposomami 

POPC/Chol/7-OOH zawierającymi 25 μM 7-OOH (4 h) lub liposomami POPC/Chol/7-OOH 

zawierającymi 50 μM 7-OOH (2,5 h). Komórki kontrolne traktowano SUV POPC/Chol  

(75 μM cholesterol). Po tym czasie komórki analizowano za pomocą konfokalnej mikroskopii 

fluorescencyjnej, stosując mikroskop Leica TCS SESII z wzbudzeniem 488 nm i emisją  

607-680 nm lub 500-585 nm do obserwacji nieutlenionej i utlenionej sondy, odpowiednio. 

4.12.3 Analiza mitochondrialnej lokalizacji 

W celu określenia czy uszkodzenia mają miejsce w mitochondriach, stymulowane oraz 

niestymulowane komórki poddane działaniu 7-OOH wybarwiono dodatkowo barwnikiem 

Mitotracker® Deep Red FM. 

Komórki RAW 264.7 hodowane na szklanych szalkach rozdzielone nakładką FlexiPERM 

(Sarstedt) stymulowano przez 9 h 1 mM Bu2cAMP. Komórki następnie dwukrotnie 

przepłukano medium bez FBS i czerwieni fenolowej, a następnie inkubowano je z 2 M  

C11-BODIPY
581/591

 oraz 500 nM MitoTracker® Deep Red FM przez 30 minut w temp. 37 °C 

w medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Następnie wszystkie komórki inkubowano  

z liposomami POPC/Chol/7-OOH z 50 μM 7-OOH przez 2,5 h. Po tym czasie komórki 

analizowano za pomocą konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej, stosując mikroskop Leica 

TCS SESII wzbudzeniem 488 nm i 633 nm oraz emisją 493-580 nm (utleniony 

BODIPY
581/591

), 585-625 nm (nieutleniony BODIPY
581/591

 ) lub 656-777 nm (Mitotracker® 

Deep Red FM). 
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4.13 PODANIE OKSYSTEROLI 

Zróżnicowane komórki THP-1 rosnące na płytkach 48- dołkowych stymulowano przez  

12 h 0,2 mM Bu2cAMP, a następnie przemyto medium bez FBS i czerwieni fenolowej.  

7-OOH oraz 7=O rozpuszczono w etanolu i podano do komórek w medium bez FBS  

i czerwieni fenolowej w zakresie stężeń od 0 do 100 M, tak aby stężenie etanolu w medium 

nie przekraczało 1‰. Kontrolę stanowiło medium z najwyższym stężeniem etanolu (1‰).  

Po 24 h inkubacji, przeżywalność komórek została zmierzona za pomocą testu MTT.  

4.14 POMIAR AKTYWNOŚCI CYP27A1  

4.14.1 IZOLACJA MITOCHONDRIÓW 

Makrofagi THP-1 rosnące na szalkach (150 mm) stymulowano przez 12 h 0,2 mM 

Bu2cAMP, a następnie przemyto medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Przez następne  

12 h komórki inkubowano z liposomami POPC/Chol/7-OOH zawierającymii 7-OOH 

(stężenia 10 i 20 M) i 30 μM cholesterol lub liposomami POPC/Chol (30 μM cholesterol). 

Komórki przepłukano dwukrotnie zimnym buforem PBS i rozpoczęto izolację 

mitochondriów. W tym celu przygotowano bufor do izolacji mitochondriów (opisany 

poniżej). Komórki zeskrobano do schłodzonego buforu izolacyjnego, a następnie 

homogenizowano na lodzie szklanym homogenizatorem 10 razy. Uzyskany homogenat 

przeniesiono do 15 ml probówek wirowniczych i wirowano przez 10 minut 1000g w temp. 

4°C w celu pozbycia się frakcji jądrowej i błon komórkowych. Po wirowaniu supernatant 

przeniesiono do nowej probówki i ponownie wirowano przez kolejne 10 minut 1000g w temp. 

4°C aby pozbyć się resztek frakcji jądrowej. Supernatant przeniesiono do 1,5 ml probówek 

typu Eppendorf i wirowano przez 20 minut 13000g w temp. 4°C. Po wirowaniu nadsącz 

usunięto a uzyskany pelet zawierający mitochondria zawieszono w małej objętości (około 

200l) buforu do izolacji.  

4.14.2 POMIAR AKTYWNOŚCI CYP27A1 

Badanie aktywności mitochondrialnego CYP27A1 przeprowadzono używając procedury 

opisanej przez Souidi i wsp. z modyfikacjami [Souidi M i wsp., 1999; Li X i wsp., 2006].  

Uzyskany pelet mitochondriów zawieszono w buforze do izolacji, a następnie zmierzono 

stężenie białka (Bio-Rad). Do pomiaru aktywności CYP27A1 użyto 400 g białka. 

Mieszanina reakcyjna (500 l) składała się z 40 nmol cholesterolu rozpuszczonego  
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w -cyklodekstranie (45% w wodzie), 0,5 μCi cholesterolu [
14

C], 100 mM fosforanu sodu 

(pH 7,5), 0,2 mM EDTA, 1 mM DTT, 5,0 mM izocytrynianu trisodu, i 0,2 jednostek 

dehydrogenazy izocytrynianowej. Reakcję rozpoczęto przez dodanie 60 l 10 mM  

-NADPH, a następnie inkubowano w temp. 37 °C przez 90 minut cały czas wytrząsając 

próbki (200 rpm). Reakcję zakończono dodając 40 l 5N NaOH. Jako kontrola posłużyła 

próbka zastopowana 5N NaOH natychmiast po dodaniu -NADPH. Po neutralizacji 15 l  

11 N HCl, rozpoczęto ekstrakcję lipidów dodając 4,3 ml mieszaniny dichlorometan/etanol 

(5:1, v/v) i 1,2 ml wody. Próbki po traktowaniu mieszaniną, energicznie wytrząsano przez  

5 minut, a następnie wirowano przez 5 minut przy 5500g w temp. 4°C. Za pomocą strzykawki 

Hamiltona zebrano dolną fazę organiczną, którą wysuszono strumieniem azotu, a następnie 

rozpuszczono w 100 μl octanu etylu.  

Uzyskane w ten sposób próbki były poddane dalszej analizie HPTLC-PI [Korytowski W  

i wsp., 1999]. Próbki wraz ze standardem (10 μg 27-hydroksycholesterol) naniesiono  

w strumieniu azotu na płytkę do chromatografii cienkowarstwowej z żelem krzemionkowym 

silica gel-60 HPTLC 10 cm x 10 cm (EM Science) za pomocą aplikatora Linomat-IV (Camag 

Scientific, Ing.) z prędkością 150 nl/s. Fazą ruchomą podczas rozdziału była mieszanina 

heksan/octan etylu (1:1, v/v). Po rozdziale płytkę dokładnie wysuszono, zawinięto  

w przeźroczystą folię i przeniesiono na ekran do fosfoobrazowania (Amersham Biosciences). 

Po 24 h ekspozycji ekran umieszczono w czytniku Molecular Imager® FX (Bio-Rad)  

i analizowano. Uzyskane wyniki poddano densytometrycznej analizie używając programu 

ImageJ. 

Tabela 7. Bufory użyte w badaniu 

Nazwa buforu  Skład 

Bufor do izolacji 

mitochondriów 

0,32 M sacharoza 

1 mM EDTA 

10 mM Tris-HCl 

pH 7,8 

4.15 POMIAR PRODUKCJI 27-HYDROKSYCHOLESTEROLU  

Zróżnicowane komórki THP-1 rosnące na szalkach (35 mm) były stymulowane  

0,2 mM Bu2cAMP w medium z 1% FBS przez 12 h. Następnie do komórek dodano SUV 

POPC/Chol/7-OOH (7-OOH stężenia 10 M i 20 M, cholesterol 30 μM) lub SUV 

POPC/Chol (30 μM cholesterol), w medium bez FBS i czerwieni fenolowej.  
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Po 10 h inkubacji komórki przemyto medium bez FBS i czerwieni fenolowej, a następnie 

inkubowano przez kolejne 12 h z kompleksem cholesterol [C
14

]/-cyklodekstran  

(1,5 nM -cyklodekstran, 20 μM cholesterolu oraz 10 μCi/ml cholesterol [C
14

]). Po inkubacji, 

zebrano 1 ml medium znad komórek i zmieszano z 3 ml metanolu oraz 1 ml nasyconego 

roztworu KCl, a następnie dwukrotnie ekstrahowano 6 ml heksanu. Warstwy organiczne 

połączono, wysuszono pod azotem, i każdą rozpuszczono w 100 μl 5% izopropanolu  

w heksanie. Próbki o objętości 20 μl naniesiono w strumieniu azotu z prędkościa 150 nl/s  

za pomocą aplikatora Linomat-IV (Camag Scientific, Ing.) na płytkę do chromatografii 

cienkowarstwowej z żelem krzemionkowym silica gel-60 HPTLC 10 cm x 10 cm  

(EM Science). Próbki następnie rozdzielano, stosując jako fazę ruchomą toluen/octan etylu 

(2:3, v/v). Po rozdziale płytkę dokładnie wysuszono, zawinięto w przeźroczystą folię  

i przeniesiono na ekran do fosfoobrazowania (Amersham Biosciences). Po 24 h inkubacji 

ekran umieszczono w czytniku Molecular Imager® FX (Bio-Rad) i analizowano. Uzyskane 

wyniki poddano densytometrycznej analizie używając programu ImageJ. 

4.16 POMIAR EKSPORTU CHOLESTEROLU 

Zróżnicowane makrofagi THP-1 (30 nM PMA) rosnące na płytkach 12-dołkowych przemyto 

medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Następnie podano mieszaninę składającą się  

z 1,5 mM Me-β-CD / 20 μM [
3
H] cholesterolu (0,4 μCi/ml) w medium bez FBS i czerwieni 

fenolowej. Po całonocnej inkubacji komórki przepłukano buforem PBS i albo stymulowano 

Bu2cAMP (eksport z udziałem ABCA1), albo T0901317 (eksport z udziałem ABCG1), albo 

nie stymulowano, stosując pożywkę RPMI zawierającą 0,5% BSA. Po całonocnej inkubacji 

komórki przemyto buforem PBS i inkubowano z liposomami POPC/Chol lub liposomami 

POPC/Chol/7-OOH przez 12 h w medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Komórki 

przepłukano buforem PBS, a następnie nałożono na apoA-I (20 μg/ml , eksport z udziałem 

ABCA1) lub HDL (50 μg/ml, eksport z udziałem ABCG1) w medium z 0,5% BSA  

i inkubowano przez 6h. Radioaktywność [
3
H] cholesterolu w medium zawierającym apoA-I 

lub HDL analizowano za pomocą licznika scyntylacyjnego.  

4.17 ANALIZA STATYSTYCZNA 

Wszystkie doświadczenia przeprowadzono w co najmniej trzech powtórzeniach.  

W przypadku analiz Western Blot w pracy przedstawiono reprezentatywne wyniki.  

Na rycinach przedstawiono wartości średnie ± SEM.  
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Dla określenia istotności statystycznej we wszystkich testach oprócz eksperymentów  

z eksportem cholesterolu (5.7.1 ”Wpływ 7-OOH na zdolność eksportu cholesterolu oraz 

ekspresję białek transportujących cholesterol”) użyto testu t-Studenta. Do analizy danych  

z doświadczeń z eksportem cholesterolu (podrozdział 5.7.1) zastosowano jednoczynnikową 

analizę wariancji ANOVA (ang. Analysis of Variance), a obliczenia przeprowadzono 

używając programu GraphPad Prism 5.0.  

Wartości p > 0,05 uznano za nieistotne statystycznie. 

Dla obliczeń wartości IC25, IC30, IC50, użyto programu GraphPad Prism 5.0. 
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5 WYNIKI 

5.1 WYCISZENIE STARD1 W MAKROFAGACH THP-1 

Zróżnicowane różnymi stężeniami PMA (24 – 160 nM) komórki THP-1 poddano procedurze 

transfekcji, używając krótkiego interferencyjnego RNA (siRNA), specyficznego wobec 

sekwencji transkryptu STARD1 (kd) oraz negatywnej kontroli (scr).  

Na podstawie mikroskopowej oceny wydajności transfekcji (dane nie pokazane), do dalszych 

analiz wybrano komórki transfekowane za pomocą 10 μl/ml Lipofectamine® RNAiMAX lub 

10 μl/ml Lipofectamine® LTX with Plus™ Reagent z 10 pmol siRNA w 50 μl medium  

(na dołek płytki 96-dołkowej). Po 24 h oraz 48 h od transfekcji, komórki zebrano i poddano 

analizie Western Blot na ekspresję białka STARD1 (Ryc. 1).  

 

 

Rycina 1. Ekspresja białka STARD1 24 h po transfekcji siRNA wyciszającym gen STARD1 w makrofagach THP-1. 

