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STRESZCZENIE

Zaburzenia homeostazy transportu cholesterolu sg sercem powstalych zmian miazdzycowych.
W ich trakcie komoérki makrofagow zostajg przetadowane cholesterolem i innymi lipidami,
podczas wchianiania utlenionych lipoprotein o niskiej gestosci (oxLDL). W sktad oxLLDL
wchodza rozne formy utlenionego cholesterolu (np. 7=0, 7-OH, 7-OOH), ale tylko
wodoronadtlenki cholesterolu ChOOH, takie jak 7-OOH, sg oksydoredukcyjnie aktywne. Aby
ograniczy¢ szkodliwa akumulacje¢ cholesterolu, makrofagi posiadaja mechanizm jego
eksportu do akceptorow zewnatrzkomorkowych, takich jak apolipoproteina A-1 (apoA-1) lub
lipoproteina o duzej gestosci (HDL). Jest to wczesny etap zwrotnego transportu cholesterolu
(RCT), w ktérym cholesterol dostarczany jest do watroby w celu jego usuni¢cia. Proces RCT
jest niezbedny w utrzymaniu homeostazy cholesterolu. Makrofagi posiadaja wiele bialek,
ktére biorg udziat w RCT. Obejmuja one bialka biatka z grupy ostrych regulatorow
steroidogenezy (StAR), ktore wigza 1 transportuja cholesterol, dostarczajac go do
mitochondridow.

W pracy tej wykazano, ze w warunkach stresu oksydacyjnego, biatka StAR mogg przenosi¢
do mitochondriow makrofagéw nie tylko cholesterol, ale takze 7-OOH, prowadzac
do zaburzenia wczesnych etapéw RCT. Po dostarczeniu do mitochondrium, 7-OOH
inicjowato peroksydacje lipidow i depolaryzacje btony mitochondrialnej. Dostarczenie
7-OOH do mitochondriow makrofagow spowodowalo rowniez zmniejszenie ekspresji
STARD1, redukcje produkcji 27-OH oraz zmniejszenie ekspresji biatka ABCAL. Zmiany te
doprowadzity do zmniejszenia eksportu cholesterolu do apoA-I i HDL. Praca ta dostarcza
zatem nowych informacji o mozliwe;j roli peroksydacji lipidow, dysfunkcji makrofagéw oraz
patogenezie miazdzycy. Jest t0 nowy mechanizm, S$cisle powigzany ze schorzeniami

skorelowanymi ze stresem oksydacyjnym.



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=0, 7-OH, 7-O0H), 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-1 (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-1 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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27-OH
5a-O0OH

6a-OOH
6p-OOH
5-0-6

7=0
7-OH
7-OOH
7a-OH
7a-O0OH
7p-OH
7p-O0OH
acLDL
Apo
BSA
CD36

CETP
ChNS
Chol
ChOOH
CM
COX-2
CRP
CYP27A1
DMSO
EC
EDTA
EGF
FBS

27-hydroksycholesterol

5a-hydroperoksycholesterol; 33-hydroksy-5a-cholest-6-eno-5-
wodoronadtlenek

60-hydroperoksycholesterol; 33-hydroksycholest-4-eno-6a-wodoronadtlenek
6B-hydroperoksycholesterol; 33-hydroksycholest-4-eno-63-wodoronadtlenek
5,6-epoksycholesterol; mieszanina 5,6a-epoksy-5a-cholestan-3B-olu i 5,6p3-
epoksy-5p-cholestan-33-olu

7-ketocholesterol; 3B-hydroksycholest-5-en-7-on

7-hydroksycholesterole (7a-OH i 78-OH)

7-hydroperoksycholesterole (7a-OOH i 73-O0H)

7a-hydroksycholesterol; cholest-5-eno-3p, 7a-diol
7a-hydroperoksycholesterol; 33-hydroksycholest-5-eno-7a-wodoronadtlenek
7B-hydroksycholesterol; cholest-5-eno-3p, 7p-diol
7B-hydroperoksycholesterol; 3B-hydroksycholest-5-eno-7p-wodoronadtlenek
acetylowane LDL

apolipoproteina

albumina z surowicy wotowej (ang. Bovine Serum Albumin)

antygen r6znicowania komorkowego 36 (ang. Cluster of Differentiation 36),
receptor zmiatacz klasy B

biatko transportujgce estry cholesterolu (ang. cholesteryl ester transfer protein)
choroba niedokrwienna serca

cholesterol

wodoronadtlenki cholesteolu

chylomikron

cykolooksygenaza 2

biatko C-reaktywne (ang. C-reactive protein)
27-hydroksylaza sterolowa
dimetylosulfotlenek

estry cholesterolu

kwas etylenodiaminotetraoctowy

czynnik wzrostu naskorka

ptodowa surowica wotowa (ang. Fetal Bovine Serum)
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GPx1 peroksydaza glutationowa typu 1

GPx4 peroksydaza glutationowa typu 4

HDL lipoproteina wysokiej gestosci (ang. High Density Lipoprotein)

HL lipaza watrobowa (ang. Hepatic Lipase)

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance liquid
chromatography)

HPLC-EC  wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja elektrochemiczng

IDL lipoproteina posredniej gestosci (ang. Intermediate Density Lipoprotein)

IFNy interferon gamma

kd organizmy z zmniejszong ekspresja jednego lub wigcej genow (ang.

knockdown). W pracy okreslenie oznacza komoérki z wyciszonym genem

STARD1
Kl jodek potasu
Le rodnik alkilowy
LCAT acylotransferaza lecytynowo-cholesterolowa
LCFA dhugotancuchowe kwasy ttuszczowe (ang. long chain fatty acids)
LDL lipoproteina niskiej gestosci (ang. Low Density Lipoprotein)
LDLR receptor lipoprotein niskiej gestosci
LH nienasycony lipid
LOO- rodnik nadtlenkowy
LOOH nadtlenek lipidowy
Lp(a) lipoproteina (a)
LPL lipaza lipoproteinowa
LRP1 biatko 1 zwigzane z receptorem lipoproteiny niskiej gestosci (ang. low density

lipoprotein receptor-related protein 1)

LXR jadrowy receptor watrobowy (ang. liver X receptor)

oxLDL oksydacyjnie zmodyfikowane lipoproteiny niskiej gestosci

MAPK kinazy aktywowane miogenami

MDA dialdehyd malonowy

MPT mikrosomalne biatko transportujgce trojglicerydy (ang. microsomal

triglyceride transport protein)
MtDNA mitochondrialny DNA
ndHDL prekursory lipoprotein wysokiej gestosci (ang. nascent High Density

~ Strona 10 ~



NOS
PAF-AH
PCR
PGI-2
PKA
PKC
PL
PIOOH
PLTP
PMA
PON1
POPC
PPAR

RCT
RFT
SCP-2
SCP-x

SCr

SiRNA
SOD
SR
SR-BI

SREBP

StAR

SUv
t-BuOOH

Lipoprotein)

syntaza tlenku azotu

acetylohydrolaza czynnika aktywujacego ptytki

tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
prostacyklina I-2

szlak kinazy biatkowej A

szlak kinazy biatkowej C

fosfolipidy

wodoronadtlenki fosflipidow

biatko transportujace fosfolipidy (ang. phospholipid transfer protein)
12-mirystylo-13-octan forbolu

paraoksynaza 1

posfatydylocholina

receptory aktywowane przez proliferatory peroksysoméw (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor)

zwrotny transport cholesterolu (ang. reverse cholesterol transport)
reaktywne formy tlenu

biatko transportujgce sterole (ang. sterol carrier protein)

biatko transportujace sterole x (ang. sterol carrier protein x)

dwuniciowe RNA z sekwencjg niechomologiczng do zadnego z poznanych
ludzkich genow (ang. scrambled control). W pracy uzywany do okre$lenia
negatywnej kontroli transfekcji

krotki interferencyjny RNA

dysmutaza ponadtlenowa

receptory zmiatacze (ang. scavengers receptors)

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

type I)

biatko wigzace sekwencje¢ odpowiedzi na sterole (ang. sterol regulatory
element binding protein)

biatka z grupy ostrych regulatorow steroidogenezy (ang. steroidogenic acute
regulatory protein)

mate jednowarstwowe liposomy (ang. small unilamellar vesicles)

wodoronadtlenek tert-butylu

~ Strona 11 ~



TG
TSP-1
VLDL
VLDLR

wt

triacyloglicerole (inaczej triacyloglicerydy, triglicerydy, trojglicerydy)
trombospondyna |

lipoproteina o bardzo matej gestosci (ang. Very Low Density Lipoprotein)
receptor lipoprotein o bardzo malej gestosci

typ dziki (ang. wild type), typowa, reprezentatywna, zdrowa forma. W pracy
uzywany jako okreslenie komorek nie poddanych zadnym modyfikacjom

genetycznym
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1 WSTEP TEORETYCZNY

1.1 WPROWADZENIE

Miazdzyca jest przewlekta choroba zapalng tetnic, zwigzang z zaburzeniem metabolizmu
lipidow oraz ze stresem oksydacyjnym [Shibata N i Glass CK, 2010]. Jest gldéwng przyczyna
chorob uktadu sercowo-naczyniowego, w tym choroby niedokrwiennej serca (ChNS) oraz
chorob naczyn mézgowych (glownie niedokrwiennego udaru mozgu). ChNS jest pierwszg
a udary trzecig przyczyna $mierci i W 2013 roku stanowily 28,2% zgonéw na $wiecie
[Barquera S i wsp., 2015]. W miazdzycy dochodzi do zwegzenia §wiatla naczyn na skutek
odkladania si¢ w $cianie materialow tluszczowych takich jak cholesterol czy trojglicerydy
(TG). Glownym czynnikiem ryzyka wystapienia zmian miazdzycowych jest podwyzszony
poziom oksydacyjnie zmodyfikowanych lipoprotein niskiej gestosci (oxLDL), ktory
wystepuje w przewlektych stanach zapalnych czy cukrzycy [Stocker R i Keaney J, 2005].
Gromadzenie si¢ oxLDL w $cianach naczyn prowadzi do uszkodzenia komorek §rodbtonka
zapoczatkowujac tym samym kaskade reakcji zapalnej. Dochodzi do akumulacji komorek
odpornosciowych, takich jak monocyty, komorki dendrytyczne, a takze licznych limfocytow,
ptytek krwi i komoérek migéni gladkich Sciany naczyn tetniczych [Kuliczkowska-Plaksej
J 1 wsp., 2006]. W $cianie naczynia monocyty ulegaja przeksztalceniu w makrofagi, ktore
dzigki ekspresji receptorow powierzchniowych (glownie SR-Bl i CD36) sa w stanie
wchtania¢ 1 akumulowa¢ duze ilosci oxLDL. Cze¢$¢ z lipidow jest zuzywana podczas
procesOw metabolicznych, za$ reszta usuwana jest do zewnatrzkomdrkowych akceptorow,
w procesie zwrotnego transportu cholesterolu (RCT, ang. reverse cholesterol transport).
W procesie tym kluczowa role odgrywaja biatka btonowe zawierajace kasete wiazacag ATP
(ang. ATP-binding cassette transporter) — gtéwnie ABCAL i ABCGL. Jesli jednak eksport
jest niewystarczajacy, dochodzi do przeladowania tluszczami 1 powstania komorek
piankowatych (ang. foam cells). Wskutek dtugotrwatego dziatania zmodyfikowanych LDL
moze dochodzi¢ do rozszerzenia procesu zapalnego przez stymulacj¢ replikacji makrofagéw
1 migracj¢ kolejnych monocytow do blaszki miazdzycowe;.

Jedng z utlenionych form cholesterolu, wystepujaca w oxLDL, s3 wodoronadtlenki
cholesterolu (ChOOH), w tym 7-O0OH (7a-OOH i 73-O0H). W odréznieniu od innych form
utlenionego cholesterolu (np. ketonéw cholesterolu czy wodorotlenkéw cholesterolu), 7-OOH

sa redoksowo aktywne. Oznacza to, ze w obecnos$ci jonéw zelaza, przy niewystarczajacym
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dziataniu mechanizméw obronnych, moga sta¢ si¢ zrdédtem wolnych rodnikoéw
w katalizowanej zelazem jednoelektronowej redukcji.

Poza wspomnianymi biatkami (SR-BI, CD36, ABCA1 oraz ABCG1) komoérki makrofagow
posiadajg inne biatka krytyczne dla transportu cholesterolu w komorce. Nalezg do nich biatka
z grupy ostrych regulatorow steroidogenezy (StAR, ang. steroidogenic acute regulatory
protein), ktore posiadaja domeng¢ START wiazaca pojedyncze czasteczki cholesterolu
z niewielkim powinowactwem do lipidow niesterolowych [Tsujishita Y i Hurley JH, 2000].
Regulowana endogenna ekspresja StAR wystepuje w wielu tkankach naczyniowych, w tym
komorkach srédbtonka oraz w monocytach i w makrofagach gdzie biatka StAR transportuja
cholesterol, m.in. do wewngtrznej btony mitochondrialnej. Dostepnos¢ cholesterolu
determinuje aktywnos¢ 27-hydroksylazy sterolowej (CYP27A1). Ten mitochondrialny enzym
przeksztatca cholesterol do 27-hydroksycholesterolu, ktoryz kolei jest ligandem aktywujacym
jadrowy receptor watrobowy X (LXR ang. liver X receptor), gtowny regulator metabolizmu
lipidow 1 odpowiedzi zapalnej. Wymuszona nadekspresja StAR w makrofagach i komadrkach
srodblonka prowadzi do zwigkszenia procesu zwrotnego transportu cholesterolu
za posrednictwem ABCAL i ABCGL1 do zewnatrzkomorkowych akceptorow (apolipoproteina,
HDL). Nadekspresja StAR hamuje takze sygnalizacj¢ NF-«B (ang. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cell) powodujac represj¢ szeregu gendw prozapalnych.

StAR zatem moga stanowi¢ nowy cel w leczeniu miazdzycy i choroby niedokrwiennej serca.

1.2 LIPOPROTEINY, RECEPTORY LIPOPROTEIN | METABOLIZM LIPIDOW

1.2.1 LIPOPROTEINY

Glownymi lipidami wystepujacymi we krwi sa cholesterol oraz trojglicerydy (TG).
Cholesterol jest istotnym sktadnikiem bton komodrkowych, a takze substratem w biosyntezie
steroidow, oksysteroli 1 kwasow zotciowych. Ponadto u krggowcoOw cholesterol oraz jego
pochodne petnig funkcje¢ czgsteczek sygnatowych. Z kolei TG sg wazne w przenoszeniu
energii z zywnosci do komorek. Lipoproteiny, czyli wielkoczasteczkowe kompleksy lipidow
i biatek sg niezbgdne do transportu we krwi cholesterolu, TG, a takze rozpuszczalnych
w thuszczach witamin. Sktadaja sie¢ one z hydrofobowego rdzenia lipidowego zawierajacego
TG i estry cholesterolu (EC), ktory otoczony jest amfipatyczng monowarstwa
glicerofosfolipidow, wolnego cholesterolu i specyficznych biatek (Ryc. I).
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peryferyjne bialko
(apoA, C lub E)

wolny
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Rycina I. Budowa lipoprotein. Na podstawie Engelking LR, 2015.

estry cholesterolu

integralne bialko
(apoB-48, B-100 lub A)

\ §
N0

Biatka zwigzane z lipoproteinami (apolipoproteiny) uczestnicza w wielu procesach, m.in.
aktywuja enzymy wazne w metabolizmie lipidow i sg ligandami powierzchniowych

receptorow komorek. Ich funkcje przedstawiono w Tabeli I.
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Tabela 1. Charakterystyka niektérych apolipoprotein [Zhao Y, 2011]. Skroty: CM - chylomikron;
HDL - lipoproteina duzej gestosci; IDL — lipoproteina posredniej gestosci; LDL — lipoproteina niskiej gesto$cis;
VLDL - lipoproteina bardzo malej gestosci; LCAT — acylotransferaza lecytyno-cholesterolowa; Lp(a) — lipoproteina
(a); TG — trojglicerydy; HL — lipaza watrobowa; CETP — bialko transportujace estry cholesterolu; SR-BI — receptor
zmiatacz typu Bl; LPL - lipaza lipoproteinowa; MAPK - kinazy aktywowane mitogenami, LRP1 — bialko 1 zwigzane
z receptorem lipoprotein niskiej gestosci.

Apolipoproteina Lipoproteina Miejsce biosyntezy Funkcje
e strukturalne biatko HDL
apoA-I CM, HDL watroba, jelito e aktywacja LCAT
e ligand receptora HDL
e  strukturalne biatko HDL
apoA-11 CM, HDL watroba, jelito e wzmocnienie aktywnosci LPL
e inhibitor LCAT
- e transport lipidow
apoA-1vV CM, HDL jelito
e aktywator LCAT
e promowanie lipolizy TG mediowanej
apoA-V CM,VLDL watroba
LPL
apoB-48 CM jelito e strukturalne biatko CM
e  strukturalne biatko VLDL, IDL, LDL,
VLDL, IDL, Lp(a)
apoB-100 watroba
LDL, Lp(a) e gldwne biatko LDL
e ligand wigzacy receptor LDL
CM, VLDL, o aktywacja LCAT
apoC-I watroba _
HDL e inhibicja biatka HL, CETP i SR-BI
CM, VLDL,
apoC-I11 watroba e  kofaktor LPL
HDL
CM, VLDL, .
apoC-IlI watroba e inhibitor LPL
HDL
e transport wielu ligandéw, w tym
apoD HDL watroba kwasu arachidonowego, progesteronu
i fosforylowanych MAPK
e ligand do wigzania receptora LDL i
apoE CM, IDL, HDL  watroba LRPL

Ze wzgledu na gestos$¢ lipoprotein, $cisle zwigzang z zawarto$ciag trojglicerydéw, mozemy
wyr6zni¢ pie¢ gtownych klas: chylomikrony, lipoproteiny o bardzo matej gestosci (VLDL),
lipoproteiny o posredniej gestosci (IDL), lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL) oraz
lipoproteiny o duzej gestosci (HDL) [Ginsberg HN, 1998]. Chylomikrony i VLDL

sa gtdéwnymi nosnikami TG we krwi, podczas gdy cholesterol jest transportowany w postaci
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estrtow w LDL i HDL. Kazda klasa lipoprotein obejmuje rodzing czastek, ktore ro6znig si¢
nieznacznie gestoscia, wielkoscig, mobilnoscig elektroforetyczng i strukturg biatkows.

Ich sktad 1 wtasciwosci przedstawiono w Tabeli I1.

Tabela 11. Wlasciwosci fizyczne i sklad biochemiczny lipoprotein [Kuliszkiewicz-Janus J i wsp., 2006; Zhao Y, 2011].
Skroty: Chol — cholesterol; TG — tréjglicerydy; PL — fosfolipidy.

Nazwa Gestosé Sklad biochemiczny [%] Rodzaje
lipoprotein [o/ml] Chol TG PL apolipoproteiny apolipoprotein
A-l, A-ll, A-1V, B48,
Chylomikrony 0,93 1-3 | 80-90 3-7 1-2
C-l, C-lI, C-lIIL E
B100, C-I, C-II, C-II,
VLDL 0,93-1,006 | 10-20 | 50-70 | 15-20 8-20 .
posrednie migdzy B100, C-I, C-IlI, C-111,
IDL 1,006-1,019 | 20-40 | 20-50 | 15-25
VLDL aLDL E
LDL 1,019-1,063 | 45-55 | 5-10 | 20-22 20-25 B100
A-l, A-ll, A-1V, C-I, C-
HDL 1,063-1,210 | 5-20 | 3-5 20-30 45-55 LIl E

1.2.2 LIPOPROTEINY I MIAZDZYCA

Wiekszo$¢ cholesterolu w osoczu krwi wystepuje w LDL, transportujacych go z watroby
do innych narzadow (przede wszystkim nerek, miesni i kory nadnerczy). Badania populacyjne
wykazaty, ze bogate w cholesterol, zawierajace apoB-100 lipoproteiny sg $cisle powigzane
Z wystapieniem inwazyjnych zmian miazdzycowych. Wniknigcie i zatrzymanie w $cianie
tetnicy lipoprotein zawierajacych apoB-100 (LDL, VLDL 1 chylomikronoéw) jest
decydujacym wydarzeniem, ktore indukuje reakcje zapalng. Uszkodzenie tetnicy powoduje
dysfunkcje¢ $rodbtonka, stymulacje komorek macierzystych szpiku kostnego i uwalnianie
monocytéw do przestrzeni endotelialnej, gdzie dojrzewaja i przeksztatcaja si¢ w makrofagi.
Aktywacja makrofagow skutkuje podwyzszonym poziomem stresu oksydacyjnego, sekrecja
cytokin/chemokin, powodujac utlenienie pozostatych LDL, aktywacje komorek srodbtonka,
przytaczanie monocytéw, a w koncu tworzenie si¢ komorek piankowatych. HDL, apoA-I
I endogenna apoE zapobiegaja zapaleniu i stresowi oksydacyjnemu oraz promuja wyplyw
cholesterolu w celu zmniejszenia tworzenia si¢ tych uszkodzen. Chemoatraktanty zapalne
makrofagdw stymuluja przylaczanie i proliferacje komorek migsni gtadkich, ktore wytwarzaja
macierz zewnatrzkomorkowa, zapewniajac stabilng barier¢ pomiedzy ptytkami krwi

I czynnikami krzepnigcia krwi. Niezakonczony stan zapalny powoduje powstanie wrazliwych
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blaszek miazdzycowych (ang. vulnerable plaque). Charakteryzuja si¢ one podwyzszong
apoptoza makrofagow 1 zaburzong efferocytoza komorek apoptotycznych, co skutkuje
podwyzszong nekroza komorek miesni gladkich, a tym samym zmniejszong produkcja
macierzy zewnatrzkomorkowej 1 degradacje kolagenu przez proteazy makrofagow.
Rozerwanie cienkiej, wioknistej ostonki (czapeczki) blaszki miazdzycowej promuje
powstanie  zakrzepu, powodujac  kliniczng  niedokrwienng  miazdzyce  uktadu
sercowo-naczyniowego. [Linton MF i wsp. 2015]

Natywne LDL nie sg pobierane przez makrofagi in vitro, gdyz muszg zosta¢ najpierw
zmodyfikowane. Wiazanie proteoglikanow wywoluje zmiany w strukturze LDL i w ich
sktadzie lipidowym, a takze konformacj¢ apoB-100 [Flood C i wsp., 2004]. Wigzanie LDL
z proteoglikanami sprawia réwniez, ze LDL sg bardziej podatne na utlenianie i agregacje,
CO sprzyja powstawaniu komorek piankowatych i odpowiedzi prozapalnej, a proces jest
samonape¢dzajacy. Oksydacyjne modyfikacje przeksztatcajg LDL w czasteczki miazdzycowe
— utlenione LDL (oxLDL). OXLDL moga powodowaé dalsze wytwarzanie proteoglikanow
przez komorki mieéni gladkich naczyn, zatrzymujac wiecej LDL w $cianie tetnicy.
Wochtanianie 1 akumulacja oxLDL inicjuje szeroki zakres bioaktywnos$ci (Tabela III), ktore
mogg prowadzi¢ do rozwoju uszkodzen miazdzycowych. Ponadto makrofagi posiadaja
ekspresj¢ lipazy lipoproteinowej (LPL), a takze wydzielaja sfingomielinazy, ktore dzialaja
synergistycznie z LPL w celu promowania wigzania LDL i lipoproteiny a (Lp(a))
z komorkami migs$ni gladkich naczyn i macierza pozakomoérkowa powodujac ich zatrzymanie
w tetnicy [Tabas | i wsp., 1993].