Zróżnicowane, rosnące na płytce 6-dołkowej komórki THP-1 poddano działaniu mieszaniny transfekcyjnej z 10 μl/ml 

Lipofectamine LTX with Plus™ Reagent lub 10 μl/ml Lipofectamine RNAiMAX oraz 80 pmol siRNA w medium 

Opti-MEM™. Po 6 h inkubacji, medium zamieniono na medium hodowlane z 10% FBS, a następnie po kolejnych  

24 h komórki dwukrotnie przepłukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano analizie Western Blot na 

białka STARD1 oraz α-TUBULINA jako kontrola wewnętrzna. Do analizy użyto 50 g białka. Liczby poniżej pasm 

oznaczają densytometrycznie określone intensywności pasm znormalizowane do α-TUBULINY i względem wartości  

w negatywnej kontroli dla każdego stężenia PMA. Liczby powyżej pasm oznaczają densytometrycznie określone 

intensywności pasm znormalizowane do α-TUBULINY i względem wartości negatywnej kontroli LTX zróżnicowanej 

24 nM PMA. Skróty: LTX – Lipofectamine® LTX with Plus™ Reagent; RNAiMAX – Lipofectamine ® RNAiMAX, 

kd – komórki z siRNA specyficznym wobec sekwencji transkryptu STARD1; scr - negatywna kontrola transfekcji. 

Podanie siRNA zarówno za pomocą odczynnika Lipofectamine® RNAiMAX jak  

i Lipofectamine® LTX with Plus™ Reagent spowodowało spadek poziomu ekspresji białka 

STARD1. W zależności od użytego do różnicowania stężenia PMA, obniżenie ekspresji 

STARD1 wahało się w granicach od 30% do 60% kontroli negatywnej zarówno 24 h,  
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jak i 48 h po transfekcji (dane nie pokazane). Na podstawie uzyskanych wyników,  

w późniejszych eksperymentach używano Lipofectamine® LTX with Plus™ o stężeniu  

10 μl/ml z siRNA (5 pmol na dołek płytki 96-dołkowej, 80 pmol na dołek płytki 6-dołkowej) 

w medium Opti-MEM®. 

5.2 EKSPRESJA BIAŁEK SZLAKU TRANSPORTU CHOLESTEROLU  

PO ZADZIAŁANIU Bu2cAMP ORAZ WYCHWYT 7-OOH – EFEKT STARD1  

Ekspresję wybranych białek szlaku transportu cholesterolu zbadano zarówno w makrofagach 

ludzkich THP-1, jak i w mysich RAW 264.7. W obu liniach sprawdzono także wpływ 

STARD1 na wychwyt 7-OOH przez komórki oraz ich mitochondria.  

5.2.1 Komórki THP-1 

Zróżnicowane do makrofagów komórki THP-1, po aktywacji Bu2cAMP, zanalizowano pod 

kątem poziomu kluczowych białek zaangażowanych w transport cholesterolu: STARD1, 

STARD4, CYP27A1, ABCA1 oraz ABCG1 (Ryc. 2A). Kontrolę wewnętrzną stanowiła  

β-AKTYNA. Po 12 h inkubacji z 0,2 mM Bu2cAMP poziom białka STARD1 zwiększył się 

2,5-krotnie, a poziom białka ABCA1 wzrósł 2-krotnie w porównaniu do poziomu 

kontrolnego. Nie zaobserwowano zmian poziomu białek ABCG1, CYP27A1 oraz STARD4. 

Zbadano również stopień ekspresji odpowiednich genów STARD1, ABCA1, ABCG1, 

CYP27A1 oraz GAPDH (gen kontrolny) po stymulacji Bu2cAMP (Ryc. 2B). Podobnie jak  

w przypadku poziomu białka, poziom mRNA STARD1 oraz ABCA1 uległ prawie 2-krotnemu 

wzrostowi w porównaniu do kontroli. Z kolei poziom genu CYP27A1 uległ niewielkiemu 

wzrostowi, a poziom ABCG1 nieznacznie spadł. 

Następnie zbadano wpływ wyciszenia genu STARD1 na ekspresję innych wybranych białek. 

Jak pokazano na rycinie 3A, wyciszenie STARD1 o 60% w porównaniu do kontroli (scr) 

spowodowało zmniejszenie indukowanego Bu2cAMP przyrostu ekspresji STARD1 przez 

Bu2cAMP (zmniejszenie o około 70% w stosunku do stymulowanej kontroli).  

W kd STARD1 nastąpiło także zwiększenie poziomu ABCA1 o ok. 25%. Nie nastąpiła 

natomiast żadna zmiana w poziomie STARD4 a poziom CYP27A1 uległ tylko niewielkiemu 

wzrostowi (ok. 15%).  
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Rycina 2. (A) Ekspresja białek szlaku transportu cholesterolu: ABCA1, ABCG1, CYP27A1, STARD1, STARD4. 

Komórki zróżnicowanych makrofagów (64 nM PMA) rosnące w 70% konfluencji inkubowano przez 12 h z medium  

z 1% FBS niezawierającym (NS) lub zawierającym (S) 0,2 mM Bu2cAMP. Komórki następnie dwukrotnie 

przepłukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano analizie Western Blot na białka ABCA1, ABCG1, 

CYP27A1, STARD1, STARD4 oraz AKTYNA jako kontrola wewnętrzna. Do analizy użyto 50 g białka. Liczby 

poniżej pasm oznaczają densytometrycznie określone intensywności pasm znormalizowane do β-AKTYNY  

i względem wartości w niestymulowanych komórkach. (B) Analiza poziomu mRNA dla ABCA1, ABCG1, CYP27A1 

oraz STARD1. Komórki zróżnicowanych makrofagów (64 nM PMA) rosnące w 70% konfluencji inkubowano przez  

6 h z medium z 1% FBS niezawierającym (NS) lub zawierającym (S) 0,2 mM Bu2cAMP. Komórki następnie 

dwukrotnie przepłukano buforem PBS i zlizowano używając odczynnika TRIreagent, po czym wyizolowano RNA 

zmodyfikowaną metodą Chomczyńskiego. W reakcji odwrotnej transkrypcji wyizolowane RNA przepisano na cDNA, 

które następnie poddano analizie PCR w czasie rzeczywistym. Jako genu kontrolnego użyto GAPDH. Wartości 

poziomów mRNA są normalizowane do GAPDH i względem wartości w niestymulowanych kontrolach. Wartości 

przedstawione w (B) oznaczają wartości średnie z trzech eksperymentów ± SEM (n = 3). 

Zbadano również wpływ STARD1 na wychwyt cholesterolu i 7-OOH w całych komórkach 

oraz we frakcji mitochondrialnej. Stwierdzono, że wychwyt 7-OOH (Ryc. 3B) jest 

zwiększony zarówno w całych komórkach, jak i we frakcji mitochondrialnej w porównaniu 

do niestymulowanej kontroli scr.  
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Rycina 3. (A) Ekspresja białek ABCA1, CYP27A1, STARD1, STARD4 po transfekcji. Komórki zróżnicowanych 

makrofagów rosnących w 70% konfluencji poddano transfekcji używając siRNA wyciszającego gen STARD1 (kd) lub 

siRNA nie wyciszającej żadnego znanego genu (scr). 24 h po transfekcji komórki inkubowano w medium z 1% FBS 

niezawierającym (NS) lub zawierającym 0,2 mM Bu2cAMP (S) przez 12 h. Komórki następnie dwukrotnie 

przepłukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano analizie Western Blot na białka ABCA1, 

CYP27A1, STARD1, STARD4 oraz -AKTYNA jako kontrola wewnętrzna. Do analizy użyto 50 g białka. Liczby 

poniżej pasm oznaczają densytometrycznie określone intensywności pasm znormalizowane do β-AKTYNY  

i względem wartości w niestymulowanych komórkach scr. Wychwyt 7-OOH w komórkach (B) oraz we frakcji 

mitochondrialnej (C). 24 h po transfekcji, komórki kd oraz scr inkubowano w medium z 1% FBS zawierającym (S) 

bądź niezawierającym (NS) 0,2 mM Bu2cAMP przez 4 h, a następnie na kolejne 5 h poddano działaniu SUV  

z POPC/cholesterolem/[14C]7-OOH (2:1:1 molowo). W tym czasie za pomocą czytnika scyntylacyjnego, mierzona była 

radioaktywność zarówno w całych komórkach (B), jak i we frakcji mitochondrialnej (C) izolowanej przez wirowanie 

różnicowe homogenatów komórkowych. Wartości przedstawione w (B) i (C) oznaczają średnią z trzech 

eksperymentów ± SEM (n = 3).  

We frakcji komórkowej najszybszy wychwyt 7-OOH (Ryc. 3A) zaobserwowano  

w komórkach stymulowanych bez wyciszonego genu STARD1 (S/scr). Z kolei 

niestymulowane komórki bez wyciszenia genu (NS/scr), a także stymulowane z wyciszonym 

STARD1 (S/kd) charakteryzowały się podobną prędkością wychwytu 7-OOH.  

Po 5 h inkubacji komórki S/scr wychwyciły prawie 2 razy więcej znakowanego [C
14

]7-OOH 

niż komórki NS/scr czy S/kd. Podobny trend zaobserwowano we frakcji mitochondrialnej 

(Ryc. 3C). W mitochondriach komórek S/scr wychwyt 7-OOH był najszybszy  

i po 5 h inkubacji niemal 2-krotnie wyższy niż w mitochondriach komórek NS/scr i S/kd. 

Dodatkowo, zaobserwowano, że wychwyt 7-OOH w mitochondriach znacznie przewyższał 

wychwyt przez całe komórki (wychwyt nawet do 3 razy wyższy niż wychwyt w całych 
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komórkach w przeliczeniu na jednostkę białka). Ponieważ mitochondria stanowią średnio 

tylko 20-25% masy komórkowej [Alberts B i wsp. 1994], wynik ten podkreśla ich zdolność 

do selektywnego importowania 7-OOH (tak jak cholesterolu) przez STARD1.  

Wyniki te wyraźnie pokazały, że STARD1 jest potrzebny do wychwytu 7-OOH, tak jak  

w przypadku cholesterolu [Escher G i wsp., 2003; Ma Y i wsp., 2007; Ning Y i wsp., 2009; 

Borthwick F i wsp., 2009].  

5.2.2 Komórki RAW 264.7 

Makrofagi mysie, po traktowaniu Bu2cAMP, zanalizowano pod kątem poziomu białek 

STARD1 oraz STARD4 (Ryc. 4A).  

 

  

Rycina 4. (A) Ekspresja białek szlaku transportu cholesterolu: STARD1, STARD4. Komórki mysich makrofagów 

RAW 264.7 rosnące w 70% konfluencji inkubowano przez 12 h w medium bez FBS niezawierającym (NS) lub 

zawierającym 1 mM Bu2cAMP (S). Komórki następnie dwukrotnie przepłukano buforem PBS, zeskrobano do buforu 

RIPA i poddano analizie Western Blot na białka STARD1, STARD4 oraz AKTYNA jako kontrola wewnętrzna. Do 

analizy użyto 50 g białka. Liczby poniżej pasm oznaczają densytometrycznie określone intensywności pasm 

znormalizowane do β-AKTYNY i względem wartości w niestymulowanych komórkach. (B) Wychwyt 7-OOH we 

frakcji mitochondrialnej. 24 h po transfekcji, komórki kd oraz scr inkubowano w medium bez FBS zawierającym (S) 

bądź niezawierającym (NS) 1 mM Bu2cAMP przez 9 h, a następnie na kolejne 5 h poddano działaniu SUV z POPC/ 

Chol/[14C] 7-OOH (0,8:2:0,2 molowo). W wybranych punktach czasowych komórki były zbierane, a następnie 

izolowano z nich mitochondria przez wirowanie różnicowe homogenatów komórkowych. Następnie za pomocą 

czytnika scyntylacyjnego zmierzono radioaktywność. Wartości pokazane w (B) oznaczają średnią z trzech 

eksperymentów ± SEM (n = 3). Oznaczenia: □ – niestymulowane komórki typu dzikiego (NS/wt);  – stymulowane 

komórki typu dzikiego (S/wt); ∆ - stymulowane kontole transfekcji (S/scr); ○ - stymulowane komórki z wyciszonym 

genem STARD1 (S/kd).  

Po 12 h inkubacji z Bu2cAMP zarówno poziom białka STARD1, jak i STARD4 wzrósł 

prawie 2-krotnie w porównaniu do poziomu kontrolnego. Temu wzrostowi towarzyszyło 

zwiększenie wychwytu 7-OOH przez mitochondria mysich makrofagów (Ryc. 4B). 



~ Strona 70 ~ 

 

Stymulowane Bu2cAMP komórki RAW 264.7 znacznie szybciej pobierały liposomalny [C
14

] 

7-OOH niż komórki niestymulowane, skutkując prawie 2-krotnym wzrost radioaktywności po 

6 h inkubacji w stosunku do niestymulowanej kontroli. Z kolei wyciszenie genu STARD1 

(S/kd) spowodowało znaczne spowolnienie wychwytu 7-OOH (67% wartości w porównaniu 

do stymulowanej nietransfekowanej kontroli S/wt), a także do stymulowanych komórek  

z losowym wyciszeniem S/scr). Wyniki te pokazują, że STARD1 może transportować nie 

tylko cholesterol do mitochondriów makrofagów, ale także 7-OOH. 