Oprécz utlenionych fosfolipidow i1 apoB-100, oxLDL zawieraja takze zestryfikowane
I niezestryfikowane oksysterole, w tym 7a- i 7B-hydroperoksycholesterol (7a-OOH
i 7B-O0H), 7-ketocholesterol (7=0), 7a- i 7p-hydroksycholesterol (70-OH i 7B-OH)
i 5-6-epoksycholesterol (5-0-6) [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]. Czes¢ z tych oksysteroli moze by¢ generowana enzymatycznie [Brown AJ i Jessup W,
2009]. Jednak wigkszo$¢ powstaje w wyniku dziatania wolnych rodnikow w lipidowym
srodowisku LDL. 7a i 7B-OOH s3 pierwszymi powstajacymi produktami utlenienia
cholesterolu, a inne utlenione formy powstaja z ich przeksztatcenia (Ryc. Il) [Chisolm GM
i wsp., 1994; Brown AJ i Jessup W, 2009]. W przeciwienstwie do innych wymienionych
utlenionych form cholesterolu, 7a- i 7B-OOH sa oksydoredukcyjnie aktywne i moga ulegaé
jednoelektronowej redukcji  (podrozdziat 1.5 »Jedno i dwuelektronowa redukcja

wodoronadtlenkéw cholesterolu”). Ptytka miazdzycowa zawiera zarowno 7a-OOH, jak
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I 78-O0H [Chisolm GM i wsp., 1994; Brown AJ i wsp. 1997]. Obecnos¢ 7a-O0OH i 73-O0OH
zaobserwowano takze w tkankach zwierzat poddanych dziataniu stresu oksydacyjnego,
np. szczurow pojonych etanolem [Ariyoshi K i wsp., 2002], Iub szczurow z cukrzyca
[Yoshioka N i wsp. 2005].

7-ketocholesterol
dekompozycja

7a / 7B-hydroperoksycholesterol

Cholesterol 7a / 7B-hydroksycholesterol

= Ta-hydroksycholesterol

- ——- Sciezka
enzymatyczna

— Sciezka
nieenzymatyczna

24-hydroksycholesterol

Rycina Il. Enzymatyczna i nieenzymatyczna $ciezka produkeji utlenionych form cholesterolu. Skréty:
RFT - reaktywne formy tlenu; CYP7A - 7a-hydroksylaza cholesterolu; Ch25h — 25-hydroksylaza cholesterolu;
CYP27AL1 - 27-hydroksylaza cholesterolu; CYP46A1 — 24-hydroksylaza cholesterolu.

Drugimi, obok LDL, gtéwnymi lipoproteinami transportujacymi cholesterol we krwi sa HDL.
Ich podstawowga funkcja jest transportowanie cholesterolu z tkanek obwodowych do watroby
w celu jego magazynowania, utylizacji lub wydalania z ustroju wraz z zo6lcig (proces
zwrotnego transportu cholesterolu). Az do okoto 55% catkowitej zawartosci czasteczek HDL
stanowig apolipoproteiny [Schaefer EJ i wsp., 1978]: apo A-I, A-11, A-1V, C-I1, C-I1I, C-IlI, D,
E i apo J, z ktorych apoA-I i apoA-I1 stanowig az 90% [Schaefer EJ i wsp., 1982].

Kolejng bardzo wazng funkcjg HDL sg ich wlasciwos$ci przeciwutleniajgce. Jak wspomniano
powyzej gtowng role w rozwoju miazdzycy przypisuje si¢ oxLDL wewnatrz $cian naczyn.
Badania eksperymentalne wykazaty, ze HDL hamujg oksydacyjne modyfikacje LDL poprzez
detoksykacje¢ utlenionych fosfolipidow, wytwarzanych podczas peroksydacji lipidow
[Robbesyn F. i wsp., 2005]. Ten efekt jest mozliwy dzieki wlasciwo$ciom apoA-I, a takze
obecnosci enzymoéw takich jak: paraoksonaza 1 (PON-1) czy acetylohydrolaza czynnika
aktywujacego ptytki (PAF-AH) [Kuliszkiewicz-Janus M i wsp., 2006]. HDL przeciwdziataja
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rowniez tworzeniu si¢ blaszki miazdzycowej poprzez zmniejszenie ekspresji VCAM-1,
ICAM-1 i E-selektyny [Cockerill G.W. i wsp., 1995; Barter P.J. i wsp., 2004] oraz znosza
prozapalne dziatanie biatka C-reaktywnego (CRP) w komorkach srédbtonka [Wadham C
i wp., 2004]. Dodatkowo, HDL dostarczaja komorkom $rodbtonka kwasu arachidonowego,
gtownego 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 1-2 (PGI-2) [Xiong SL i wsp. 2004] w naczyniowych komorkach $rodbtonka,

przyczynia si¢ do przeciwdziatania miazdzycy.

Tabela I11. Potencjalne wlasciwosci miazdzycowe utlenionych LDL [Linton MF i wsp., 2015].

Typ komérek Wiasciwosci oxLDL

e  stuzg jako ligandy dla receptorow zmiataczy

e  sg substratami dla niekontrolowanego wychwytu cholesterolu

. e  indukuja ekspresje i wydzielanie cytokin prozapalnych

Makrofagi

e indukuja polaryzacj¢ makrofagéw do M1 (minimalnie utleniony LDL)
lub M2 (silnie utleniony LDL)

e  wywoluja apoptoz¢ makrofagéw i pgkanie blaszek miazdzycowych

e indukuja ekspresj¢ powierzchniowych czasteczek adhezyjnych
Komorki srédblonka o )
e  indukuja geny zapalne, wiaczajac uwolnienie cytokin

Komoérki migsni : . : L .
e indukuja proliferacje, migracje oraz przejscie na fenotyp zapalny

gladkich

e  stuzg jako antygen nowotworowy
Limfocyty e  indukuja chemotaksje

e  zwickszaja produkcje przeciwciat

e  indukuja chemotaksje monocytow i granulocytow
Inne e  zwickszaja agregacje plytek krwi

e  aktywuja komoérki dendrytyczne
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1.2.3 RECEPTORY LIPOPROTEIN

Receptory lipoprotein odgrywaja kluczowa rol¢ w metabolizmie lipidéw. Nalezg do
nich przede wszystkim: receptor LDL (LDLR), biatko 1 zwigzane z LDLR (LRP1), receptor
VLDL (VLDLR) oraz kilka typow receptoréw zmiataczy (SR, ang. scavenger receptors).

1.2.3.1 RECEPTOR LIPOPROTEIN NISKIEJ GESTOSCI

LDLR jest czgsécig podstawowej $ciezki usuwania cholesterolu z krazenia, a jego aktywno$¢
jest precyzyjnie regulowana przez wewnatrzkomorkowy poziom cholesterolu [Brown MS
I Goldstein JL, 2009]. Odkrycie LDLR miato swoje korzenie w badaniu molekularnych
mechanizméw  odpowiedzialnych za rodzinng hipercholesterolemig, dominujacym
autosomalnym zaburzeniu metabolicznym, w ktorym poziom cholesterolu w osoczu waha si¢
od 300 mg/dl do 1500 mg/dl [Goldstein JL i Brown MS, 2009]. Pacjenci
z  hipercholesterolemia  charakteryzuja  si¢  zwigkszonym  ryzykiem  chorob
sercowo-naczyniowych, a o0soby z najwyzszym poziomem cholesterolu czgsto majg
zaawansowang miazdzycg tetnic juz przed 10 rokiem zycia [Hobbs HH i wsp., 1992].
We wczesnych latach 70-tych XX wieku Goldstein i Brown wykazali, ze wyizolowane od
pacjentdw z homozygotyczng hipercholesterolemia fibroblasty charakteryzowaty si¢ wadliwg
regulacjg enzymu hamujgcego szybkos¢ syntezy cholesterolu (3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
CoA-reduktaza HMGCR) [Goldstein JL i Brown MS, 1973]. W 1974 roku byli oni w stanie
wykaza¢ istnienie LDLR a w kolejnych latach wykazywali takze inne funkcje LDLR.
Receptor LDL jest transblonowa glikoproteing zawierajaca pig¢ funkcjonalnych domen:
domen¢ wigzaca ligand, domen¢ czynnika wzrostu naskorka (EGF), domene bogata
w oligosacharydy, domeng transbtonowa i domene cytoplazmatyczng [Sudhof TC i wsp.,
1985; Defesche JC, 2004]. LDLR wystepuje w wigkszosci ssaczych komorek, w tym
w limfocytach i makrofagach [Ho YK i wsp., 1976; Wintergers ES i wsp., 1978]. Najwyzszy
poziom ekspresji istnieje w watrobie i nadnerczach, gdzie receptor LDL jest zaangazowany
w metabolizm lipidow i wytwarzanie hormonéw [Packard CJ i wsp., 1984; Barter PJ i wsp.,
2003]. U ludzi, watrobowy receptor LDL usuwa ponad 70% wszystkich LDL z osocza [Spady
D.K., 1992].

LDLR wiaze si¢ z lipoproteinami zawierajacymi apoE [Mahley RW i wsp., 1977] oraz apoB
[Krul ES i wsp., 1985]. Jest najbardziej aktywny przeciwko zawierajacym apoE beta-VLDL,
IDL i LDL [Krul ES i wsp., 1985] oraz HDL [Zaiou M i wsp., 2000]. Oddziatywanie mi¢dzy
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receptorem a ligandem jest elektrostatyczne — reszty kwasowe w domenie wigzacej LDLR
oddziatuja z resztami zasadowymi ligandu apoB-100 i apoE [Mahley RW i wsp., 1980].
LDLR jest potozony w dotkach optaszczonych klatryng a transport do komoérki odbywa sie
przez endocytoze [Goldstein JL i Brown MS, 2009]. Po internalizacji receptory oddzielajg si¢

od ligandéw na skutek obnizonego pH.

1.2.3.2 BIALKO 1 ZWIAZANE Z RECEPTOREM LIPOPROTEINY NISKIEJ GESTOSCI

Biatko 1 zwigzane z receptorem LDL (ang. low density lipoprotein receptor-related protein 1
LRP1) znajduje si¢ w btoniec komorkowej komoérek zaangazowanych w endocytoze, w ktorej
posredniczy receptor. LRP1 wystepuje w réznych typach komorek ssakow, w najwickszej
ilosci w hepatocytach, neuronach i komoérkach migséni gtadkich naczyn krwionosnych [Herz J
i wsp., 1988]. U ludzi biatko to jest kodowane przez gen LRP1 [Herz J i wsp., 1988;
Mykeblost O i wsp., 1989]. LRP1 jest kluczowym biatkiem sygnalowym, zaangazowanym,
m.in. w metabolizm lipoprotein, ruch komorek, a takze ma swoj udzial w rozwoju patologii
takich jak: choroby neurodegeneracyjne, miazdzyca czy rak [Lilis AP i wsp., 2005; Lilis AP
i wsp., 2008; Kang HS i wsp., 2014; Roy A i wsp., 2015].

LRP1 sktada si¢ z kilku domen: bogata w cysteing domene wigzaca ligand, powtdrzenia EGF,
domen¢ p-$migta (ang. p-propeller domain), domene¢ transbtonowg i domeng
cytoplazmatyczng [Herz J i wsp., 1988]. Chociaz LRPI1 jest strukturalnic zwigzany
z receptorem LDL, funkcja LRP1 jest bardziej ztozona niz LDLR. LRP1 oddziatuje
z wieloma funkcjonalnie ré6znymi ligandami, w tym lipoproteinami wzbogaconymi w apoE,
lipaza lipoproteinowa czy kompleksem o2-makroglobuliny [Lilis AP i wsp., 2008]. LRP1
poprzez swoja domeng¢ cytoplazmatyczng moze angazowac wiele czasteczek adaptorowych
w endocytozie, fagocytozie i sygnalizacji komérkowej. Badania z uzyciem myszy, w ktorych
LRP1 zostat selektywnie zmodyfikowany w neuronach [May P i wsp., 2004], hepatocytach
[Rohlmann A. i wsp., 1998], adipocytach [Hofmann SM i wsp., 2007], komodrkach naczyn
krwionosnych [Boucher P i wsp., 2003] lub makrofagach [Hu L i wsp., 2006; Overton CD
I wsp., 2007] ujawnily swoiste dla tkanek funkcje LRP1 i jego role w patogenezie choroby

Alzheimera, hipercholesterolemii, miazdzycy naczyn i stanach zapalnych.