 

PODSUMOWANIE 

Wyniki dla obu linii komórkowych wyraźnie pokazują kluczową rolę białka STARD1  

w transporcie 7-wodoronadtlenków cholesterolu do mitochondriów. 

5.3 ROLA STARD1 W CYTOTOKSYCZNOŚCI 7-OOH 

5.3.1 Komórki THP-1 

Zbadano wpływ STARD1 na cytotoksyczność 7-OOH. W tym celu zróżnicowane komórki 

THP-1, stymulowane Bu2cAMP lub niestymulowane, poddano działaniu liposomów 

zawierających 7-OOH lub wodoronadtlenku tert-butylu (t-BuOOH) (Ryc. 5). 

 

Rycina 5. Efekt stymulacji Bu2cAMP (zwiększonej ekspresji STARD1) na cytotoksyczność 7-OOH (A) oraz t-BuOOH 

(B) w komórkach zróżnicowanych makrofagów THP-1. Zróżnicowane (160 nM PMA) komórki THP-1 inkubowano  

w medium z 1% FBS zawierającym (●) lub niezawierającym (○) 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h. Następnie komórki 

dwukrotnie przepłukano medium bez FBS i czerwieni fenolowej i inkubowano z (A) SUV z POPC/Chol/ 7-OOH  

w różnych stężeniach (2,5:1,5:1 molowo) przez 12 h lub z (B) t-BuOOH w różnych stężeniach przez 8 h. Kontrolę 

stanowiły komórki traktowane SUV z POPC/Chol (A) lub medium bez FBS i czerwieni fenolowej (B). Po wskazanych 

czasie testem MTT oznaczono żywotność. Wartości na wykresach (A) i (B) to średnie z trzech eksperymentów ± SEM 

(n = 3 ) znormalizowane do kontroli. Oznaczenia: ○ – niestymulowane komórki THP-1, ● – stymulowane komórki 

THP-1. 
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Po zadziałaniu 7-wodoronadtlenkami cholesterolu, żywotność ludzkich makrofagów 

zmniejszała się wraz ze wzrostem stężenia 7-OOH, osiągając ok. 60% wartości kontroli przy 

stężeniu 100 μM. Komórki stymulowane Bu2cAMP, a tym samym z podwyższonym 

poziomem ekspresji STARD1, były bardziej wrażliwe na działanie 7-OOH niż komórki 

niestymulowane. Wartość IC30 wynosi ~18 μM dla komórek stymulowanych i jest około  

3-krotnie mniejsza niż dla komórek niestymulowanych (IC30 ~ 50 μM). Zachowanie takie 

wyraźnie kontrastuje z cytotoksycznością aktywnego redoksowo t-BuOOH, która dla 

komórek stymulowanych, jak i niestymulowanych była bardzo podobna (IC50 w obu 

przypadkach ~170 μM).  

cAMP wpływa nie tylko na poziom ekspresji STARD1, ale także na ogromną ilość procesów 

w komórce, a mitochondrialna sygnalizacja cAMP jest nieodzowną częścią przekazu sygnału 

cytoplazma-mitochondrium, który utrzymuje homeostazę mitochondrialną, reguluje dynamikę 

mitochondrialną i moduluje odpowiedź komórkową na stres oraz ma wpływ na inne szlaki 

sygnałowe [Zhang F i wsp., 2016]. Wszystko powyższe może zaburzać skutki działania 

wywołanej stymulacją Bu2cAMP podwyższonej ekspresji STARD1. 

Zatem, aby całkowicie potwierdzić rolę STARD1 zbadano działanie 7-OOH oraz t-BuOOH  

w stymulowanych komórkach z wyciszonym genem STARD1 (Ryc. 6).  

 

Rycina 6. Efekt wyciszenia STARD1 na cytotoksyczność 7-OOH (A) lub t-BuOOH (B). Komórki z wyciszonym genem 

STARD1 (○) i negatywne kontrole wyciszenia (△) stymulowano w medium z 1% FBS oraz 0,2 mM Bu2cAMP przez  

12 h. Komórki dwukrotnie przepłukano medium bez FBS i czerwieni fenolowej, a następnie inkubowano z (A) SUV 

POPC/Chol/7-OOH w różnych stężeniach (2,5:1,5:1 molowo) przez 12 h lub z (B) t-BuOOH przez 24 h. Kontrolę 

stanowiły komórki traktowane SUV z POPC/Chol (A) lub medium bez FBS i czerwieni fenolowej (B). Po wskazanym 

czasie testem MTT oznaczono żywotność. Wartości na wykresach (A) i (B) to średnia z trzech eksperymentów ± SEM 

(n = 3) znormalizowane do kontroli. Oznaczenia: △ - komórki scr; ○ - komórki kd. 

Cytotoksyczność 7-OOH w stymulowanych komórkach z wyciszonym STARD1 była 

znacznie niższa w porównaniu do kontroli wyciszenia a wartość IC25 wynosi dla nich 

odpowiednio ~100 μM i ~40 μM. Podobnie jak w komórkach typu dzikiego, poziom białka 
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STARD1 także nie miał wpływu na cytotoksyczność t-BuOOH. IC50 dla t-BuOOH wynosiła 

w obu przypadkach (komórki z wyciszonym STARD1 oraz negatywnej kontroli wyciszenia) 

~170 μM. Oksydoredukcyjnie aktywny t-BuOOH nie jest strukturalnym ligandem STARD1 

[Tsujishita Y i Hurley JH, 2007], a zatem wynik ten potwierdza cytotoksyczny charakter  

7-OOH i jego transport do mitochondriów makrofagów mediowany przez STARD1. 

5.3.2 Komórki RAW 264.7 

Również w komórkach RAW 264.7 został zbadany wpływ stymulacji Bu2cAMP na 

cytotoksyczność 7-OOH (Ryc. 7).  

 

Rycina 7. Efekt stymulacji Bu2cAMP (zwiększonej ekspresji STARD1) na cytotoksyczność 7-OOH w komórkach 

mysich makrofagów RAW 264.7. Komórki RAW 264.7 inkubowano w medium bez FBS zawierającym (●) lub 

niezawierającym (○) 0,5 mM Bu2cAMP przez 9 h. Następnie komórki dwukrotnie przepłukano medium bez FBS  

i czerwieni fenolowej i inkubowano z SUV z POPC/Chol/ 7-OOH w różnych stężeniach (2,5:1,5:1 molowo) przez 12 h. 

Po tym czasie testem MTT oznaczono żywotność. Kontrolę stanowiły komórki traktowane SUV z POPC/Chol. 

Wartości na wykresie to średnie z trzech eksperymentów ± SEM (n = 3) znormalizowane do kontroli . Oznaczenia:  
○ – komórki niestymulowane, ● – komórki stymulowane. 

Stymulacja 0,5 mM Bu2cAMP skutkowała podwyższeniem cytotoksyczności 7-OOH  

w komórkach stymulowanych w porównaniu do niestymulowanej kontroli. Żywotność 

komórek niestymulowanych była znacznie wyższa niż stymulowanych (nawet do 60% 

wyższa w komórkach traktowanych SUV z 100 μM 7-OOH). Wartość IC50 dla komórek 

stymulowanych wynosi ~85 μM, a dla komórek niestymulowanych oszacowano ją na około 

120 μM. 

5.4 CYTOTOKSYCZNOŚĆ UTLENIONYCH FORM CHOLESTEROLU 

Wiele badań wykazało, że oksysterole takie jak 7=O czy 7-OH występujące w oxLDL  

i w zmianach miażdżycowych [Brown AJ i wsp., 1997; Brown AJ i Jessup W, 2009; Shibata 



~ Strona 73 ~ 

 

N i Glass CK, 2009] mają toksyczny wpływ na komórki śródbłonka naczyń oraz makrofagi 

[Colles SM i wsp., 1996; Poli G i wsp., 2013]. Obojętne redoksowo 7=O oraz 7-OH powstają 

w komórkach niemal wyłącznie jako produkty przemian 7-OOH w wyniku jego 

jednoelektronowej redukcji [Brown AJ i wsp., 1997; Girotti AW, 1998]. Jednakże do tej pory 

w komórkach makrofagów, toksyczność tych trzech form utlenionego cholesterolu nie została 

między sobą porównana.  

Do badań cytotoksyczności użyto zróżnicowanych komórek THP-1 (64 nM PMA). 

Pierwotnie 7-OOH oraz 7=O podawano w liposomach (Ryc. 8). Jednakże, tak podany 7=O 

nie był w ogóle toksyczny dla komórek nawet po 24 h inkubacji i w stężeniu 200 μM. Takie 

stężenie 7=O znacznie przekracza stężenie występujące w warunkach fizjologicznych. 

Wówczas okazało się, że zróżnicowanie toksyczności oksysteroli w znacznym stopniu 

wynikało z odmiennej szybkości pobierania ich przez komórki. Aby zminimalizować ten 

efekt jako nośnika utlenionych form cholesterolu użyto etanolu (Ryc. 9).  

 

 

Rycina 8. Cytotoksyczność 7-OH oraz 7-OOH podanych w liposomach w stymulowanych Bu2cAMP makrofagach 

THP-1. Po 12 h stymulacji z 0,2 mM Bu2cAMP komórki przemyto medium bez FBS i czerwieni fenolowej,  

a następnie podano (○) 7-OOH, (●) 7=O w liposomach w medium bez FBS i czerwieni fenolowej w zakresie stężeń  

od 0 do 200 M,. Kontrolę 0 stanowiło medium z liposomami POPC/Chol. Po 24 h inkubacji, żywotność komórek 

została zmierzona za pomocą testu MTT. Dane pokazane to wartości średnie z 1 eksperymentu ± SEM (n = 3) 

znormalizowane o wartości kontroli 0. Skróty: 7-OX – oksysterole. Oznaczenia ○ - komórki poddane działaniu 

liposomów z 7-OOH, ● - komórki poddanie działaniu liposomów z 7=O. 

Porównanie w tych warunkach cytotoksyczności badanych oksysteroli wykazało dużą 

cytotoksyczność 7-OOH (IC50 ~ 15 μM), znacznie niższą cytotoksyczność ketonu 

cholesterolu (IC50 ~ 120 μM) i całkowity brak cytotoksyczności 7-OH (Ryc. 9). 
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Rycina 9. Cytotoksyczność utlenionych form cholesterolu. Po 12 h stymulacji z 0,2 mM Bu2cAMP komórki przemyto 

medium bez FBS i czerwieni fenolowej, a następnie podano (○) 7-OOH, (∆) 7=O oraz (□) 7-OH rozpuszczone w etanolu 

w medium bez FBS i czerwieni fenolowej w zakresie stężeń od 0 do 100 M, tak aby stężenie etanolu w medium nie 

przekraczało 1‰. Kontrolę stanowiło medium z najwyższym stężeniem etanolu (1‰). Po 24 h inkubacji, żywotność 

komórek została zmierzona za pomocą testu MTT. Wartości pokazują wartość średnią z trzech eksperymentów  

± SEM (n = 3) znormalizowane do kontroli. Oznaczenia: ○ - komórki poddanie działaniu 7-OOH, ∆ - komórki poddane 

działaniu 7=O, □ - komórki poddane działaniu 7-OH.  

Wysoka śmiertelność komórek poddanych działaniu 7-OOH jest przypisywana jego silnej 

aktywności oksydoredukcyjnej, a stosunkowo niska toksyczność 7=O może wynikać  

z jakiegoś innego mechanizmu (lub mechanizmów) [Shibata N i Glass CK, 2009; Poli G  

i wsp., 2013]. Uzyskane wyniki po raz pierwszy wyraźnie pokazują wysoką toksyczność  

7-OOH w porównaniu do oksydoredukcyjnych produktów jego przemiany (7-OH oraz 7=O) 

w komórkach makrofagów.  

 

PODSUMOWANIE 

Pokazane wyżej wyniki pokazują wysoką toksyczność aktywnych redoksowo 7-OOH oraz 

niską toksyczność redoksowych produktów jego przemiany: 7-OH oraz 7=O. Wyniki 

wskazują bardzo wyraźnie rolę białka STARD1 w szerzeniu toksyczności  

7-wodoronadtlenków cholesterolu.  

5.5 ROLA 7-OOH W PROPAGOWANIU PEROKSYDACJI LIPIDÓW ORAZ ICH 

WPŁYW NA MITOCHONDRIALNY POTENCJAŁ BŁONOWY 

W kolejnej części pracy podjęto próbę bliższej charakteryzacji obserwowanych efektów 

działania 7-OOH.  
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5.5.1 Komórki THP-1 

Nieprzepuszczalność błony mitochondrialnej dla kationów jest warunkiem wytwarzania 

gradientu protonów po obu jej stronach. Tak wytworzony potencjał elektrochemiczny stanowi 

formę zachowania energii niezbędną dla syntezy ATP. Podczas stresu oksydacyjnego może 

dojść do permeabilizacji błony w wyniku otworzenie specyficznych kanałów lub poprzez 

peroksydację lipidów [Lenartowicz E i Wudarczyk J, 1997]. Dochodzi wówczas do spadku 

mitochondrialnego potencjału błonowego (∆Ѱm).  

Po analizie mikroskopowej (Ryc. 10A) stwierdzono, że komórki z wyciszonym STARD1 (kd) 

charakteryzowały się prawie 5-krotnie wyższym ΔѰm niż negatywne kontrole (scr)  

(Ryc. 10 B). Ponadto, mitochondrialny potencjał błonowy malał wraz ze stężeniem 7-OOH 

(Ryc. 10C). ΔѰm był niższy w komórkach stymulowanych Bu2cAMP poddanych działaniu 

7-OOH niż w niestymulowanych, np. osiągając ok. 45% wartości kontroli przy stężeniu  

30 μM 7-OOH.  
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Rycina 10. Efekt działania 7-OOH na mitochondrialny potencjał błonowy makrofagów THP-1. (A) Stymulowane 

0,2 mM Bu2cAMP zróżnicowane komórki THP-1 (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz negatywną 

kontrolę wyciszenia (scr) poddano działaniu SUV z 50 μM 7-OOH na 4 h. Po tym czasie komórki przemyto buforem 

PBS i barwiono barwnikiem JC-1 (5 μg/ml) przez 30 minut. Ponownie przemyto buforem i analizowano używając 

mikroskopu Leica TCS SESII. Skala 50 μm. (B) Stosunek intensywności fluorescencji: czerwony (~590 nm)/ zielony 

(~530 nm) dla komórek barwionych JC-1 znormalizowany do komórek z wyciszonym genem (kd). (C) Stymulowane 

(●) i niestymulowane (○) komórki THP-1 inkubowano przez 7 h z SUV POPC/Chol/7-OOH ze wzrastającymi 

steżeniami 7-OOH (do 100 μM). Kontrolę 0 stanowiły komórki traktowane SUV POPC/Chol (150 μM cholesterol). 

Komórki następnie przepłukano buforem PBS i barwiono przez 30 minut JC-1 (5 μg /ml). Następnie ponownie 

przemyto i odczytano intensywność fluorescencji za pomocą czytnika mikropłytek z detektorem fluorescencji. Dane 

pokazano jako stosunki intensywności fluorescencji ( 595 nm / 535 nm). Wartości na wykresach (B) i (C) to wartości 

średnie z trzech eksperymentów ± SEM (n = 3) znormalizowane do wartości kontroli scr (B) lub kontroli 0 (C). 

**p<0,005. Oznaczenia: ● – stymulowane komórki THP-1, ○ – niestymulowane komórki THP-1. 

Następnie, aby określić czy wywołanemu działaniem 7-OOH spadkowi wartości ∆Ѱm 

towarzyszy indukcja wtórnej peroksydacji lipidów, sprawdzono jej poziom za pomocą 

molekularnej sondy C11 BODIPY
581/591

. Oprócz 7-wodoronadtlenku cholesterolu, użyto 

również t-BuOOH (Rycina 11). Jak wynika z analizy stosunków intensywności fluorescencji 
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(Ryc. 12) wyciszenie genu STARD1 obniża o ok. 30% wtórną peroksydację wywołaną przez 

zewnętrzny 7-OOH. 

Zgodnie z przewidywaniami niespecyficzny względem STARD1 t-BuOOH nie indukował 

zróżnicowanej odpowiedzi komórek kontrolnych i transfekowanych (Ryc. 11 i 12). 

 

 

Rycina 11. Peroksydacja lipidów w makrofagach THP-1 poddanych działaniu 7-OOH i t-BuOOH. Stymulowane  

0,2 mM Bu2cAMP komórki zróżnicowanych makrofagów (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz 

negatywną kontrolę wyciszenia (scr) barwiono 2 μM C11 BODIPY581/591 przez 30 minut. Komórki przepłukano 

buforem PBS i inkubowano w medium bez FBS i czerwieni fenolowej zawierającej SUV POPC/Chol/7-OOH z 50 μM 

7-OOH lub 200 μM t-BuOOH przez 4 h. Komórki następnie analizowano używając mikroskopu Leica TCS SESII. 

Skala 50 μm. 
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Rycina 12. Stosunek intensywności fluorescencji (forma utleniona 520 nm /forma nieutleniona 590 nm) dla 

makrofagów THP-1 poddanych działaniu A) 7-OOH B) t-BuOOH. Stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP komórki 

zróżnicowanych makrofagów (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz negatywną kontrolę (scr) 

barwiono 2 μM C11 BODIPY581/591 przez 30 minut. Komórki przepłukano buforem PBS i poddano działaniu SUV 

POPC/Chol/7-OOH z 50 μM 7-OOH lub 100 μM t-BuOOH na 4 h. Komórki następnie analizowano używając 

mikroskopu Leica TCS SESII. Intensywności fluorescencji formy utlenionej i nieutlenionej (520 nm/ 590 nm) 

zmierzono za pomocą programu ImageJ. Wartości na wykresie to średnie z trzech eksperymentów ± SEM (n = 3), 

znormalizowane do wartości w komórkach z wyciszonym STARD1 (kd). *p<0,05 

5.5.2 Komórki RAW 264.7  

Również w komórkach mysich makrofagów zbadano wpływ 7-OOH na mitochondrialny 

potencjał błonowy (Ryc. 13) oraz na stopień peroksydacji lipidów (Ryc. 14 i 15). 

Jak pokazała analiza stosunków intensywności fluorescencji (Ryc. 13B) zadziałanie 7-OOH 

na komórki stymulowane Bu2cAMP spowodowało obniżenie ΔѰm o ok. 25%. Podobnie jak 

dla makrofagów THP-1 mitochondrialny potencjał błonowy malał wraz ze stężeniem 7-OOH 

(Ryc. 13 C), osiągając minimalną wartość dla komórek stymulowanych przy 30 μM 7-OOH 

oraz dla komórek niestymulowanych przy 50 μM 7-OOH.  

Podjęto próbę korelacji zmian wartość ΔѰm wywołanych działaniem 7-OOH z zakresem 

indukowanej w tych komórkach wtórnej peroksydacji lipidów. Podobnie jak dla komórek 

THP-1 użyto fluorescencyjnego identyfikatora peroksydacji lipidów BODIPY
581/591

  

(Ryc. 14 i 15). 
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Rycina 13. Skutek działania 7-OOH na mitochondrialny potencjał błonowy makrofagów RAW 264.7.  

(A) Stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP lub niestymulowane komórki makrofagów poddano działaniu SUV z 50 μM  

7-OOH przez 4 h, a następnie komórki przemyto buforem PBS i wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 μg/ml). Ponownie 

przemyto buforem i analizowano używając mikroskopu Leica TCS SESII. Skala 50 μm. (B) Stosunek intensywności 

fluorescencji: czerwony(~590 nm) / zielony(~530 nm) dla komórek barwionych JC-1 znormalizowany do wartości  

w niestymulanej kontroli. (C) Stymulowane (●) i niestymulowane (○) komórki RAW 264.7 w 96-dołkowej płytce 

inkubowano z SUV POPC/Chol/7-OOH z 7-OOH w wzrastających stężeniach do 100 μM przez 5 h. Kontrolę  

0 stanowiły komórki traktowane SUV POPC/Chol (150 μM cholesterol). Komórki następnie przemyto, traktowano 

przez 30 minut JC-1 (5 μg /ml), ponownie przemyto i zbadano za pomocą czytnika mikropłytek z detektorem 

fluorescencji. Dane pokazano jako stosunki intensywności fluorescencji ( 595 nm / 535 nm). Wartości na wykresach 

(B) i (C) to średnie z trzech eksperymentów ± SEM (n = 3), znormalizowane do wartości niestymulowanej kontroli 

 (B) lub wartości kontroli 0 komórek niestymulowanych (C). Oznaczenia: ● – stymulowane komórki RAW 264.7,  
○ – niestymulowane komórki RAW 264.7. 
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Rycina 14. Peroksydacja lipidów w makrofagach RAW 264.7 poddanych działaniu 7-OOH. Stymulowane 0,2 mM 

Bu2cAMP komórki makrofagów (S) lub niestymulowane (NS) barwiono 2 μM C11 BODIPY581/591 przez 30 minut. 

Komórki przemyto buforem PBS i poddano działaniu SUV POPC/Chol/7-OOH z 25 μM 7-OOH na 4h lub 50 μM  

7-OOH na 2,5 h. Po wskazanym czasie komórki badano używając mikroskopu Leica TCS SESII. Skala 50 μm. 
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Rycina 15. Stosunek względnej intensywności fluorescencji (formy utleniona 520 nm/forma nieutleniona 590 nm) dla 

makrofagów RAW 264.7 poddanych działaniu 25 μM 7α-OOH oraz 50 μM 7-OOH. Stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP 

komórki makrofagów (S) lub niestymulowane (NS) barwiono 2 μM C11 BODIPY581/591 przez 30 minut. Komórki 

przepłukano buforem PBS i poddano działaniu SUV POPC/Chol/7-OOH z 25 μM 7-OOH na 4 h lub 50 μM 7-OOH 

na 2,5 h. Komórki następnie analizowano używając mikroskopu Leica TCS SESII. Względnie intensywności 

fluorescencji formy utlenionej i nieutlenionej (520 nm/ 590 nm) zmierzono za pomocą programu ImageJ. Wartości na 

wykresie to średnie z trzech eksperymentów ± SEM (n = 3). *p<0,05; **p<0,01. 

Stymulacja równoznaczna ze zwiększeniem poziomu STARD1 powoduje statystycznie 

istotne zwiększenie peroksydacji lipidów w komórkach poddanych działaniu 7-OOH. 

Zgodnie z argumentacją, że STRAD1 specyficznie dostarcza 7-OOH do mitochondriów  

i wywołuje w tych organellach lokalną peroksydację lipidów, zbadano komórkową lokalizację 

peroksydacji. Jako markera mitochondriów użyto barwnika Mitotracker® Deep Red FM. 

Analiza podwójnego barwienia (Ryc. 16) wykazała równomiernie rozproszoną peroksydację 

w komórkach niestymulowanych i wyraźną mitochondrialną lokalizację peroksydacji  

w komórkach stymulowanych.  
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Rycina 16. Mitochondrialna lokalizacja peroksydacji lipidów w makrofagach RAW 264.7 poddanych działaniu 

 7-OOH. Stymulowane 9 h 0,5 mM Bu2cAMP komórki makrofagów (S) lub niestymulowane (NS) barwiono 2 μM C11 

BODIPY581/591 przez 30 minut. Komórki przemyto buforem PBS i poddano działaniu SUV POPC/Chol/7-OOH  

z 50 μM 7-OOH na 2,5 h. Po tym czasie komórki barwiono 0,2 mM Mitotracker Deep Red przez 30 minut, następnie 

przemyto i analizowano używając mikroskopu Leica TCS SESII. Skala 10 μm. 

PODSUMOWANIE 

Wyniki uzyskane dla obu linii komórkowych są kolejnym dowodem na to, że STARD1 

odgrywa kluczową rolę w transporcie 7-OOH do mitochondriów. Dodatkowo, wychwycony 

przez mitochondria 7-OOH wywołuje wolnorodnikowe uszkodzenia peroksydacyjne, 

powodujące depolaryzację błony i metaboliczne dysfunkcje. 

5.6 WPŁYW 7-OOH NA AKTYWNOŚĆ CYP27A1 I PRODUKCJĘ 27-OH 

Kolejnym pytaniem było: czy 7-OOH importowane do mitochondriów z udziałem STARD1 

może zaburzać mitochondrialną kontrolę procesów RCT, w szczególności poziom 

generowanego 27-OH. Ten produkowany w mitochondriach oksysterol po przeniesieniu do 

jądra komórkowego aktywuje LXR a tym samym RCT. Zbadano zatem wpływ 7-OOH na 

aktywność 27-hydroksylazy sterolowej i całkowitą produkcję 27-OH (Ryc. 17) 
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Rycina 17. Wpływ 7-OOH na aktywność CYP27A1 (A) i wydajność produkcji 27-hydroksycholesterolu (B).  

(A) Zróżnicowane (64 nM PMA), stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP makrofagi THP-1 inkubowano z SUV bez 7-OOH 

(0 μM) oraz z 20 μM 7-OOH przez 10 h, a następnie przemyto buforem PBS, zeskrobano i homogenizowano. 

Następnie poddano procedurze izolacji mitochondriów przez wirowanie różnicowe. Po oznaczeniu stężenia 

mitochondrialnego białka, frakcję mitochondrialną inkubowano z cholesterolem [14C] w buforze reakcyjnym.  

Po 90 min reakcji z uzyskanych proóbek ekstrahowano lipidy. Uzyskane lipidy (w tym 27-OH) rozdzielano używając 

chromatografii cienkowarstwowej, a 27-OH obrazowano przez analizę wykrywania fosforu (HPTLC-PI).  

(B) Stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP zróżnicowane (64 nM PMA) makrofagi inkubowano z SUV POPC/Chol/7-OOH 

zawierającymi 0, 10 lub 20 μM 7-OOH przez 10 h. Następnie przepłukano i inkubowano przez kolejne 12 h  

z kompleksem cholesterol [14C]/-cyklodekstran. Po inkubacji, z medium wyekstrahowano lipidy, a uzyskany  

[14C] 27-OH analizowano używając HPTLC-PI. Każdy z pokazanych prążków reprezentuje 105 komórek.  