1.2.3.3 RECEPTORY ZMIATACZE

Receptory zmiatacze po raz pierwszy opisane zostaty przez Brown’a i Goldstein’a [Goldstein
JL i wsp., 1979; Brown MS i wsp., 1979]. Sg to glikoproteiny blonowe, ktore uczestnicza

w wychwytywaniu przez komorki ligandow polianionowych, takich jak zmodyfikowane
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lipoproteiny, kolagen, komorki apoptotyczne i sktadniki bakteryjne. Przez to SR odgrywaja
bardzo wazng rol¢ w powstawaniu stanow zapalnych, zwigkszonej komorkowej adhezji oraz
w powstawaniu komorek piankowatych w miazdzycy [Dhaliwal BS i Steinbrecher UP, 1999;
Zingg JM, 2000]. Istnieje kilka Kklas receptorow zmiataczy: A, B oraz C. Budowg i funkcje
wybranych z nich opisano ponize;j.

1) SR-Ali SR-All

Receptory zmiatacze klasy A typ I i II to glikoproteiny zlozone z trzech identycznych
spiralnie oplecionych wokot siebie polipeptydow. Ich zewnatrzkomoérkowa czes¢ sktada sie
z krotkiego tacznika, domeny o-helikalnej, domeny kolagenowej oraz w przypadku SR-AI
C-koncowej domeny bogatej w cysteing. SR-Al i SR-All wystepuja na powierzchni komoérek
makrofagéow tkankowych, w tym na komorkach piankowatych. Zostaly wykryte rowniez
w komorkach srodbtonka aorty i komorkach migéni gtadkich naczyn w blaszce miazdzycowe;j
[Naito M i wsp., 1992; Daugherty A i wsp., 1997]. Badania wskazuja, ze SR-Al i SR-All
wiaza wigkszos¢ (80%) acetylowanego LDL (acLDL) i maja nizsze powinowactwo do
utlenionych LDL [Suzuki H i wsp., 1997; Kunjathoor VV i wsp., 2002]. Ponadto, SR-AI
I SR-AIl wigzag komorki apoptotyczne, peptydy B-amyloidowe, anionowe fosfolipidy
i koncowe produkty zwigzane z glikacja [Murphy JE i wsp., 2005]. Receptory te sg
zaangazowane zarowno We wrodzong, jak 1 adaptacyjna odpowiedZ odpornosciowa poprzez
rozpoznawanie patogenow i czasteczek zwigzanych z patogenami, w tym Gram-ujemnych
Neisseria meningitides lub Gram-dodatnich Staphylococcus aureus oraz Listeria
monocytogenes [Greaves DR i wsp., 2005].

Istnieja dowody na to, Ze receptory zmiatacze klasy A odgrywaja rézne role we wczesnych
1 zaawansowanych zmianach miazdzycowych. W zaawansowanych zmianach, w ktorych
smier¢ makrofagow prowadzi do powstania rdzenia nekrotycznego i destabilizacji plytki,
SR-A moze odgrywaé¢ wazng role zarowno w indukcji apoptozy, jak i w usuwaniu tych
umierajagcych komorek. W celu okre§lenia wptywu SR-A na poézniejsze stadia miazdzycy

konieczne sg dlugoterminowe badania nad manipulacjg SR-A (delecja lub nadekspresja).

2) SR-BI
Receptor zmiatacz klasy B typ | (SR-BI) jest powierzchniowa glikoproteing zawierajacg dwie
domeny transbtonowe i1 dwie cytoplazmatyczne, a takze duza petle zewnatrzkomorkowa
z miejscami N-glikozylacji [Babitt J i wsp., 1997]. SR-BI wystepuje w roéznorodnych
tkankach i komorkach ssakow, w tym moézgu, nerkach, jelitach, sercu, tozysku, makrofagach,

komorkach §rodbtonka, komoérkach migséni gtadkich i r6znych komdrkach nabtonka [Acton S
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I wsp., 1996]. Najwicksza ekspresja SR-B1 wystepuje jednak w narzadach kluczowych dla
metabolizmu cholesterolu (watroba) oraz steroidogenezy (nadnercza, jajniki, jadra) [Rigotti A
i wsp., 2003]. Jest to takze pierwszy molekularnie dobrze zdefiniowany receptor HDL.

SR-B1 odgrywa kluczowg role w procesie zwrotnego transportu cholesterolu, w ktérym
cholesterol z makrofagéw i tkanek obwodowych jest usuwany i transportowany do watroby.
Decydujace znaczenie maja tu domena zewnatrzkomoérkowa SR-BI i prawidlowa orientacja
apoA-lI w czasteczce 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 estréw cholesterolu jest uwazany za proces dwuetapowy: pierwszym
krokiem jest zwigzanie lipoproteiny z domeng zewnatrzkomorkowa SR-BI, a nastgpnie
internalizacja EC bez degradacji samej lipoproteiny [Babitt J i wsp., 1997]. Wysokie
powinowactwo wigzania HDL do SR-BI nie wystarcza do skutecznego wychwytu HDL-EC
[Vinals M i wsp., 2003; Nieland TJ i wsp., 2002].

Drugg bardzo wazng funkcja SR-BI jest udziat w metabolizmie lipoprotein zawierajacych
apoB. Wykazano, ze poziom ekspresji SR-Bl koreluje z szybkoscig produkcji VLDL,
wptywajac na zawarto$¢ cholesterolu w watrobie i1 aktywno$¢ mikrosomalnego biatka
transportujgce trojglicerydy (MPT) [Wiersma H i wsp., 2010]. Ponadto, SR-BI wiaze
apoB lipoproteiny 1 ulatwia poOzZniejsze 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 rowniez zaangazowany w metabolizm
chylomikronéow [Out R i wsp., 2004] i pobieranie przez komorkg rozpuszczalnych
w tluszczach witamin A, D, E, K [Valacchi G i wsp., 2011].

A zatem rola SR-BI w wewnatrzkomérkowej homeostazie cholesterolu jest ztozona. Oprocz
selektywnego wychwytywania estrow cholesterolu z HDL, SR-Bl jest zaangazowany
w (1) wigzanie zmodyfikowanych lipoprotein i ich wychwytywanie przez komorki
makrofagdéw; (2) stymulacj¢ dwukierunkowego przeptywu wolnego cholesterolu pomigdzy
komoérkami a dojrzatym HDL; (3) wewnatrzkomorkowy transport cholesterolu przez

ekspresje SR-BI w poznych endosomach i lizosomach [Ahras M i wsp., 2008].

3) CD36
Receptor CD36 jest btonowa glikoproteing, podobng w budowie do SR-Bl (dwie
srodbtonkowe domeny 1 duza petla zewnatrzkomérkowa =z kilkoma miejscami
N-glikozylacji). Wystepuje na powierzchni wielu komorek, takich jak komorki srodbtonka,

adipocyty, komorki migséni szkieletowych, kardiomiocyty, komorki dendrytyczne, komorki
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nabtonka barwnikowego siatkowki, komorki gruczotu sutkowego, komorki jelita, komorki
mies$ni gladkich, komorki hematopoetyczne (prekursory szeregu czerwonokrwinkowego),
ptytki 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 sg utlenione
czasteczki LDL, dlugotancuchowe kwasy tluszczowe (LCFA ang. long chain fatty acids),
kolagen, trombospondyna | (TSP-1), komorki apoptotyczne, ujemnie natadowane fosfolipidy,
utlenione fosfolipidy, erytrocyty zainfekowane zarodzcami malarii, heksarelina, zewnetrzny
segment nablonka barwnikowego siatkowki [Kuliczkowska-Ptaksej J i wsp., 2006].

CD36 jest zaangazowany w szereg procesOw: apoptoze, transport kwasow tluszczowych,
adhezje, angiogenezg, ochrong przeciwbakteryjne czy stany patologiczne, np. chorobe
Alzheimera. Ponadto, w wielu badaniach wykazano, ze CD36 odgrywa kluczowg role
w usuwaniu oXLDL, przyczyniajac si¢ do wychwytu i degradacji 60-70% oxLDL oraz
akumulacji estrow cholesterolu w makrofagach narazonych na utlenienie katalizowane przez
Cu?" i mechanizm mielopreoksydazy/ peroksynitrytu [Kunjathoor VV i wsp., 2002; Podrez
EA i wsp., 2000; Febbraio M i wsp., 2000].

1.2.4 METABOLIZM LIPIDOW

Ponad potowa cholesterolu w organizmie cztowieka pochodzi z biosyntezy (tzw. cholesterol
endogenny). Jednakze, obok cholesterolu endogennego, do organizmu wprowadzany jest
rowniez cholesterol z pokarméw, tzw. egzogenny. Regulacja poziomu cholesterolu w osoczu
dziala na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego, tj. ilo$¢ egzogennego cholesterolu
ogranicza synteze cholesterolu. Metabolizm lipoprotein w organizmie przedstawiono na
Rycinie I11.

Dostarczany z pokarmem cholesterol jest wchtaniany przez komorki nabtonkowe. TG i estry
cholesterolu sg wczesniej hydrolizowane przez lipaze trzustkowa i esteraze cholesterolowa.
Wochtaniane lipidy sa pakowane w czasteczki chylomikronow, ktore przenosza je do tkanki
thuszczowej, serca i mie$ni szkieletowych. Tam ich sktadniki trojglicerydowe sa
hydrolizowane przez lipaze lipoproteinowa (LPL), co pozwala na wchianianie wolnych
kwasow tluszczowych przez tkanki. Pozostato$ci chylomikronow (remnanty) sa ponownie
wchlaniane przez watrobe, a zawarty w nich cholesterol jest wykorzystywany do wytwarzania

nowych czastek lipoprotein lub wydalany z przewodu zétciowego [Ramasamy I, 2013].
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Rycina I11. Metabolizm cholesterolu. Skroty: LPL — lipaza watrobowa; RCT — zwrotny transport cholesterolu.

W watrobie cholesterol jest syntetyzowany de novo (czasem przez jelita lub skore),
a nastgpnie transportowany w VLDL [Russell DW, 1992]. Aktywnym enzymem
ograniczajagcym szybko§¢ syntezy jest reduktaza 3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-CoA
(HMG Co-A). Podobnie jak chylomikrony, czastki VLDL sg poddane dziataniu LPL,
w wyniku ktorego powstaja resztkowe VLDL (remnanty) lub IDL. Czasteczki IDL powracaja
do watroby, gdzie ulegaja hydrolizie przez lipaz¢ watrobowa. W nastgpstwie powstaja
czasteczki LDL, ktore moga zosta¢ zatrzymane w $cianach tgtnic, a nastegpnie ulec
modyfikacjom i zosta¢ pobrane przez makrofagi dzigki ekspresji receptorow zmiataczy.
Nadmiar cholesterolu komérkowego moze zosta¢ usunigty do HDL lub apoA-I na drodze
zwrotnego transportu cholesterolu (RCT), w ktorym posredniczg biatka zawierajace kasetg
wigzacg ATP (podrozdziat 1.3.2 ,,Zwrotny transport cholesterolu™). Czasteczki HDL
rozpoznawane sg przez receptory HDL znajdujace si¢ na hepatocytach, a nastepnie
wchianiane. Cholesterol ulega recyklizacji — zostaje ponownie wprowadzany do kolejnych

czagsteczek VLDL — lub jest wydalany z przewodu zotciowego [Russell DW, 1992].
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1.3 EKSPORT I IMPORT CHOLESTEROLU W KOMORKACH