Wartości pokazane w (A) i (B) to średnie z trzech eksperymentów ± SEM (n = 3); * p <0,005 w porównaniu z SUV  

bez 7-OOH (0 μM). 

Analiza aktywności CYP27A1 pokazuje ok. 40% spadek aktywności w mitochondriach 

traktowanych 7-OOH w stosunku do nietraktowanej kontroli. Warto zaznaczyć, że inkubacja 

komórek z 20 μM 7-OOH nie powodowała znacznego spadku ich przeżywalności  

(90% komórek żywych). Spadkowi aktywności towarzyszyło zmniejszenie całkowitej 

produkcji 27-OH o ok. 40% przy stężeniu 7-OOH wynoszącym 20 μM (Ryc. 17 B). 

 

PODSUMOWANIE 

Spadek aktywności CYP27A1 i wydajności produkcji 27-OH przypisuje się indukowanemu 

przez 7-wodoronadtlenki, rodnikowym uszkodzeniom mitochondriów. Może to prowadzić do 

zmniejszenia wydajności RCT i rozwoju zmian miażdżycowych. 

5.7 WPŁYW 7-OOH NA ZDOLNOŚĆ EKSPORTU CHOLESTEROLU ORAZ 

EKSPRESJĘ BIAŁEK TRANSPORTUJĄCYCH CHOLESTEROL 

Następnie sprawdzono jakie są konsekwencje działania 7-OOH na ekspresję wybranych 

białek szlaku transportu cholesterolu (Ryc. 18). Zbadano również poziom mRNA wybranych 

genów (Ryc. 19). 
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Rycina 18. Wpływ 7-OOH na ekspresję białek STARD1, CYP27A1, ABCA1 oraz ABCG1. Komórki zróżnicowanych 

makrofagów (64 nM PMA) inkubowano przez 12 h w medium z 1% FBS niezawierającym (NS) lub zawierającym  

0,2 mM Bu2cAMP (S). Komórki przepłukano dwukrotnie medium bez FBS i czerwieni fenolowej, po czym 

inkubowano przez 2, 4 i 6 h z SUV POPC/Chol/7-OOH z 100 μM 7-OOH. Komórki po określonych czasach inkubacji, 

dwukrotnie przepłukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano analizie Western Blot na białka 

STARD1, CYP27A1, ABCA1, ABCG1 oraz AKTYNA jako kontrola wewnętrzna. Kontrolę zbierano zaraz po 

stymulacji Bu2cAMP. Do analizy użyto 50 g białka. Liczby poniżej pasm oznaczają densytometrycznie określone 

intensywności pasm znormalizowane do β-AKTYNY i względem wartości w niestymulowanych komórkach w czasie 0. 

 

Rycina 19. Analiza poziomu mRNA dla STARD1, CYP27A1, ABCA1 oraz ABCG1. Komórki zróżnicowanych 

makrofagów (64 nM PMA) inkubowano przez 12 h w medium z 1% FBS zawierającym 0,2 mM Bu2cAMP. Następnie 

komórki przepłukano dwukrotnie medium bez FBS i czerwieni fenolowej i inkubowano przez 2, 4 i 6 h z SUV 

POPC/Chol/7-OOH z 100 μM 7-OOH. Komórki po określonych czasach inkubacji dwukrotnie przepłukano buforem 

PBS i zlizowano używając odczynnika TRIreagent, po czym wyizolowano RNA zmodyfikowaną metodą 

Chomczyńskiego. W reakcji odwrotnej transkrypcji wyizolowane RNA przepisano na cDNA, które następnie 

poddano analizie PCR w czasie rzeczywistym. Jako genu kontrolnego użyto GAPDH. Wartości poziomu mRNA  

są normalizowane do GAPDH i względem wartości w stymulowanych komórkach w czasie 0. Wartości przedstawione 

na wykresach oznaczają wartość średnią z trzech eksperymentów ± SEM (n = 3). 
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Jak pokazano w analizie Western blot poziom białka STARD1 w niestymulowanych 

komórkach nie zmienił się znacząco w czasie 6 h inkubacji z 100 μM 7-OOH, podczas gdy  

w stymulowanych komórkach spadł do ok. 50 % poziomu stymulowanej kontroli. 

Równoległa analiza PCR w czasie rzeczywistym komórek stymulowanych pokazała spadek 

poziomu mRNA do ok. 30% poziomu kontrolnego. 

Jak przewidywano, poziom białka ABCA1 również ulegał spadkowi tylko w stymulowanych 

komórkach, osiągając po 6 h ok. 50% jego poziomu kontrolnego. W analizie PCR w czasie 

rzeczywistym, pokazanemu spadkowi poziomu białka towarzyszył spadek poziomu mRNA 

do ok. 25% poziomu kontrolnego. Zmniejszenie ilości białka ABCA1, jak również mRNA 

sugeruje, że transkrypcja była osłabiona przez 7-OOH, co jest zgodne z obserwowanym 

niedoborem 27-OH (Ryc. 17 B). Możliwe są także oksydacyjne modyfikacje białka ABCA1 

powodujące utratę jego funkcji lub zmniejszenie jego wykrywania przez przeciwciała. 

Poziom białka ABCG1 w stymulowanych komórkach podczas traktowania 7-OOH spadał 

osiągając po 6 h ok. 30% poziomu kontroli. Jednakże produkcja mRNA pozostawała  

na niezmienionym poziomie.  

Zaskakujące zdają się natomiast wyniki dla CYP27A1. W stymulowanych makrofagach, pod 

wpływem działania 7-OOH dochodzi do prawie 2-krotnego zwiększenia poziomu białka  

i niewielkiego wzrostu (ok. 25%) poziomu mRNA. Wynik ten nie koreluje z wynikami 

produkcji 27-OH. Jednakże, aktywność CYP27A1 poddanej działaniu 7-OOH ulega 

zmniejszeniu (Ryc. 17A). A zatem możliwa wydaje się być próba kompensowania spadku 

aktywności CYP27A1 przez wzrost ilości tego białka w komórce.  

Dodatkowo, w celu sprawdzenia czy obniżenie ekspresji ABCA1 oraz ABCG1 przez 7-OOH, 

ma wpływ na upośledzenie zwrotnego transportu cholesterolu, zbadano wyrzut cholesterolu 

do zewnątrzkomórkowych akceptorów apoA-I oraz HDL (Ryc. 20).  
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Rycina 20. Wpływ 7-OOH na eksport cholesterolu do apoA-I (A) lub HDL (B). Zróżnicowane makrofagi THP-1 

inkubowano z kompleksem 20 μM [3H] cholesterol / 1,5 mM / L metylo-β-cyklodekstran w medium bez FBS przez  

12 h. Komórki przepłukano buforem PBS, a następnie inkubowano w medium niezawierającym (NS) lub 

zawierającym (S) 0,2 mM Bu2cAMP. Po całonocnej inkubacji komórki ponownie przepłukano i poddano działaniu  

z SUV z POPC/Chol lub POPC/Chol/7-OOH na 6 h. Początkowe stężenie 7-OOH wynosiło 20 μM. Natychmiast po 

inkubacji, komórki przepłukano i nałożona na (A) apoA-I (20 μg/ml w medium RPMI z 0,5% BSA) lub (B) HDL  

(50 μg/ml w medium RPMI z 0,5% BSA). Wyrzut cholesterolu [3H] po 6 h oznaczano przez zliczanie scyntylacyjne. 

Dane pokazane w (A) i (B) oznaczają średnie z trzech eksperymentow ± SEM (n = 3) i przedstawiają wartości 

procentowe całkowitego komórkowego cholesterolu. * p <0,01. 

Analiza zależnego od ABCA1 eksportu cholesterolu do apoA-I jest pokazana na Ryc. 20A. 

Wypływ znakowanego [
3
H] cholesterolu po 6 h był znacznie mniejszy w stymulowanych 

komórkach poddanych działaniu 7-OOH. Zmniejszenia takiego nie zaobserwowano  

w niestymulowanych makrofagach.  

Oznaczono także wypływ cholesterolu z udziałem ABCG1 do HDL (Ryc. 20 B). Wypływ 

znakowanego [
3
H] cholesterolu do HDL również był znacząco obniżony w komórkach 

stymulowanych poddanych działaniu 7-OOH. Pewne zmniejszenie eksportu cholesterolu 

zaobserwowano również w niestymulowanych makrofagach traktowanych 7-OOH. Jednak 

ten efekt jest dużo mniejszy niż w komórkach stymulowanych. 

Obseracja ta dostarcza dodatkowych argumentów przemawiających za postulowaną przez nas 

rolą występującego w niewielkich ilościach w tkankach miażdżycowych 7-OOH i jego 

transportu w upośledzeniu RCT w komórkach makrofagów. 

 

PODSUMOWANIE 

Powyższe wyniki jasno wskazują na destruktywną rolę 7-OOH w procesie zwrotnego 

transportu cholesterolu. 7-OOH zaburza zarówno ekspresję, jak i aktywność białek szlaku 

transportu cholesterolu rzutując tym samym na wydajność RCT.  
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6 DYSKUSJA I WNIOSKI 

W ciągu ostatnich kilku dekad, zrozumienie podstawowych mechanizmów związanych  

z miażdżycą znacznie się pogłębiło. Obecnie uznaje się iż ważną rolę na wszystkich etapach 

procesu chorobowego odgrywa stan zapalny. Miażdżyca jest chorobą ściśle związaną  

z długotrwałym stanem zapalnym, który uwarunkowany jest akumulacją w obrębie ściany 

naczyń aktywowanych makrofagów bogatych w cholesterol oraz estry cholesterolu. 

Regulacja poziomu cholesterolu jest skomplikowanym procesem, obejmującym jego 

pobieranie z pokarmu, biosyntezę, transport, metabolizm, a także usuwanie. Makrofagi 

utrzymują homeostazę cholesterolu poprzez zrównoważenie procesów importu i eksportu 

cholesterolu. Wewnątrzkomórkowy transport cholesterolu odbywa się albo poprzez jego 

wbudowywanie w błony pęcherzykowe (np. lizosomy, endosomy, peroksysomy) [Soccio RE  

i Breslow JL, 2004] albo przez wiązanie ze specyficznymi białkami transportowymi. Do 

białek tych należą mało specyficzne białka SCP-2 i SCP-x [Gallegos AM i wsp., 2001],  

a także odgrywające kluczową rolę w transporcie cholesterolu białka z rodziny StAR [Soccio 

RE i Breslow JL, 2003]. Z udziałem cytozolowego białka STARD4 oraz znajdującego się  

w zewnętrznej błonie mitochondrialnej, białka STARD1, cholesterol dostarczany jest do 

mitochondriów jako substrat dla CYP27A1, która przekształca go w 27-OH [Escher G i wsp., 

2003; Ma Y i wsp., 2007; Tall AR, 2008; Ning Y i wsp. 2009; Borthwick F i wsp., 2009].  

27-OH po przedostaniu się do jądra komórkowego stymuluje zależną od LXR transkrypcję 

białek błonowych ABCA1 i ABCG1 [McNeish J i wsp., 2000; Wang X i wsp., 2007; Cavelier 

C i wsp., 2006; Zhao Y i wsp., 2010]. Białka te pełnią kluczową rolę w usuwaniu cholesterolu 

do zewnątrzkomórkowych akceptorów: apoA-I (ABCA1) oraz HDL (ABCG1).  

Mechanizm transportu cholesterolu do mitochondriów makrofagów zdaje się być podobny do 

mechanizmu w komórkach steroidogennych [Borthwick F i wsp., 2009; Allen AM i wsp. 

2013]. Wiadomo, np. że w komórkach Leidiga MA-10, po stymulacji gonadotropiną 

kosmówkową lub cAMP, następuje wzrost ekspresji sieci białek odpowiedzialnych za 

steroidogenezę [Stocco DM i Kilgore MW, 1988]. Białka te obejmują enzym CYP11A1  

w błonie wewnętrznej mitochondriów, STARD1 w błonie zewnętrznej i co najmniej jeden 

cytoplazmatyczny homolog, STARD4 lub STARD5. Zgodnie z ogólno przyjętym poglądem, 

białka StAR współdziałają w dostarczaniu cholesterolu do wewnętrznej błony 

mitochondrialnej, gdzie następuje katalizowane przez CYP11A1 tworzenie pregnenolonu, 

pierwszy etap biosyntezy hormonów steroidowych [Stocco DM i Kilgore MW, 1988; Soccio 

RE i Breslow JL, 2003; Miller WL, 2007]. Również Korytowski i wsp. [Korytowski W i wsp. 
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2013] pokazali, że stymulowane Bu2cAMP komórki MA-10 mają zwiększony poziom białek 

STARD1 i STARD4 w porównaniu do niestymulowanej kontroli. W wyniku stymulacji 

Bu2cAMP komórki MA-10 znacząco zwiększały szybkość i poziom wbudowywania 7-OOH 

do mitochondriów. Skutkowało to utratą potencjału błonowego (ΔΨm) oraz utratą zdolności 

do syntezy progesteronu. Ponadto 7-OOH był znacznie bardziej toksyczny dla komórek 

stymulowanych i powodował w nich śmierć apoptoczną w odróżnieniu od komórek 

niestymulowanych, które ulegały nekrozie. Co ważne, wodoronadtlenek tert-butylu, który nie 

jest ligandem białka StAR, był tak samo toksyczny zarówno dla komórek stymulowanych  

i niestymulowanych. Te odkrycia przemawiają za hipotezą, że podobnie jak cholesterol,  

7-OOH mogą być transportowane do mitochondriów, których mogą wywoływać uszkodzenia 

wolnorodnikowe. 

W niniejszej pracy opisano podobny mechanizm uszkodzeń oksydacyjnych skierowanych na 

mitochondria. Zarówno w przypadku mysich RAW 264.7, jak i ludzkich makrofagów THP-1, 

po stymulacji Bu2cAMP następowała zwiększona ekspresja białka STARD1, a w przypadku 

RAW 264.7 również STARD4 (Ryc. 2A, 4A). W obu liniach zaobserwowano zwiększony 

wychwyt tak cholesterolu, jak i 7-OOH w komórkach stymulowanych Bu2cAMP. Wydaje 

się, że wychwyt ten jest zależny od stopnia ekspresji białka STARD1. Rolę STARD1  

w makrofagowym transporcie cholesterolu oraz jego 7-wodoronadtlenków (7-OOH) 

potwierdzają eksperymenty na komórkach z wyciszonym STARD1 (Ryc. 3B, 4B). Chociaż  

7-OOH są bardziej polarne niż cholesterol, zachowują większość jego właściwości 

amfifilowych, a mianowicie tę samą hydrofobową część "ogonową" i sztywną "hydrofilową" 

część czołową, w której grupa hydroperoksylowa z pierścieniem B jest względnie blisko 

grupy hydroksylowej z pierścieniem A. W oparciu o te rozważania, nie byłoby zaskakujące, 

że cholesterol i 7-OOH stosują tę samą kieszeń wiążącą w STARD1 z podobną orientacją ich 

grup hydrofobowych i hydrofilowych.  

Stymulacja Bu2cAMP powoduje także zwiększenie ekspresji STARD4 w makrofagach 

mysich. Efektu tego nie zaobserwowano w ludzkich makrofagach THP-1. Jednakże, komórki 

THP-1 w odróżnieniu od RAW 264.7 charakteryzują się stosunkowo wysoką konstytutywną 

ekspresją STARD4 [dane z proteinatlas.org]. Być może ten wysoki poziom ekspresji 

STARD4 w komórkach THP-1 był wystarczający dla obsłużenia zwiększonego na skutek 

stymulacji transportu steroli. Inaczej sytuacja przedstawia się w komórkach RAW 264.7, 

gdzie ekspresja konstytutywna jest niewystarczająca i musi zostać podniesiona, np. przez 

stymulację Bu2cAMP. 
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Choć w pracy nie podjęto próby oceny udziału STARD4 przez jego wyciszenie,  

to wcześniejsze badania wykazały, że rekombinowane białko STARD4 transportuje 7-OOH  

z liposomów do izolowanych mitochondriów, powodując uszkodzenia peroksydacyjne  

i depolaryzację błony [Korytowski W i wsp., 2010]. Udowodniono także, że STARD4 jest 

całkowicie specyficzny dla 7-OOH (nie transportuje PlOOH) [Korytowski W i wsp., 2010].  

Tak więc w niniejszym badaniu zaobserwowano zależny od STARD1 wychwyt 7-OOH przez 

mitochondria stymulowanych makrofagów THP-1 i RAW 264.7. Ten zwiększony 

mitochondrialny wychwyt 7-OOH spowodował wolnorodnikowe konsekwencje: (1) wzrost 

peroksydacji lipidów oraz (2) indukcję depolaryzacji błony mitochondrialnej w komórkach 

stymulowanych w porównaniu do komórek kontrolnych (Ryc. 10-15). To szkodliwe działanie 

uległo zmniejszeniu po wyciszeniu STARD1. Stanowi to dodatkowy dowód na udział białka 

w transporcie 7-OOH. Dodatkowych argumentów przemawiających za specyficznym 

oddziaływaniem między białkiem StAR i 7-OOH przyniosło badanie cytotoksyczności  

t-BuOOH w komórkach o zróżnicowanej ekspresji STARD1 (Ryc. 5B i 6B). t-BuOOH 

dyfundujący w komórkach w sposób niezależny od białek StAR powodował podobne skutki 

niezależnie od ekspresji białka STARD1.  

Jedną z najistotniejszych, zaobserwowanych w prezentowanych badaniach konsekwencji 

przeniesienia 7-OOH przez STARD1 do mitochondriów jest spadek aktywności CYP27A1  

i towarzyszący mu spadek produkcji 27-OH (Ryc. 17). Spadek aktywności był zależny 

zarówno od czasu ekspozycji, jak i stężenia 7-wodoronadtlenków. Obniżeniu wydajności 

produkcji 27-OH towarzyszyła zmniejszona ekspresja ABCA1 i ABCG1 (Ryc. 18). Nie jest 

to wynik zaskakujący, gdyż jak wiadomo, 27-OH jest naturalnym agonistą LXR, który 

stymuluje transkrypcję ABCA1 i ABCG1. Zmniejszona produkcja 27-OH i ekspresja ABCA1 

po ekspozycji na 7-OOH, najprawdopodobniej wyjaśnia upośledzenie wczesnego stadium 

RCT tych komórek, to jest zmniejszoną zdolność do eksportu cholesterolu do apoA-I (Ryc. 

20 A). Z kolei zmniejszony eksport cholesterolu do HDL (Ryc. 20 B), przypisuje się 

obniżeniu poziomu ABCG1 (Ryc. 18).  

Taylor i wsp. pokazali, że nadekspresja STARD1 w makrofagach zwiększa dostarczanie 

cholesterolu do 27-hydroksylazy sterolowej (CYP27A1) [Taylor JM i wsp., 2010], a więc 

analogicznie zmniejszenie ekspresji STARD1 powinno spowodować zakłócenie transportu 

cholesterolu do wewnętrznej błony mitochondrialnej, gdzie znajduje się CYP27A1. Zatem 

brak substratu (cholesterolu) dostarczanego przez STARD1 może być kolejną przyczyną 

zmniejszenia produkcji 27-oksysterolu i nawet zwiększona ekspresja CYP27A1 (Ryc. 18), nie 

była w stanie zrekompensować zmniejszonej produkcji 27-OH. Takie wytłumaczenie 
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mogłoby wyjaśnić zmniejszoną produkcję 27-OH. Jednakże badanie aktywności odbywało się 

na izolowanych mitochondriach, a dostarczany z zewnątrz substrat nie stanowił ograniczenia. 

Co za tym idzie, przyczyną zmniejszonej aktywności CYP27A1 mogło być jego oksydacyjne 

uszkodzenie.  

Ponadto, wydłużona ekspozycja na 7-OOH skutkowała znaczącym obniżeniem poziomu 

białka STARD1 (Ryc. 18). Obniżenie ekspresji STARD1 zostało również zaobserwowane 

przez Borthwick F i wsp. w przeładowanych cholesterolem makrofagach traktowanych 

acLDL lub oxLDL [Borthwick F i wsp., 2009]. Autorzy tłumaczą, że spadek ekspresji może 

mógłby służyć zapobieganiu cytotoksyczności spowodowanej nagromadzeniem się 

cholesterolu w komórce. Podobne objaśnienie można by zastosować do obserwowanego przez 

nas stopniowego spadku ekspresji STARD1, w wyniku ekspozycji na 7-OOH.  

Większość badań dotyczących roli oksysteroli w miażdżycy koncentruje się głównie na 

najliczniej występujących w blaszce miażdżycowej, 7=O oraz 27-OH, które mogą one 

indukować apoptozę w fibroblastach, komórkach śródbłonka oraz makrofagach [Clare K  

i wsp., 1995; Colles SM i wsp., 1996; Brown AJ i Jessup W, 2009; Shibata N i Glass CK, 

2010; Poli G i wsp., 2013]. 

Wiele uwagi poświęca się oksysterolom będącym wtórnymi produktami wolnorodnikowego 

utlenienia cholesterolu (7-OH oraz 7=O). Występują one w płytkach miażdżycowych  

w znacznie większych ilościach niż 7-OOH [Brown AJ i Jessup W, 2009; Shibata N i Glass 

CK, 2010; Poli G i wsp. 2013]. Jednakże, przewaga ta spowodowana jest przede wszystkim 

krótkim czasem życia 7-OOH i ich przekształceniu do 7=O i 7-OH na drodze 

jednoelektronowej redukcji. Tak więc, powstające w wyniku wolnorodnikowych reakcji  

7-OOH [Brown AJ i Jessup W, 2009; Girrotti AW, 1998] są głównymi źródłami 7=O i 7-OH.  

W niniejszej pracy przeprowadzono analizę porównawczą cytotoksyczności 7-OH, 7=O oraz 

7-OOH. Podane w etanolu 7-OOH okazały się być znacznie bardziej cytotoksyczne niż 7=O 

(wartość IC50 7-OOH wyniosła ok. 15 μM, a warość IC50 7-OH wyniosła ok. 120 μM). Z kolei  

7-OH praktycznie nie wykazał toksyczności. Dla ujednolicenia tempa dostarczenia 

poszczególnych oksysteroli do komórek, podawano je w etanolu, a nie jak zazwyczaj  

w postaci lizosomalnej. Podanie 7-OOH w liposomach skutkowało zmniejszeniem 

cytotoksyczności 7-OOH (wartość IC50 7OOH wyniosła ok. 100 μM). Znacznie mniej 

hydrofilowy 7=O był nietoksyczny nawet w stężeniu 200 μM. Jest to stężenie znacznie 

przewyższające fizjologiczne. Nawet w zaawansowanych zmianach miażdżycowych 7=O 

występuje w ilościach nanomolarnych (250 nmol na 1 mg mokrej tkanki) [Garcia-Cruset S  
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i wsp., 2009], a w krwi zdrowych pacjentów stężenia 7-ketocholesterolu wynoszą około  

20 - 400 nM [Matysik S i wsp., 2012].  

W pracy po raz pierwszy porównano wpływ tych trzech form utlenionego cholesterolu na 

komórki makrofagów. Wcześniej badano cytotoksyczność redoksowo nieaktywnych 

oksysteroli (7=O, 7-OH i 27-OH), które były podawane w rozpuszczalnikach organicznych 

(etanol i izopropanol) do innych typów komórek, np. fibroblastów, komórek śródbłonka oraz 

mięsni gładkich [Smith LL i Johnson BH, 1989; Hughes H i wsp., 1994; Colles SM i wsp., 

1996]. Związki te miały działanie cytotoksyczne w bardzo wysokich, niefizjologicznych 

stężeniach. Cytotoksyczność 7-OOH (7β-OOH) była sprawdzana tylko w pracy Colles SM  

i wsp. [Colles SM i wsp., 1996]. Autorzy wykazali obecność 7β-OOH w utlenionych LDL 

oraz sprawdzili i porównali toksyczność różnych oksysteroli, w tym 7β-OOH, w ludzkich 

fibroblastach. Colles SM i wsp. pokazali, że 7β-OOH jest znacznie bardziej toksyczny dla 

ludzkich fibroblastów niż 7=O, 7β-OH, 5-O-6. Dodatkowo, stwierdzili, że 7β-OOH jest 

najprawdopodobniej odpowiedzialny za dobrze znaną toksyczność oxLDL wobec różnych 

typów komórek innych niż makrofagi. 

W niniejszej pracy zaproponowano nowy model przedstawiający jak wczesne stadium 

uszkodzenia oksydacyjnego makrofagów może upośledzić zwrotny transport cholesterolu,  

a tym samym sprzyjać powstawaniu komórek piankowatych i rozwojowi miażdżycy. 7-OOH 

mogą niepostrzeżenie dostać się do mitochondriów za pośrednictwem naturalnego szlaku 

przemiany materii, który normalnie dostarcza cholesterol. Ponieważ 7-OOH są strukturalnie 

podobne do cholesterolu, mogą zostać rozpoznane przez białka StAR, a następnie 

transportowane do mitochondriów podobnie jak cholesterol (Ryc. 21). 
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Rycina 21. Schemat transportu cholesterolu oraz wodoronadtlenków cholesterolu w komórce. Skróty: BK – błona 

komórkowa; ER – retikulum endoplazmatyczne; Chol – cholesterol; ChOOH – wodoronadtlenki cholesterolu;  

27-OH – 27-hydroksycholesterol; ChOX – oksysterole. 

Przedstawiony w pracy model zakłada, że metabolicznie znaczące ilości 7-OOH znajdują się 

w oxLDL, z których przedostają się do komórek makrofagów. Większość 7-OOH 

powstawałaby na drodze wolnorodnikowego utlenienia LDL w przestrzeni pod śródbłonkiem. 