Wewnatrzkomoérkowa gospodarka cholesterolu jest w duzej mierze regulowana przez biatko
wigzagce sekwencje odpowiedzi na sterole (SREBP ang. sterol regulatory element binding
protein), grupe czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych geny uczestniczgce w syntezie
cholesterolu 1 kwasoéw thuszczowych. Po wniknieciu do komorki (z udziatem receptorow
powierzchniowych),  cholesterol  zostaje  zestryfikowany przez  acylotransferaze
acylo-CoA:cholesterol (ACAT) i magazynowany w kroplach lipidowych (ang. lipid droplets).
Jego metaboliczne uwolnienie nast¢puje za pomoca lipazy hormonowrazliwej (HSL).
Nastepnie musi on zosta¢ przetransportowany do bton komoérkowych, odpowiednio w nich
rozmieszczony i wbudowany. Transport cholesterolu w cytoplazmie moze przebiega¢ na dwa
sposoby. Pierwszy z nich, polega na wcieleniu cholesterolu poprzez pegcherzyki btonowe
(np. lizosomy, endosomy, peroksysomy), ktore nastgpnie tacza si¢ z innymi blonami,
przenoszac cholesterol z jednego wewnatrzkomorkowego przedziatu do drugiego [Soccio RE
i Breslov JR, 2004]. Drugi z mechanizméow oparty jest na solubilizacji cholesterolu poprzez
wigzanie si¢ z biatkami. Wczesne prace skupily si¢ na biatku SCP-2 (ang. sterol carrier
protein) i jego homologu SCP-x. Biatka te sg jednak niespecyficzne wzgledem steroli,
i przenosza gtownie fosfolipidy, a zatem odgrywajg niewielkg role w wewnatrzkomorkowej
gospodarce cholesterolu [Gallegos AM i wsp., 2001]. Pézniej zostata zidentyfikowana grupa
biatek z rodziny StAR (gtownie STARDI1 i STARD4), ktore odgrywajg istotng role
w wewnatrzkomorkowym transporcie cholesterolu [Soccio R.E. i Breslow JL, 2003]. Biatko
STARDA4 nie posiada sekwencji sygnatowej, ktora kierowataby je do okreslonych organelli
subkomorkowych, a zatem wydaje si¢ by¢ ograniczone do cytoplazmy, gdzie wiaze i przenosi
nierozpuszczalne lipidy. U wigkszosci typow komorek biatko STARDA4 jest odpowiedzialne
za dostarczanie cholesterolu do zewnetrznej btony mitochondrialnej z innego miejsca
w komorce, np. kropel lipidowych czy retikulum endoplazmatycznego. Kolejne biatko,
STARD1, odpowiada za przeniesienie cholesterolu z zewngtrznej do wewnetrznej blony
mitochondrialnej. W komorkach steroidogennych, gtownym zadaniem STARDI1 jest
dostarczenie cholesterolu do cytochromu P450scc — enzymu odcinajacego tancuch boczny
cholesterolu (ang.cholesterol side-chain cleavage enzyme) — ktéry katalizuje jego
przeksztatcenie w pregnenolon [Miller WL, 1988; Payne AH i Hales DB, 2004]. Niedawne
badania wykazaty obecno$¢ biatek StAR w ludzkich i mysich makrofagach [Miller WL,
2007], gdzie dostarczaja cholesterol do 27-hydroksylazy sterolowej, (CYP27A1). CYP27Al
generuje 27-oksysterol, bedacy ligandem jadrowego receptora LXR lub RXR, regulujacych
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ekspresje blonowych bialek zawierajacych kasete wigzaca ATP (ABCALl i ABCG1)
[McNeish J i wsp., 2000; Wang X i wsp., 2007; Cavelier C i wsp., 2006; Zhao Y i wsp.,
2010]. Bialka te odgrywajg istotng role w metabolizmie cholesterolu, usuwajac jego nadmiar
do zewnatrzkomérkowych akceptorow w procesie zwrotnego transportu cholesterolu [Cuchel
M i Rader DJ, 2006; Borthwick F i wsp., 2009] (podrozdziat 1.3.3 ,,Eksport cholesterolu

z komorek™).

1.3.1 BIALKA Z GRUPY OSTRYCH REGULATOROW STEROIDOGENEZY

Biatka z grupy ostrych regulatorow steroidogenezy (StAR) to rodzina biatek transportowych,
ktore regulujg transfer cholesterolu do i wewnatrz mitochondridéw. Dostgpnos¢ cholesterolu
w mitochondriach jest ograniczeniem szybkosci wytwarzania hormonéw steroidowych.
Biatka StAR sg obecne przede wszystkim w komorkach produkujacych hormony, w tym
komorkach torebki pgczerzyka jajnikowego (tac. theca) i komorkach lutealnych w jajniku,
komorkach Leydiga w jadrach i komoérkach kory nadnerczy, a takze w innych typach
komorek jak makrofagi, komorki serca czy watroby.

Wszystkie bialka z grupy StAR posiadajg charakterystyczny region zwany domena START,
struktur¢ zlozong z a-helis i B-zgie¢, zawierajaca dtuga, hydrofobowsg kieszen do wigzania
ligandow. U ludzi rodzina biatek StAR dzieli si¢ na szes¢ podgrup, ktore pelnig réznorodne
funkcje. Podrodziny STARD1/D3 i STARD4 sa zaangazowane w transport cholesterolu
I oksysteroli, a podrodzina STARD2/D11 transportuje fosfolipidy i sfingolipidy. Podrodzina
STARDS/12/13 przypuszczalnie petni funkcj¢ w sygnalizacji Rho-GTPazy, a podrodzina
STARDI14/15 ma aktywno$¢ tioesteraz. Ostatnia podrodzina (STARD9) ma aktywnos$¢
motoryczng kinezyny. StAR (STARD1) jest wspolng nazwa calej rodziny biatek z domeng
START. [Clark BJ i Stocco DM, 2014]

1.3.1.1 PODRODZINA STARD1/D3

Podrodzina STARD1/D3 ma dwoch cztonkow, StAR (STARDI1) i MLN64 (STARD3). Oba
biatka funkcjonujg jako transportery cholesterolu [Tsujishita Y i Hurley JH, 2000; Petrescu
AD iwsp., 2001]. Ich domeny START majg 37% identyczno$ci sekwencji.

STARDI jest fosfoproteing o wielkosci 37 kDa. Jest kodowana w jadrze, a jej synteza
odbywa si¢ w cytozolu, co prowadzi do powstania biatka prekursorowego z N-terminalng
sekwencja, ktora kieruje je do mitochondriow. Funkcjonalnie aktywna domena C-koncowa
STARDL1 (START) uczestniczy w transferze lipidow.
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Drugim czlonkiem rodziny jest biatko STARD3. Jego nadekspresja wystepuje w niektorych
rakach piersi [Tomasetto C i wsp., 1995]. Biatko zawiera cztery helisy transblonowe, ktore
kierujg je do btony pdznych endosoméw [Alpy F i wsp., 2005]. Jednakze fizjologiczna
funkcja STARD3 wcigz jest niejasna. Moze 0Nno by¢ zaangazowane W Steroidogeneze
w ludzkim tozysku, w ktorym nie wystepuje ekspresja STARDI1 [Tuckey RC i wsp., 2004,
Holtta-Vuori M i wsp., 2005]. Domena START przy C-terminalnym koncu jest eksponowana
do cytoplazmy. Z kolei jej izolowana forma jest zdolna do promowania steroidogenezy nawet
bardziej efektywnie niz cata domena [Watari H i wsp., 1997]. Struktura krysztalu domeny
START biatka STARD?3 zostata poznana. Posiada ona hydrofobowy tunel, ktory rozszerza sig¢
na calej dlugo$ci domeny START i jest idealnie dopasowany do pojedynczej czasteczki

cholesterolu [Tsujishita Y i Hurley JH,2000].

1.3.1.2 PODRODZINA STARD4

Gen STARD4 zostat po raz pierwszy opisany jako jeden z szesciu gendéw, ktore majg obnizong
ekspresje w watrobie myszy bedacych na diecie obfitej w cholesterol. Na poczatku
pozostawatl on niesprecyzowang sekwencja EST (ang. Expressed Sequence Tag). Jednak,
pozniejsze badania sekwencji 1 klonowania potwierdzity, ze EST stanowi czgs¢ transkryptu
kodujacego domeng START. W rzeczywistosci sekwencja aminokwasow wywodzacych si¢
z otwartej ramki odczytu kodowata biatko o dlugosci 224 aminokwasow, ztozone catkowicie
z domeny START. Ta wilasnie sekwencja EST zostata nazwana STARD4. W genomie
cztowieka zidentyfikowano 15 genéw z domeng START, z ktorych 12 zostalo wczedniej
Scharakteryzowanych, a dwa, ktorych produkty nie zostaty skrystalizowane, mialy 26-32%
identycznosci sekwencji z STARD4. W oparciu o duzg identyczno$¢ sekwencji z STARD4, te
geny nazwano kolejno STARDS5 i STARDSG i tworzg podrodzing STARD4 [Soccio RE i wsp.,
2002]. Rodzina biatek STARDA4 to rozpuszczalne biatka o masie okoto 22 kDa.

STARD4 wiagze cholesterol, 7-hydroperoksycholesterol i  7a-hydroksycholesterol
[Rodriguez-Agudo D i wsp., 2005; Rodriguez-Agudo D i wsp., 2008]. Biatko jest wysoce
regulowanym,  kierunkowym, wewnatrzkomorkowym  przenosnikiem  cholesterolu.
Transportuje cholesterol do réznych przedziatdow komorkowych lub do innych biatek
przenoszacych cholesterol, a takze wulatwia przenoszenie cholesterolu do retikulum
endoplazmatycznego, [Rodriguez-Agudo D i wsp., 2008]. Nadekspresja STARD4 w mysich
hepatocytach prowadzi do wzrostu poziomu wewnatrzkoméorkowych estrow cholesterolu,
dostarczajac cholesterol do enzymu estryfikacyjnego Acetylo-CoA [Rodriguez-Agudo D
I wsp., 2008; Rodriguez-Agudo D i wsp., 2011]. STARD4 wystepuje w watrobie, nerkach
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[Soccio RE i wsp., 2002], keratynocytach [Elbadawy HM i wsp., 2011], komoérkach Kupffera,
oraz hepatocytach [Rodriguez-Agudo D i wsp., 2011].

Kolejny cztonek rodziny, biatkko STARDS, wystepuje w komorkach Kuppfera, nerkach, sercu
[Soccio RE i wsp., 2002] oraz w komorkach uktadu immunologicznego (makrofagi,
monocyty, komorki promielocytarne, komorki tuczne i bazofile) [Rodriguez-Agudo D i wsp.,
2006]. W badaniach in vitro stwierdzono, ze STARDS5 wigze zaréwno cholesterol,
jak 1 25-hydroksycholesterol [Soccio RE i wsp., 2002; Rodrigez-Agudo D i wsp., 2008].
Biatko to ma roznorodne lokalizacje w komorce. Wystepuje, np. w cytoplazmie, btonie
komorkowej 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 cztonek podrodziny STARD4, biatko STARDG6, réwniez wiagze -cholesterol
[Letourneau D i wsp., 2002; Letourneau D i wsp., 2013]. Biatko to po raz pierwszy wykryto
w komorkach zarodkowych jadra, co sugeruje, ze odgrywa rol¢ w dojrzewaniu komorek
rozrodczych [Soccio RE i wsp., 2002; Chang 1Y i wsp., 2009; Chang IY i wsp., 2007; Gomes
C i wsp., 2005]. STARD6 wyste¢puje rowniez w komorkach Purkiniego uktadu nerwowego
[Chang IY i wsp., 2009; Chang IY i wsp., 2007].

1.3.2 ZWROTNY TRANSPORT CHOLESTEROLU

Zwrotny transport cholesterolu jest $ciezka przenoszenia cholesterolu z niewatrobowych
komorek i tkanek do watroby i jelita w celu jego wydalenia. Ograniczajac gromadzenie si¢
cholesterolu w makrofagach tetniczych, RCT zapobiega rozwojowi miazdzycy. Wyptyw
cholesterolu (ang. lipid efflux), czgs¢ RCT, jest gtdéwnym procesem, w wyniku ktorego
makrofagi  wewnatrz  Sciany naczynia wydalaja  cholesterol poza  komorki.
Zewnatrzkomorkowym partnerem procesu jest HDL. Jego poziom moze skutecznie okresla¢
poziom zwrotnego transportu cholesterolu.

Sciezka RCT zostata opisana na rysunku ponizej (Ryc.IV).
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Rycina IV. Sciezka zwrotnego transportu cholesterolu. Skréty: CETP — bialko przenoszace estry cholesterolu;
HL - lipaza watrobowa; LCAT - acylotransferaza lecytynowo-cholesterolowa; ndHDL - prekursory HDL;
PLTP — biatko transportujace fosfolipidy.