Towarzyszący importowi cholesterolu nikły strumień 7-OOH powodowałby powolne, lecz 

nieodwracalne uszkodzenia RCT, objawiające się gromadzeniem oksysteroli w ciele komórek 

makrofagowych, prowadząc do powstawania komórek piankowatych. Obecne w komórkach 

makrofagów 7-OOH byłyby przekształcane w 7-OH oraz 7=O. Wszystkie te 7-tlenki, w tym 

te powstałe podczas hydrolizy utlenionych estrów cholesterolu, mogą zostać rozpoznane 

przez białka StAR, a następnie przetransportowane do przedziałów wewnątrzkomórkowych, 

w tym mitochondriów. Jednakże, tylko 7-OOH zdolne są do redoksowych uszkodzeń 

mitochondriów, które zostały zaobserwowane w tej pracy. 7-OOH poprzez peroksydacyjne 

uszkodzenia mitochondriów, powodują zmniejszenie produkcji 27-OH skutkujące redukcją 

ekspresji ABCA1 i ABCG1, a tym samym upośledzenie zwrotnego transportu cholesterolu. 

Jest to nowe mechanistyczne spojrzenie na powstawanie miażdżycy, wymagające jednakże 

dalszych badań zarówno w układach in vitro, jak i in vivo.  

W jaki sposób makrofagi są w stanie przeciwdziałać stresowi indukowanemu działaniem  

7-OOH? Jedynym, znanym enzymem antyoksydacyjnym, który jest zdolny do katalizowania 
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bezpośredniej inaktywacji 7-OOH i innych ChOOH jest peroksydaza glutationowa typu 4. 

Ten selenoenzym redukuje nadtlenki do oksydoredukcyjnie nieaktywnych alkoholi kosztem 

zredukowanego glutationu [Thomas JP i wsp., 1990]. GPx4 występuje zarówno  

w makrofagach, jak i innych typach komórek, w tym komórkach tętnicy. Co ważne, 

wykazano, że transgeniczne myszy apoE (-/-) o trwałej nadekspresji aktywnej GPx4 we 

wszystkich tkankach, w tym w tętnicy, były bardziej oporne na miażdżycę niż osobniki 

kontrolne, co koreluje z zmniejszoną peroksydacją lipidów, a tym samym tempem 

powstawania miażdżycy dzięki aktywności Gpx4 [Guo Z i wsp., 2008]. Zatem GPx4 może 

odgrywać kluczową rolę w zdolności makrofagów w przeciwdziałaniu aktywności ChOOH. 

Dlatego dokładne zbadanie roli tego enzymu w przeciwdziałaniu stresowi wywołanemu  

7-OOH zdaje się mieć ogromne znaczenie. Dodatkowo, zbadanie ekspresji i aktywności GPx4 

we frakcji mitochondrialnej makrofagów pierwotnych byłoby szczególnie interesujące. 

Dowody na ochronną rolę GPx4 mogłyby dostarczyć badania tychże makrofagów  

o zróżnicowanej aktywności GPx4, zarówno przez jej wyciszenie, jak i nadekspresję. Te 

eksperymenty powinny wzmocnić argumenty przemawiające za toksycznością 7-OOH,  

a także ochronną rolą GPx4 dla mitochondriów makrofagów pierwotnych poddanych 

działaniu stresu oksydacyjnemu.  

Niektóre chemiczne przeciwutleniacze mogą okazać się korzystne jako uzupełnienie GPx4 

lub innych naturalnych przeciwutleniaczy. Mito-Q jest szczególnie interesujący pod tym 

względem, ponieważ jest specyficznie skierowany na mitochondria zdrowych komórek  

i może miejscowo wygaszać wolne rodniki w błonach mitochondrialnych [Kelso GF i wsp., 

2002; Snow BJ i wsp., 2010]. Zatem, potencjalnie Mito-Q może tłumić uszkodzenia 

spowodowane przez 7-OOH w mitochondriach makrofagów, dzięki czemu może stać się 

nowym przeciwmiażdżycowym środkiem farmakologicznym. Innym dostępnym związkiem 

tego typu jest SkQ1 [Skulachev VP 2013], który podobnie jak Mito-Q ma przeciwutleniające 

działanie ukierunkowane na mitochondria. 

Podsumowując, w niniejszej pracy zbadano unikalny mechanizm, w którym odwrotny 

transport cholesterolu może zostać uszkodzony na skutek działania stresu oksydacyjnego, to 

znaczy poprzez dostarczanie aktywnych redoksowo 7-OOH do mitochondriów  

za pośrednictwem białek naturalnego szlaku metabolizmu cholesterolu, StAR. To odkrycie 

jest bardzo istotne, ponieważ dostarcza nowych informacji na temat roli redoksowych 

uszkodzeń makrofagów w patogenezie miażdżycy. Co więcej, odkrycie to sugeruje, że w celu 

zapobiegania tym uszkodzeniom mogą być stosowane ukierunkowane na mitochondria leki 

przeciwutleniające.  
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NAJWAŻNIEJSZE WYNIKI I WNIOSKI 

 

 Stymulacja Bu2cAMP powoduje wzrost ekspresji białek STARD1  

i ABCA1 w ludzkich makrofagach THP-1, a w makrofagach mysich wzrost 

ekspresji białek STARD1, STARD4. 

 Zwiększona ekspresja STARD1 powoduje zwiększenie wychwytu 7-OOH 

przez mitochondria, natomiast wyciszenie STARD1 powoduje 

zmniejszenie jego wychwytu w obu liniach makrofagowych. 

 

 

 

 

 

 

Kluczowa rola 

białka STARD1 

w transporcie 

 7-OOH do 

mitochondriów 

 Cytotoksyczność 7-OOH jest wyższa w makrofagach (THP-1, RAW 264.7) 

stymulowanych Bu2cAMP (zwiększona ekspresja STARD1)  

w porównaniu do niestymulowanej kontroli. Z kolei w makrofagach  

z wyciszonym STARD1 cytotoksyczność 7-OOH jest niższa niż  

w negatywnej kontroli wyciszenia. 

 Obecność białka STARD1 nie ma wpływu na cytotoksyczność nadtlenku 

tert-butylu (makrofagi THP-1). 

 W stymulowanych Bu2cAMP makrofagach THP-1 cytotoksyczność 

redoksowo aktywnych 7-OOH jest wyższa niż cytotoksyczność innych 

oksysteroli (7-OH i 7=O). 

 W stymulowanych Bu2cAMP makrofagach (THP-1 i RAW 264.7) 

następuje spadek mitochondrialnego potencjału błonowego (∆Ѱm)  

w porównaniu do niestymulowanej kontroli. 

 Mysie makrofagi RAW 264.7 stymulowane Bu2cAMP mają zwiększony 

poziom peroksydacji lipidów w porównaniu do niestymulowanych kontroli. 

Peroksydacja skupia się przede wszystkim w mitochondriach. 

 Makrofagi THP-1 z wyciszonym STARD1 mają zmniejszony poziom 

peroksydacji w porównaniu do negatywnych kontroli wyciszenia. 

 Podanie 7-OOH makrofagom THP-1 skutkuje zmniejszeniem aktywności 

CYP27A1, a także zmniejszeniem produkcji 27-OH. 

 W stymulowanych Bu2cAMP makrofagach THP-1 po zadziałaniu 7-OOH 

następuje zmniejszenie ekspresji białek STARD1, ABCA1 oraz ABCG1. 

 7-OOH zmniejsza eksport cholesterolu do apoA-1 oraz HDL  

w stymulowanych Bu2cAMP makrofagach THP-1.  

 

7-OOH 

dostarczane do 

mitochondriów 

makrofagów 

powodują 

dysfunkcję 

zwrotnego 

transportu 

cholesterolu 
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7 DALSZE KIERUNKI BADAŃ – ANALIZA DYNAMIKI 

MITOCHONDRIÓW 

Dysfunkcja mitochondriów może być spowodowana uszkodzeniami DNA, które są ściśle 

powiązane z czynnikami powstawania miażdżycy [Puddu P i wsp. 2009]. Na przykład palenie 

papierosów może zarówno indukować uszkodzenia DNA, jak i hamować szybkość jego 

naprawy [Armani C i wsp., 2009]. Cukrzyca z kolei charakteryzuje się uszkodzoną naprawą 

DNA [Amaral S i wsp., 2008; Wang PW i wsp., 2009]. Ponadto, proces utleniania cząstek 

lipoprotein jest ściśle powiązany ze wzrostem markerów uszkodzenia DNA. Co ważne, 

mitochondrialne DNA (mtDNA) jest szczególnie podatne na uszkodzenia spowodowane 

przez wolne rodniki. Podczas gdy jądrowe DNA jest ukryte w ochronnych histonach  

i chromatynie, mitochondrialne DNA nie ma takiej ochrony. Mitochondrialna ochrona opiera 

się na bardziej podstawowych procesach naprawy DNA, takich jak naprawa przez wycinanie 

zasad zmodyfikowanych przez alkilowanie, deaminację lub utlenianie (mitochondrialny BER, 

ang. base excision repair) [Gredilla R, 2010]. Jednakże, w przeciwieństwie do jądra 

komórkowego, mitochondria mogą zwiększać swoją biogenezę [Chan NC i wsp., 2011],  

a także być usuwane w procesie mitofagii lub za pomocą proteasomów. 

Zmieniona dynamika mitochondriów może być kolejną przyczyną ich dysfunkcji. 

Mitochondria nieustannie podlegają procesowi rozszczepienia (ang. mitochondria fission) 

oraz fuzji (ang. mitochondria fussion), które kontrolują ich morfologię i integralność 

[Bleazard W i wsp., 1999; Chen H i wsp., 2003]. Fuzja pozwala na wymianę metabolitów  

i białek powstających w macierzy mitochondrialnej oraz równomierną dystrybucję tych 

związków w całej sieci mitochondrialnej. Umożliwia także mieszanie genomów 

mitochondrialnych, a tym samym ochronę przed uszkodzeniem DNA [Ono T i wsp., 2001]. 

Proces rozszczepienia jest również niezbędny w normalnym funkcjonowaniu mitochondriów, 

a jego upośledzenie prowadzi do zmniejszenia oddychania [Parrone PA i wsp., 2008]. 

Nagromadzenie dysfunkcyjnych mitochondriów może zatem wynikać ze zmian w dynamice 

mitochondriów.  

Zdrowie mitochondriów jest częściowo regulowane przez ich biogenezę, a białko 

PPARGC1A (ang. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) 

jest uważane za główny regulator biogenezy i homeostazy mitochondrialnej [Liu C i wsp., 

2011]. PPARGC1A jest koaktywatorem transkrypcyjnym PPARγ, i razem regulują geny 

zaangażowane w metabolizm energetyczny. PPARGC1A może być aktywowany przez różne 

mechanizmy, m.in. działanie hormonów tarczycy, Sirtuinę 1 (SIRT-1) czy syntazę tlenku 
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azotu. Ponadto, działanie stresu oksydacyjnego może zwiększać ilość RFT, co z kolei może 

stymulować PPARGC1A [Spiegelman BM, 2007]. Komórka reaguje zwiększeniem 

dostępności ATP, poprzez transkrypcję genów współregulowanych OXPHOS [Jones AW  

i wsp., 2011]. Z kolei nieprawidłowość w regulacji PPARGC1A może prowadzić do zaburzeń 

biogenezy mitochondrialnej oraz przyczyniać się do rozwoju chorób naczyniowych. 

To, czy przyczynia się do rozwoju tych chorób, jest interesującą koncepcją, która nie została 

jeszcze w pełni zbadana. Dlatego dalszym kierunkiem badań jest sprawdzenie zmian 

dynamiki mitochondriów w odpowiedzi na działanie 7-OOH wprowadzonych do komórek  

z udziałem STARD1.  

W tym celu wykonano pilotowe badania: analizie poddano kluczowe geny i białka szlaku 

mitobiogenezy, a także sprawdzono ilość mitochondriów przez wybarwianie całych 

mitochondriów. 

Na rycinach poniżej przedstawiono wstępne wyniki dalszych badań (Ryc. 21 - 24). 

 

 

Rycina 21. Wpływ 7-OOH na intensywność fluorescencji barwników mitochondrialnych. Zróżnicowane komórki 

THP-1 (64 nM PMA) inkubowano w medium z 1% FBS zawierającym (S) bądź niezawierającym (NS) 0,2 mM 

Bu2cAMP. Komórki następnie dwukrotnie przepłukano buforem PBS, a następnie inkubowano z liposomami 

zawierającymi POPC/Chol/7-OOH lub POPC/Chol przez 12h. Po tym czasie komórki przepłukano i wybarwiono  

(A) Mitotracker® Deep Red lub (B) Mito-ID. Następnie odczytano intensywność fluorescencji dla (A) Mitotracker® 

Deep Red (wzbudzenie 645 nm, emisja 665 nm) lub (B) Mito-ID (wzbudzenie 558 nm, emisja 690 nm). Komórki 

następnie utwalono 4% paraformaldehydem, wybarwiono barnikiem Janus Green, a następnie odczytano 

absorbancję przy 595 nm. Wyniki przedstawiają wartości znormalizowane do ilości komórek (Janus Green) 

względem kontroli nietraktowanych liposomami. Wartości na wykresie to średnie z trzech eksperymentów ± SEM  

(n = 3). 

  

 



~ Strona 97 ~ 

 

 

Rycina 22. Wpływ 7-OOH na intensywność fluorescencji barwników mitochondrialnych. Stymulowane 0,2 mM 

Bu2cAMP zróżnicowane komórki THP-1 (64 nM PMA) poddano działaniu SUV POPC/Chol/7-OOH (20 μM 7-OOH  

i 30 μM cholesterol) lub SUV POPC/chol (30 μM cholesterol) przez 12 h. Po tym czasie komórki przemyto buforem 

PBS i wybarwiono 30 minut barwnikiem Mitotracker Deep Red FM (500 nM) oraz Hoechst (1 μg/ml). Ponownie 

przemyto buforem i analizowano używając mikroskopu Zeiss Axio Observer.Z1. Wartości na wykresie (B) to średnie 

z trzech eksperymentów ± SEM znormalizowane do wartości w komórkach traktowanych cholesterolem (n = 3). 

Na skutek działania 7-OOH intensywność fluorescencji zarówno barwnika Mitotracker® 

Deep Red FM, jak i Mito-ID wzrosła w porównaniu do kontroli traktowanej liposomami  

z samym cholesterolem (Ryc. 21). Wzrost ten wynosi ok. 40% w przypadku barwienia 

Mitotracker® Deep Red i ok. 30% w przypadku Mito-ID. Analiza mikroskopowa w 
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komórkach poddanych działaniu 7-OOH potwierdziła te wyniki. Intensywność fluorescencji 

barwionych mitochondriów jest wyższa o 50% w porównaniu do kontroli traktowanej SUV z 

cholesterolem. Powyższe wyniki wskazują na podwyższoną liczbę mitochondriów.  

Następnie sprawdzono poziom mRNA kluczowych genów szlaku mitobiogenezy 

PPARGC1A, PPARGC1B, NRF1, NRF2, TFAM, TFB1M, TFB2M (Ryc. 23) oraz białka 

PPARGC1A oraz TFAM (Ryc. 24). 

 

 

Rycina 23. Wpływ 7-OOH na kluczowe geny szlaku biogenezy mitochondrialnej: PPARGC1A, PPARGC1B, NRF1, 

NRF2, TFAM, TFB1M, TFB2M. Komórki zróżnicowanych makrofagów (64 nM PMA) rosnące w 70% konfluencji 

inkubowano w medium z 1% FBS zawierającym 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h. Komórki przepłukano dwukrotnie 

medium bez FBS i czerwieni fenolowej, po czym inkubowano przez 2, 4 i 6 h z SUV POPC/Chol/7-OOH (20 μM  

7-OOH, 30 μM cholesterol) lub z SUC POPC/Chol (30 μM cholesterol). Kontrolę stanowiły komórki inkubowane  

w medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Komórki po określonych czasach inkubacji dwukrotnie przepłukano 

buforem PBS i zlizowano używając odczynnika TRIreagent, po czym wyizolowano RNA zmodyfikowaną metodą 

Chomczyńskiego. W reakcji odwrotnej transkrypcji wyizolowane RNA przepisano na cDNA, które następnie 

poddano analizie PCR w czasie rzeczywistym. Jako genu kontrolnego użyto GAPDH a wartości poziomu mRNA są 

normalizowane względem wartości niestymulowanych kontroli. Wartości przedstawione oznaczają wartość średnią  

z jednego eksperymentu ± SEM (n = 3). 
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Rycina 24. Wpływ 7-OOH na PPARGC1A oraz TFAM. Komórki zróżnicowanych makrofagów (64 nM PMA) rosnące 

w 70% konfluencji inkubowano w medium z 1% FBS zawierającym 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h. Komórki 

przepłukano dwukrotnie medium bez FBS i czerwieni fenolowej, po czym inkubowano przez 6 i 12 h z SUV 

POPC/Chol/7-OOH (20 μM 7-OOH, 30 μM cholesterol) lub z SUV POPC/Chol (30 μM cholesterol). Komórki po 

określonych czasach inkubacji, dwukrotnie przepłukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano 

analizie Western Blot na białka PPARGC1A, TFAM oraz β-AKTYNA jako kontrola wewnętrzna. Kontrolę zbierano 

zaraz po stymulacji Bu2cAMP. Do analizy użyto 50 μg białka. Liczby poniżej pasm oznaczają densytometrycznie 

określone intensywności pasm znormalizowane do β-AKTYNY i względem wartości kontroli (stymulowanych 

komórek w czasie 0). 

Zarówno po podaniu 7-OOH, jak i cholesterolu wzrasta poziom mRNA genów: PPARGC1A 

(2-krotny wzrost), PPARGC1B (prawie 4-krotny wzrost) oraz TFB2M (ok. 2-krotny wzrost). 

Na skutek zadziałania 7-OOH oraz cholesterolu następuje również niewielki wzrost (ok. 30%) 

poziomu TFAM. Poziom pozostałych genów (NRF1, NRF2, TFB1M) pozostaje niezmieniony. 

Dodatkowo, po zadziałaniu 7-OOH wzrasta poziom białek PPARGC1A (wzrost o ok. 60%) 

oraz TFAM (prawie 2-krotny wzrost). Również po podaniu cholesterolu następuje wzrost 

poziomu PPARGC1A (ok. 40%), natomiast nie towarzyszy temu wzrost TFAM, który jest 

kluczowym aktywatorem transkrypcji mitochondrialnej, a także uczestnikiem replikacji 

mitochondrialnego genomu.  

Wyniki wstępne pokazują zmianę masy mitochondriów, nie pozwalają jednak stwierdzić czy 

przyczyną tych zmian jest spowodowany 7-OOH wzrost mitochondrialnej biogenezy, czy 

może upośledzenie mitochondrialnej autofagii (mitofagii). W szczególności wyjaśnienia 

wymaga rola 7-OOH w odróżnieniu od roli samego cholesterolu.  

Dla definitywnego ustalenia charakteru obserwowanych zmian mitochondriów wymagana jest  

wizualizacja i pomiar masy/objętości mitochondriów przy użyciu barwników 

fluorescencyjnych i mikroskopii świetlnej. Wyniki ilościowe uzyskać można stosując 

dodatkowo transmisyjną mikroskopię elektronową. Metody z zastosowaniem mikroskopii 



~ Strona 100 ~ 

 

elektronowej pozwalają na obserwację wewnątrzkomórkowych zmian morfologicznych, np. 

tworzenia autofagosomu. Celowa jest również: biochemiczna analiza markerów biogenezy 

mitochondriów, takich jak PPARGC1, TFAM, NRF1 czy NRF2, ocena liczby kopii 

mitochondrialnego DNA (mtDNA), analiza konstytutywnego poziomu czynników 

transkrypcyjnych związanych z biogenezą [Medeiros DM, 2008].  

Dodatkowo, należały przeanalizować większą ilość markerów mitochondrialnej biogenezy 

(oprócz białek PPARGC1A i TFAM, także NRF-1, NRF-2) oraz mitochondrialnych białek 

(oksydaza cytochromu c, syntaza ATP podjednostka c) [Kaaman M i wsp., 2007].  

W przypadku procesu autofagii sprawa jest trudniejsza, gdyż w komórkach eukariotycznych 

brak jest markerów o wysokiej specyficzności. Poza mikroskopią elektronową jedynym 

wskaźnikiem autofagii jest wysokie specyficzne białko LC3-II. Jego stężenie koreluje  

z ilością autofagosomów obecnych w komórce [Rudnicka KW i wsp., 2011].  

Zaprezentowane wyniki w sposób wyraźny wskazują na rolę mitochondriów w opowiedzi 

komórek na obecność 7-OO i w sposób jednoznaczny sugerują kierunek dalszych badań.  
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9 SUPLEMENT 

9.1 ANALIZA DYNAMIKI MITOCHONDRIÓW 

9.1.1 Barwienie komórek 

Analiza mikroskopowa 

Rosnące na płytkach 96-dołkowych zróżnicowane makrofagi (64 nM PMA) inkubowano 

przez 12 h w medium z 1% FBS z 0,2 mM Bu2cAMP. Następnie do komórek dodano SUV 

POPC/Chol (30 μM cholesterol) lub SUV POPC/Chol/7-OOH (20 μM 7-OOH, 30 μM 

cholesterol) na 12 h. Po tym czasie komórki dwukrotnie przepłukano buforem PBS,  

a następnie barwiono 500 nM Mitotracker® Deep Red FM oraz 1μg/ml Hoechst przez  

30 minut. Komórki następnie obrazowano używając mikroskopu Zeiss Axio Observer.Z1  

z wzbudzeniem 550 nm i emisją 605 nm.  

Analiza z użyciem czytnika płytek  

Rosnące na płytkach 96-dołkowych zróżnicowane makrofagi (64 nM PMA) inkubowano 

przez 12 h w medium z 1% FBS z 0,2 mM Bu2cAMP. Następnie do komórek dodano SUV 

POPC/Chol (30 μM cholesterol) lub SUV POPC/Chol/7-OOH (20 μM 7-OOH, 30 μM 

cholesterol) na 12 h. Po tym czasie komórki dwukrotnie przepłukano buforem PBS,  

a następnie barwiono 500 nM Mitotracker® Deep Red FM lub 1x Mito-ID przez 30 minut. 

Intensywność fluorescencji zmierzono za pomocą czytnika płytek Clariostar (BMG Labtech). 

Dla barwnika Mitotracker® Deep Red FM wzbudzenie wynosiło 645 nm a emisja 665 nm.  

Z kolei dla barwnika Mito-ID wzbudzenie wynosiło 558 nm a emisja 690 nm. Po pomiarze 

intensywności fluorescencji komórki zostały utrwalone używając 4% paraformaldehydu, 

przepłukane buforem PBS, a następnie wybarwione barwnikiem Janus Green przez 5 minut. 

Komórki następnie 5 razy wodą dejonizowaną i dodano 100 l 0,5 M HCl, stale wytrząsając 

płytkę przez 10 minut. Następnie zmierzono fluorescencję przy 595 nm co odpowiada ilości 

komórek na płytce. 

9.1.2 Real time w czasie rzeczywistym 

Makrofagi THP-1 rosnące na szalkach stymulowano 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h,  

a następnie przez inkubowano z liposomami POPC/Chol/7-OOH 20 μM 7-OOH, 30 μM 

cholesterol) lub liposomami z POPC/Chol (30 μM cholesterol). Po inkubacji postępowano 
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zgodnie z procedurą opisaną w podrozdziale 4.8 ”PCR w czasie rzeczywistym – Real-time 

PCR”. 

Startery użyte do reakcji przedstawiono w tabeli poniżej (Tabela 8).  

Tabela 8. Sekwencje starterów użytych w reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Skróty: Tm – temperatura 

topnienia. 

Gen 

Sekwencje starterów (5’  3’) 

F: sensowna 

R: antysensowna 

Długość 

amplikonu 

[pary zasad] 

Tm 

[°C] 
Numer dostępu 

PPARGC1A F: AGCCGTAGGCCCAGGTATGACA 

R: TGCTTGGCCCTTTCAGACTCCC 
107 61 NM_013261 

PPARGC1B F: CTATCTCGCTGACACGCAGG 

R: TCTCACTGTCAATCTGGAAGAGC 
206 62 NM_001172698 

TFAM F: AGCTCAGAACCCAGATGCAA 

R: TCAGGAAGTTCCCTCCAACG 
72 61 NM_001270782 

TFB1M F: TGGGTGAGGTAGGGTTGGAT 

R: ACAATCTTATCTGTCAGCCTCAAGT 
180 60 NM_016020 

TFB2M F: ATGTCTTCTCGAGGGCTCTT 

R: TAAAGGGATGTCTGCTGTCCA 
69 60 NM_022366 

NRF1 F: GACCATCCAGACGACGCAAGCA 

R: ATGGGCGGCAGCTTCACTGTT 
136 62 NM_001293164 

NRF2 F: CACGGTCCACAGCTCATCA 

R: TCAAATCCATGTCCTGCTGGG 
76 57 NM_006164 

GAPDH F: GGCCACTAGGCGCTCAC 

R: GCCCAATACGACCAAATCCGT 
106 58 NM_001289746 

9.1.3 Analiza Western Blot 

Makrofagi THP-1 rosnące na szalkach stymulowano 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h,  

a następnie przez inkubowano z liposomami POPC/Chol/7-OOH (20 μM 7-OOH, 30 μM 

cholesterol) lub z liposomami POPC/Chol (30 μM cholesterol). Do analizy białek 

mitochondrialnych użyto procedury Western Blot (podrozdział 4.7. „Analiza ekspresji białek 

– Western Blot”). Do detekcji białek użyto przeciwciał przedstawionych w Tabeli 9. 

Tabela 9. Przeciwciała użyte w badaniu mitochondrialnej biogenezy. 

Nazwa przeciwciała Producent  Rozcieńczenie 

anty-PPARGC1A ThermoFisher Scientific 1:1000  

Anty-TFAM ThermoFisher Scientific 1:1000 
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