Na poczatku apoA-l jest produkowana gtownie w watrobie i uwalniana do o0socza.
Cyrkulujaca apoA-1 oddziatuje z fosfolipidami surowicy tworzac prekursory HDL (ndHDL
ang. nascent HDL). Prekursory HDL biorg udziat w wyptywie cholesterolu z makrofagéw
i fibroblastow warstwy podsrodbtonkowej. Nastepnie cholesterol jest wigzany przez ndHDL
i estryfikowany przez acylotransferaze lecytyno-cholesterolowg (LCAT). Czasteczki HDL
wzbogacane estrami cholesterolu staja si¢ wigksze, co powoduje powstanie frakcji HDL2
i HDL3. W proces ten zaangazowane jest biatko transportujace fosfolipidy (PLTP ang.
phospholipid transfer protein), dzigki ktoremu z dwoch czasteczek HDL3 powstaje jedna
HDL2. Jesli czasteczki HDL sg bogate w trojglicerydy, zostajg przetworzone przez lipaze
watrobowa (HL) 1 staja si¢ mniejsze i bardziej geste (z HDL2 powstaje HDL3). Biatko
transportujace estry cholesterolu (CETP ang. ester cholesterol transfer protein) utatwia
rownomierng wymiang estrow cholesterolu pomiedzy HDL a trojglicerydami lipoprotein
zawierajacych apoB-I. Te estry cholesterolu sg nastepnie przenoszone z powrotem do watroby
za posrednictwem LDLR i przeksztatcane w sole zotciowe, a nastepnie eliminowane przez

przewdd pokarmowy. [Ohashi R i wsp., 2005]
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1.3.3 EKSPORT CHOLESTEROLU Z KOMOREK

Uwolnienie cholesterolu na zewnatrz komorek makrofagéw jest okreslane jako makrofagowy
zwrotny transport cholesterolu [Cuchel M i Rader DJ, 2006]. Proces ten wymaga zamiany
wewnatrzkomorkowych estrow cholesterolu w wolny cholesterol oraz aktywnego transportu
cholesterolu przez blon¢. Mozna to osiggnaé przez trzy podstawowe Sciezki (Ryc. V).
Pierwsza polega na wydzielaniu cholesterolu razem z endogennymi apolipoproteinami
(szczegolnie apoE) [Greenow K i wsp., 2005]. W drugiej Sciezce uczestniczg zalezne od
cytochromu P450, oksydazy cholesterolu. Enzymy te przeksztalcajg cholesterol w bardziej
hydrofilowe kwasy zolciowe (komoérki watroby) lub  oksysterole, zwtlaszcza
24S-hydroksykolesterol (neurony) lub 27-hydroksycholesterol (makrofagi), ktore nastepnie
zostajg wydzielane [Bjorkhem | i wsp., 1999]. Trzecig droga eksportu cholesterolu jest
transport cholesterolu przez btong komoérkowa do zewnatrzkomorkowego akceptora (apoA-I,

HDL; podrozdziat 1.3.2 ,,Zwrotny transport cholesterolu™).

Blona

komoérkowa @
27-OH C

apokE

CYP27A1

cho'.isst[lmm «— cholesterol @
| ABCG1 apoA-l
ABCA1
— HDL
—
SR-B1 N

Rycina V. Glowne szlaki eksportu cholesterolu w makrofagach. (1) Eksport cholesterolu z apoE. (2) Utlenianie
cholesterolu przez CYP27Al w bardziej hydrofilowy 27-hydroksycholesterol. (3) Wyplyw cholesterolu do
zewnatrzkomorkowej czasteczki akceptora.

Eksport cholesterolu moze mie¢ mechanizm zaréwno aktywny, jak i pasywny. Jednym
z pasywnych sposobow jest dyfuzja cholesterolu z powierzchni komorki na

zewnatrzkomorkowe akceptory, w tym HDL, LDL, albuming lub wolne od biatka

jednowarstwowe pecherzyki fosfolipidowe. Wyrzut cholesterolu w tym procesie wymaga
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gradientu stezenia miedzy btong komérkowa donora a czasteczkami akceptora. Fizjologicznie
jest to osiggnigte poprzez enzymatyczne usuwanie cholesterolu zewnatrzkomoérkowego przez
acylotransferaze lecytynowo-cholesterolowa (LCAT). Wymiana cholesterolu miedzy blong
komorkowag a lipoproteinami jest utatwiona dzigki obecno$ci receptorow btonowych,
np. SR-BI, ktore tacza lipoproteiny z powierzchnia komorki i powoduja redystrybucje
cholesterolu w bocznych domenach btony komorkowej [Ji B 1 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 wyplywu lipidow jest regulowany przez rodzing biatek
ABC. Biatka te tworza duza rodzing bialek zaangazowanych w eksport lub import
komorkowy substratow takich jak: jonéw, lipidow, cyklicznych nukleotydow, peptydoéw
i bialek. Dwa z nich, ABCA1 i ABCGI, pehig istotng rolg w komorkowym eksporcie
fosfolipidow i cholesterolu do apoA-I lub HDL. Dane in vivo wskazuja wyraznie, ze ABCA1
i ABCG1 majg kluczowe znaczenie dla wyptywu lipidow u ludzi i myszy. Jednakze

mechanizmy usunigcia lipidow przez ABCA1 i ABCG1 pozostajg wcigz niejasne.

1.3.3.1 EKSPORT CHOLESTEROLU Z UDZIALEM ABCA1

ABCAL jest integralnym biatkiem blonowym zlozonym z 2261 aminokwasow. Jest pelnym
transporterem (ang. full-transporter) sktadajacym si¢ z dwoch czeéci o podobnej strukturze
[Fitzgerald ML i wsp., 2001]. Kazda cze$¢ posiada domene transbtonowa zawierajacag sze$é
a-helis 1 domeng wiagzaca nukleotydy zawierajaca dwa zachowane motywy peptydowe znane
jako Walker A 1 Walker B, obecne w wielu biatkach, ktore wykorzystuja ATP oraz motyw
Walker C unikalny dla transporteréw ABC [Dean M i wsp., 2001]. N-koniec ABCAL jest
skierowany do cytozolu, a dwie duze petle pozakomorkowe, ktore sg silnie glikozylowane,
sg potaczone jednym lub wigkszg liczbg mostkow dwusiarczkowych [Bungert S i wsp., 2001;
Dean M i wsp., 2001].

Aby utrzyma¢ homeostazg lipidow, ABCAL1 jest $cisle regulowany zaréwno transkrypcyjnie,
jak i posttranslacyjnie. Fragment promotora -200 do -80 par zasad zawiera motywy wigzace
dla czynnikow transkrypcyjnych, ktéore modulujg ekspresje genu ABCAL, zwlaszcza
w odpowiedzi na komorkowy (utleniony) cholesterol i cykliczny AMP (cAMP)
[Santamarina-Fojo S i wsp., 2000]. Ekspresja genu ABCAL jest stymulowana przez LXR typu
o lub B oraz receptor X dla retinoidow (RXR ang. retinoid X receptor), ktore tworza
heterodimery i sa aktywowane przez oksysterole i retinoidy, odpowiednio [Costet P i wsp.,

2000]. W makrofagach najbardziej prawdopodobnym fizjologicznym ligandem LXRa
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i LXRP jest 27-hydroksycholesterol. Jest on wytwarzany przez enzym cytochromu P450
— CYP27AL. Poziom 27-hydroksycholesterolu koreluje z poziomem cholesterolu w komorce.
Zwigkszenie 1ilosci cholesterolu w komodrce prowadzi do zwickszonej produkcji
27-hydroksycholesterolu, ktory wigzac si¢ do LXR lub RXR powoduje zwigkszenie ekspresji
ABCALl a tym samym eksport cholesterolu na zewnatrz komorki [Fu X i wsp., 2001].
Co ciekawe, ekspresja LXR jest modulowana na poziomie transkrypcji przez agonistow
receptoroOw aktywowanych przez PPARa, PPARy, PPARS (receptory aktywowane przez
proliferatory peroksysomow 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 tluszczowe, przypuszczalnie
dlatego, ze konkurujg one z 27-OH wigzac LXRa i LXRpB [Ou J i wsp., 2001]. Takze inne
bodzce, jak np. aktywacja réznych czynnikdéw transkrypcyjnych (m.in. receptoréw hormondéw
tarczycy i glikokortykoidow) hamujg transkrypcj¢ genu ABCAL. Dodatkowo interferon
gamma (IFNy), onkostatyna i angiotensyna Il zmniejszaja ekspresjc ABCA1 [Schmitz G
i Lagmann T, 2005].

Eksport cholesterolu przez ABCAL jest wieloetapowy. Obejmuje on tworzenie si¢ domen
lipidowych na powierzchni komorki, wigzanie apolipoprotein z ABCA1, aktywacje szlakow
sygnalowych 1 solubilizacj¢ tych lipidow przez apolipoproteiny. ABCA1 dziala
przeciwzapalnie poprzez modyfikacje tratw lipidowych btony komodrkowej i bezposrednia
aktywacje szlakow sygnatowych. Oddziatywanie apolipoprotein z ABCAL aktywuje wiele
szlakow sygnatowych, w tym szlak JAK2/STAT3 (kinaz¢ janusowg 2/przetwornik sygnatu
i aktywator transkrypcji 3 ang. signal transducer and activator of transcription 3), szlak
kinazy biatkowej A (PKA), szlak kinazy biatkowej C (PKC) oraz biatko Cdc42 z rodziny
biatek Rho. PKA i Cdc42 reguluje wyptyw lipidow za posrednictwem ABCAI, aktywacja
PKC stabilizuje biatko ABCA1, a aktywacja JAK2/STATS3 reguluje zarowno wyptyw lipidow
za posrednictwem ABCAI, jak i odpowiedz przeciwzapalng. Zatem ABCA1 zachowuje si¢
zaro6wno jak eksporter lipidow, jak i receptor sygnalizacyjny.

Utrata funkcji ABCA1 powoduje chorobe Tangiera charakteryzujaca si¢ bardzo niskim
poziomem HDL i apoA-I [Rust S i wsp., 1998]. Pacjenci z chorobg Tangiera akumulujg duze
ilosci estrow cholesterolu w makrofagach, komorkach Schwanna neuronéw, weztach
chtonnach oraz organach takich jak watroba, jelita, migdatki, $§ledziona. Nagromadzenie
nadmiaru cholesterolu powoduje miazdzycg i zaburzenia czynnos$ci nerek [Abrass CK, 2004],

a takze moze przyczyni¢ si¢ do poczatku choroby Alzheimera [Wellington CL, 2004].
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1.3.3.2 EKSPORT CHOLESTEROLU Z UDZIALEM ABCG1

ABCGI jest pottransporterem, ktory wystepuje w postaci homodimeréw. Posiada wysoka
ekspresje w komorkach makrofagow. Jego wyciszanie przez mate interferencyjne RNA
(sSiRNA) powoduje zmniejszenie ilosci eksportowanego cholesterolu i fosfolipidow do HDL.
Z kolei jego nadekspresja powoduje zwickszenie stezenia cholesterolu w HDL i zmniejszenie
masy cholesterolu komorkowego [Vaughan AM i Oram JF, 2005; Nakamura K i wsp.,2004;
Wang N i wsp., 2004]. Usuniecie abcgl u myszy poddanych diecie bogatej w tluszcz
1 cholesterol powoduje gromadzenie si¢ obojetnych lipidow i fosfolipidow w hepatocytach
oraz makrofagach, chociaz nie wptywa na stezenie lipidow w osoczu. Natomiast nadekspresja
ABCGL1 chroni przed gromadzeniem si¢ lipidow [Kennedy MA i wsp., 2005]. ABCG1
posredniczy w transporcie cholesterolu z komorek tylko do gtownych frakcji HDL (HDL2
i HDL3), ale nie do wolnych od lipidéw apoA-1 [Nakamura K i wsp.,2004; Wang N i wsp.,
2004].

ABCG1 wykazuje wiele podobienstw do ABCAI, takich jak wzorce ekspresji tkankowej
i drogi regulacyjne [Cavelier C i wsp., 2006]. Podobnie jak ABCA1, poziom mRNA dla
ABCGL1 jest silnie zwigkszany podczas inkubacji makrofagéw z agonistami LXR lub
w trakcie tworzenia komorek piankowatych [Nakamura K i wsp., 2004]. Aktywacja PPARy
indukuje ekspresjc ABCGI1, ale w sposob niezalezny od LXR [Li AC i wsp., 2004].
W odréznieniu od ABCAL, $ciezka kinazy biatkowej A nie ma wptywu na ekspresje ABCG1
[Suzuki S i wsp., 2004].

Wstepne badania wykazaly, Ze przejsciowa nadekspresja ABCG1 zwigksza wypltyw
cholesterolu komorkowego do specyficznych akceptorow lipidow pozakomorkowych
obejmujacych 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 LIPIDOW, POWSTAWANIE LOOH I ICH
TRANSLOKACJA

Stres oksydacyjny to zaburzenie roéwnowagi migdzy antyoksydacyjnymi systemami
obronnymi organizmu a dziataniem reaktywnych form tlenu (RFT). Do reaktywnych form
tlenu naleza wolne rodniki tlenowe, jak rowniez zwigzki, ktére maja zdolno$¢ 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 rodnikow
anionorodnik ponadtlenkowy O, Nadtlenoazotyn ONOO®

rodnik wodoronadtlenkowy HO,', Kwas podchlorawy HOCI

rodnik hydroksylowy HO" Nadtlenek wodoru H,0,

rodnik alkoksylowy RO’ Tlen singletowy 0,

rodnik peroksylowy ROO’ Ozon O;

W organizmie RFT powstaja zaréwno na skutek dzialania czynnikow zewngtrznych
(np. promieniowanie jonizujgce, promieniowanie UV), jak i reakcji obronnych uktadu
immunologicznego (np. obrona przed mikroorganizmami, pasozytami), a takze w warunkach
fizjologicznych (np. mitochondrialny transport elektronéw, aktywacja oksydazy NADPH).
Wiadomo takze, ze RFT posredniczg w istotnych dla komorki procesach jak réznicowanie,
apoptoza, wzrost czy proliferacja [Gatecka E i wsp., 2008]. Pod wptywem czynnikow
chorobotworczych lub bodzcow zewnetrznych dochodzi do zaburzenia tych proceséw
i znacznego podwyzszenia stezenia RFT, a w konsekwencji reakcji patologicznych
prowadzacych do uszkodzenia komorek i tkanek [Gatecka E 1 wsp., 2008].
Wolne rodniki w warunkach in vitro powoduja oksydacyjne uszkodzenia biatek (denaturacja,
agregacja), DNA oraz peroksydacje lipidow. Peroksydacja lipidow to wolnorodnikowy proces
utleniania nienasyconych lipidéow, w tym cholesterolu, prowadzacy do powstania nadtlenkow
tych zwigzkéw [Bartosz G, 2003]. Peroksydacja lipidow jest procesem, ktory negatywnie
wptywa, m.in. na strukture i funkcj¢ blony oraz lipoprotein, cO moze prowadzi¢ do wiele
stanow  patologicznych, w tym miazdzycy, choréb neurodegeneracyjnych czy
nowotworowych [Halliwell B, 1999; Porter NA i wsp., 1995; Girotti AW, 1998].
Peroksydacja moze zosta¢ zainicjowana dziataniem zaréwno rodnikowych, jak
i nierodnikowych RFT. Sktada si¢ ona z trzech etapow: inicjacji, propagacji oraz terminacji.
Inicjacja polega na oderwaniu atomu wodoru od nienasyconego lipidu, np. z reszty kwasu
wchodzacej w sktad fosfolipidu czy z wegla C7 w cholesterolu (réwnanie 1).

(1) LH+R—- L +RH
Powstaje wowczas rodnik alkilowy Le, ktory natychmiast reaguje z O, dajac rodnik
nadtlenkowy LOO« (réwnanie 2).

(2) L-+0,-LOO-
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Rodnik nadtlenkowy moze oderwac kolejne atomy wodoru z czasteczek nienasyconych
lipidow, powodujac reakcj¢ tancuchowa. Sam za$§ przeksztalca si¢ w wodoronatlenkowy
produkt posredni LOOH — nadtlenek lipidu (réwnanie 3).

(3) LOO-+LH —» LOOH + L -
Cykl ten powtarza si¢ az do momentu gdy spotkajg si¢ dwa wolne rodniki, czyli terminacji
(rownanie 4), w czasie ktorej nadtlenki lipidowe podlegaja dalszej degradacji do produktow
koncowych. Sa nimi, m.in.: aldehydy, jak, np. dialdehyd malonowy (MDA), hydroksykwasy,

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

L-+L-—>LL
(4) LOO-+LOO-—- LOOL + 0,
L-+L0O0-- LOOL

Czas trwania peroksydacji i wydajnos¢ generowania LOOH zalezy od sktadu lipidowego,
lokalnego stezenia O,, obecnosci jonow metali przejsciowych oraz dostepnosci i stgzenia
przeciwutleniaczy przerywajacych peroksydacje, np. tokoferolu (witaminy E).
Inicjacja peroksydacji moze réwniez zachodzi¢ nierodnikowo poprzez tlen singletowy O,
ktory reaguje bezposrednio z nienasyconym lipidem tworzac LOOH (rownanie 5) [Girotti
AW, 2001].

(5 LH+ '0,- LOOH
Powstajace nadtlenki lipidow sa metastabilne i moga ulega¢ jednoelektronowej redukcji
z udzialem aktywnych oksydoredukcyjnie jondw metali zapoczatkowujac tym samym proces
wtornej peroksydacji lipidow.
Wolny cholesterol wystepuje we wszystkich komorkach ssakow, przede wszystkim w blonie
komorkowej (~ 45% molowych catkowitego lipidu), a takze w lipoproteinach LDL,
w ktorych stanowi okoto 10% jako wolny cholesterol i okoto 25% w formie zestryfikowane;j.
Jako jednonienasycony lipid, cholesterol jest podatny na spontaniczne utlenianie. Utlenia si¢
jednak =z nizszg szybkoscia niz fosfolipidy czy estry cholesterolu zawierajace
wielonienasycone tancuchy acylowe lipidow [Smith LL 1981; Doleiden FH i wsp., 1974].
Utlenienie to moze skutkowa¢ powstawaniem wielu potencjalnie mutagennych
i cytotoksycznych produktow, w tym nadtlenkow, dioli, ketondw i epoksydow [Smith LL,
1981; luliano L, 2011].
Wodoronadtlenki cholesterolu (ChOOH) sa najwcze$niej powstajacymi nierodnikowymi
produktami utlenienia cholesterolu [Smith LL, 1987]. W reakcjach wolnorodnikowych tworza
si¢ dwa rodzaje ChOOH: 7a-OOH oraz 73-O0H, 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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towarzyszg inne utlenione formy cholesterolu, takie jak: 7a-OH, 7p-OH,

5,6-epoksycholesterol czy 7-ketocholesterol (Ryc. V1).

CQHV.‘
H
cholesterol
CgHs.' CgHtV CQH'I
H : H
. SN\
> R, R,
R Ry R, R, R,
S5a-O0H  OOH 6a-O0H  OOH H 70-00H  OOH H
Sa-OH OH 6B-O0H b OOH 78-O0H H OOH
6a-OH OH H 7a-OH OH H
6B-OH = OH 7B-OH H OH
C.H
H 0
5,6-epoksycholesterol 7-ketocholesterol

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

ChOOH powstajag rowniez w reakcjach mediowanych tlenem singletowym, w ktorych
powstaja roézne wodoronadtlenki pozycyjne, np. 5a-OOH, 60-OOH oraz 63-OO0OH.
Wydajnos$¢ tworzenia Sa-OOH jest znacznie wigksza od pozostatych form [Girotti AW,
1998; Girotti AW, 2001; Kulig MJ i Smith LL, 1973].

1.41 POWSTAWANIE 7-O0OH W UKLADACH IN VIVO

Istnieje kilka potencjalnych mechanizméw, ktore moga przyczyni¢ si¢ do powstawania

oxLDL (w tym 7-OOH) w $cianie tetnicy in Vivo:
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(1) 12/15-lipooksygenaza [Glass CK i Witztum JL, 2001; Cyrus T i wsp., 2001], ktora jest
obecna w blaszkach miazdzycowych, ale nie w prawidlowych naczyniach [Yla-Herttuala S
i wsp., 1990]. Hamowanie 12/15-lipooksygenazy jest zwigzane ze zmniejszonym utlenianiem
LDL [Rankin SM i wsp., 1991] oraz redukcja miazdzycy tetnic w modelach zwierzgcych
[Cyrus T i wsp., 2001, Sendobry SM i wsp., 1997, Bocan TMA i wsp., 1998].
12/15-lipooksygenaza moze generowa¢ wodoronadtlenki nienasyconych kwasow
thuszczowych, w tym tluszczowe grupy acylowe estréw cholesterolu. Wodoronadtlenki estrow
cholesterolu zostaly zidentyfikowane jako gléwny utleniony lipid w ludzkim osoczu
i zmianach miazdzycowych [Harkewicz R i wsp., 2008; Choi SH i wsp. 2013]. Podczas
przemieszczania si¢ wolnych rodnikéw w LDL, ten gatunek EC moze generowa¢ 7-OOH.

(2) Mieloperoksydaza, enzym hemowy wydzielany przez neutrofile i monocyty/makrofagi,
jest kolejnym mozliwym mechanizmem wyja$niajagcym obecnos¢ 7-OOH w $cianach tetnicy
[Nicholls SJ i Hazen SL, 2009]. Jego wystepowanie odkryto w ludzkich blaszkach
miazdzycowych [Daugherty A i wsp., 1994], gdzie modyfikuje LDL, zwigkszajac w ten
sposob ich powinowactwo do CD36 i SR-A [Podrez EA i wsp., 2000; Wang Z i wsp., 2007].
Mieloperoksydaza katalizuje wytwarzanie podchlorynu (OCI") z H,0; i jonéw chlorkowych,
a nastepnie rodnika hydroksylowego (HO-), ktory moze oderwac¢ atom wodoru przy weglu
C7 cholesterolu.

(3) Syntaza tlenku azotu (NOS) i oksydaza NADPH, generujg odpowiednio tlenek azotu
(NO) i anionorodnik ponadtlenkowy (O,7). NO i O,", reagujac ze sobg tworzg silny utleniacz
— nadtlenoazotyn (ONOO-).

Tak wiec, oprocz tworzenia de novo, 7-OOH moze powstawaé wtornie jako niestabilny
zwigzek posredni peroksydacji lipidow inicjowany przez silne utleniacze, takie jak HO-
I ONOO-. Niestabilnos¢ 7-OOH zwiazana jest z dwoma odrgbnymi rodzajami redukcji:

jednoelektronowej lub dwuelektronowej.

1.5 JEDNO | DWUELEKTRONOWA REDUKCJA WODORONADTLENKOW
CHOLESTEROLU

Podobnie jak wszystkie LOOH, ChOOH moga podlega¢ jednoelektronowej redukciji,
w obecnosci jonow zelaza(ll). W tym procesie ChOOH s3g przeksztalcane W posrednie
produkty rodnikowe, ktore moga indukowac tancuchowa peroksydacje (Ryc. VII).
Alternatywng drogg jednoelektronowej redukcji [Porter NA i wsp., 1995; Wilcox AL
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I Marnett LJ, 1993] jest szybkie przegrupowanie z dodaniem O; inicjujace powstawanie

epoksyallilowego rodnika peroksylowego (OChOOQv).

LH

nierodnikowy inicjator

rodnikowy inicjator
('O,, ONOOH)

(HO-, HO,-, O,N-)

Fe2*

2GSH
LOOH

SePx

LOOH
OLOO- (akceptor)

A I LOOH
- LOO- LOH + H,0
ooon \_o, S
dwuelektronowa redukcja

/FeerLH Lo ==
o LZ’ OLCOH

OLO-

GSSG

-

—

jednoelektronowaredukcja

Rycina V1. Pierwotne i wtorne reakcje peroksydacji lipidéw. Trzy rézne losy LOOH: (1) redukcja jednoelektronowa
za poSrednictwem zelaza, powodujace amplifikacje lancucha; (2) Kkatalizowana selenoperoksydaze (SePx)
dwuelektronowa redukcja skutkujaca hamowaniem peroksydacji; (3) przeniesienie do akceptora (blony/ lipoproteiny)
gdzie moga zachodzié¢ procesy (1) lub (2). Skroty: LH — nienasycony lipid, Le — rodnik lipidowy, LOOH — nadtlenek
lipidu, LOOe - rodnik peroksylowy, SePx — seleneoperoksydaza, GSH - zredukowany glutation, GSSG - utleniony
glutation, OLOQe — epoksyallilowy rodnik nadtlenowy, OLOe — epoksyallilowy rodnik tlenowy, LOH — redoksowo
nieaktywny alkohol, OLOH - epoksyallilowy nieaktywny alkohol.

Peroksydacja lipidow wywotana jednoelektronowa redukcja LOOH daje poczatek nowym
LOOH, ktore zasilaja caty proces. W wyniku jednoelektronowej redukcji moze dochodzi¢ do
propagacji peroksydacji na znaczne odlegto$ci w obrebie blony.

Podczas jednoelektronowej redukcji z 7a- i 7B-OOH powstajg 7a- i 7-OH, 7=0 i 5-O-6
[Brown AJ i wsp., 1997; Girotti AW, 1998; Brown AJ i Jessup W, 2009]. Pomimo wzglgdnej
niestabilno$ci, wykryto znaczng ilo§¢ 7-OOH (szczegolnie 7p-OO0OH) w ptytce miazdzycowej
[Chisolm GM i wsp. 1994; Brown AJ i wsp., 1997], a takze w osoczu oraz tkankach ludzi
i zwierzat chronicznie eksponowanych na dziatanie stresu oksydacyjnego [Sakamaki R i wsp.,
1994; Adachi J i wsp. 2001].

Wystepowanie w ptytkach miazdzycowych znacznie wickszych ilosci 7=O i 7-OH
w poréwnaniu do 7-OOH [Brown AJ i Jessup W, 2009; Shibata N i Glass CK, 2010; Poli G
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I wsp. 2013] tlumaczy si¢ glownie przeksztalceniem 7-OOH na drodze jednoelektronowej
redukcji. W zwigzku z tym obecnos$¢ 7-oksysteroli stanowi dowod na to, ze makrofagi sa
narazone na dziatanie oxLDL zawierajacych 7-OOH.

ChOOH, mogg podlega¢ rowniez dwuelektronowej katalizowanej enzymatycznie redukcji do
nieaktywnych redoksowo produktow alkoholowych (Ryc. VII). Jest to proces detoksykacji
konkurujacy ze wzmagajaca cytotoksyczno$¢ jednoelektronowa redukcja. Detoksykacja
LOOH jest mechanizmem naprawczym, w odrdznieniu 0d mechanizméw zapobiegawczych
czyli detoksykacji czynnikow inicjujagcych, np. anionorodnika ponadtlenkowego przez
dysmutaze¢ ponadtlenkowa (SOD), a H,O, z udziatem katalazy [Girotti AW, 1998; Girotti
AW, 2001].

Enzymami najsci$lej zwiazanymi z detoksykacja LOOH sa zawierajace Selenocysteing
peroksydazy glutationowe typu GPx1 i GPx4 oraz uktad peroksyreduktazy. Monomeryczna
GPx4 (~20 kDA) r6zni si¢ funkcjonalnie od tetramerycznej peroksydazy glutationowej typu 1
(~82 kDA), ktéra jest najczesciej wystepujaca selenoperoksydaza w komorkach ssakow.
Dziatanie GPx1 ograniczone jest do stosunkowo polarnych wodoronadtlenkéw, takich jak
H,O, czy wodoronadtlenki wolnych kwasow tluszczowych, podczas gdy GPx4 dziata
zarowno na PLOOH, jak i ChOOH oraz mniej polarne nadtlenki bezposrednio w btonach
I lipoproteinach [Girotti AW, 1998 Ursini F i wsp., 1995]. GPx4 jest obecnie jedynym
znanym enzymem zdolnym do bezposredniego Katalizowania detoksykacji redukcyjnej
ChOOH [Thomas JP i wsp., 1990]. Badania pokazaty, ze GPx4 peni kluczowa rolg
w ochronie przed powstajacymi wolnorodnikowo nadtlenkami [Hurst R i wsp., 2001].
Rowniez inne badania w uktadach in vitro i in vivo wykazaly antyoksydacyjna
i antyperoksydacyjna role GPx4 [Yant LJ i wsp., 2003; Ran Q i wsp., 2003; Ran Q i wsp.,
2004]. Ponadto, istnieja dowody ze GPx4 odgrywa bardzo wazng rol¢ w ochronie komorek
przed niedawno opisang forma $mierci komorkowej zwang ferroptoza [Yang WS i wsp.,
2014; Yang WS i Stockwell BR, 2016]. Ferroptoza zalezy od peroksydacji lipidow
katalizowanej zelazem i stymulowanej przez inhibitory syntezy GSH lub GPx4. Ferroptoza
odgrywa wyjatkowa rolg¢ w réznych procesach normo i patofizjologicznych [Yang WS i wsp.,
2014; Yang WS i Stockwell BR, 2016]. Udowodniono takze, ze GPx4 odgrywa kluczowa role
regulacyjna w dziataniu lipoksygenazy (LOX) i cyklooksygenazy (COX) [Weitzel F i Wendel
A, 1993; Schnurr K i wsp., 1996].
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1.6 PRZEMIESZCZANIE SIE WODORONADLENKOW CHOLESTEROLU

Peroksydacja lipidow nie jest ograniczona tylko do najblizszego otoczenia LOOH w btonie
czy lipoproteinach, ale moze rozprzestrzenia¢ si¢ przez przemieszczanie LOOH [Vila A
i wsp., 2000; Vila A i wsp., 2001; Vila A i wsp., 2002]. Wszystkie LOOH, w tym ChOOH, sg
bardziej polarne niz lipidy macierzyste, a przez to powinny tatwiej desorbowa¢ do srodowiska
wodnego, umozliwiajac wewnatrzkomorkowy i pozakomoérkowy transfer do miejsc
akceptorowych. Szybko$¢ spontanicznego transferu koreluje wiec ze wzrostem
hydrofilowosci ChOOH [Vila A i wsp., 2001], a sam transfer jest catkowicie niezalezny od
fizycznego kontaktu migdzy donorem i akceptorem. Ten sam ogdlny trend zaobserwowano
przy zastosowaniu roéznych modeli transferowych, w tym z liposoméw do komorek oraz
z czerwonych krwinek do LDL [Vila A i wsp., 2001; Vila A i wsp., 2002; Girotti AW, 2008].
Dzigki temu po raz pierwszy wykazano, ze ograniczona przez szybko$¢ transferu
cytotoksycznos¢, jest mozliwa dla egzogennych LOOH. PLOOH réwniez mogg spontanicznie
ulega¢ translokacji, jednak sa mniej mobilne niz ChOOH.

Poniewaz krazace czerwone krwinki sg pod stosunkowo wysoka presja oksydacyjna, a takze
majg ograniczone zdolno$ci antyoksydacyjne [Halliwel B, 1999], transfer do akceptora,
takiego jak LDL, moze skutkowaé¢ ochrong przed uszkodzeniami peroksydacyjnymi.
Przekroczenie zdolno$ci antyoksydacyjnej LDL, moze spowodowaé powstawanie
miazdzycowych oxLDL.

Biatka transportowe odgrywaja kluczowa role w metabolizmie lipidow, biogenezie
i metabolizmie blony. Dobrze znanym wewnatrzkomoérkowym przyktadem jest biatko SCP2,
ktore moze transportowac sterole i fosfolipidy miedzy membranami [Scallen TJ i wsp., 1985].
Moze przyspieszy¢ przemieszczenie si¢ takze ChOOH migdzy btonami [Vila A i wsp., 2004].
Badania pokazaty, Zze klony komodrek watroby z 10-krotnie wigksza ekspresja SCP-2 niz
komorki kontrolne, byty znacznie bardziej wrazliwe na uszkodzenia indukowane ChOOH,
a takze mialy wyzsza $miertelno$¢ niz kontrola [Kriska T i wsp., 2006; Kriska T i wsp.,
2010]. Nieaktywny redoksowo ligand SCP-2 (7a-OH) i aktywny redoksowo, ale nie bedacy
ligandem wodoronadtlenek tert-butylu nie wykazywaty takich efektoéw. Byl to pierwszy
dowdd na to, ze wewnatrzkomorkowy transport ChOOH moze rozszerza¢ uszkodzenia
oksydacyjne wywolane wodoronadtlenkami oraz wzmaga¢ ich cytotoksycznosé.
W przeciwienstwie do SCP-2, ktory rozpoznaje rozne lipidowe ligandy, bialka StAR sa
wysoce specyficzne dla cholesterolu i innych steroli [Soccio RE i Breslow JL, 2003], a takze
ChOOH [Korytowski W i wsp., 2010]. Biatka z rodziny StAR odgrywaja kluczowsa role
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w syntezie hormonéw steroidowych poprzez transport cholesterolu do i w mitochondriach
komorek steroidogennych, gdzie jest przeksztatlcany w pregnenolon przez cytochrom P450scc
[Miller WL, 1988; Payne AH i Hales DB, 2004]. Biatka StAR odgrywaja rowniez kluczowa
role we wczesnym etapie RCT w makrofagach, ograniczajac jego nadmierng akumulacje

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

cholesterolu w komoérkach”).
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2 CELE PRACY

2.1 CELE GLOWNE

1. Sprawdzenie czy biatka z rodziny StAR w warunkach stresu oksydacyjnego przenosza
do mitochondriow makrofagéw nie tylko cholesterol, ale i jego utlenione formy
—wodoronadtlenki cholesterolu 7-OOH (7a-OOH i 78-O0H).
2. Wykazanie kluczowej roli transportu aktywnych redoksowo 7-OOH w szerzeniu
cytotoksycznych konsekwencji w komorkach makrofagobw 1 wudzialu tego procesu
we wczesnych stadiach rozwoju miazdzycy.
W tym celu sprawdzono:
¢ ckspresje kluczowych biatek transportujgcych cholesterol w makrofagach poddanych
dziataniu 7-OOH,
% wychwyt 7-OOH przez komorki makrofagéw w warunkach stresu oksydacyjnego,
% cytotoksycznosé réznych form utlenionego cholesterolu ze szczegdélnym skupieniem
na 7-OOH i uwzglednieniem ich wplywu na aktywno$¢ biatek transportowych
| rozprzestrzenianie sig¢ stresu oksydacyjnego w komorce,
% wplyw 7-OOH na aktywno$¢ 27-hydroksylazy sterolowej i produkcje
27-hydroksycholesterolu,
% role 7-O0OH w modulowaniu wychwytu cholesterolu i jego eksportu do akceptoréw

apoA-I oraz HDL.
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3 MATERIALY DOSTEPNE KOMERCYJNIE

Hodowle komérkowe

Transfekcja

Lipidy

Analiza
bialka

ekspresji

Przeciwciala

Analiza
genow

ekspresji

Rozpuszczalniki

Barwniki

Inne

linie  komorkowe: 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, B-merkaptoetanol, FBS,
12-mirystylo-13-octan forbolu (PMA), Bu2cAMP — Sigma-Aldrich
Lipofectamina RNAIMAX, Lipofectamine® LTX with Plus™

— Invitrogen™

Opti-MEM® — Gibco®

STARDL siRNA, control siRNA — Santa Cruz Biotechnology

siRNA skoniugowany z fluoresceing BLOCK-iT™ — Thermofisher Scientific
Cholesterol, 7=0 — Sigma-Aldrich

POPC, 27-OH — Avanti Polar Lipids

Cholesterol [C*] — Perkin Elmer

DC Protein Assays Kit — Bio-Rad

bufor do probek 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™

btona PVDF — Millipore

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

BSA — Cell Signalling

dla STARD1, STARD4, ABCAL, ABCG1, drugorzedowe przeciwciata anty- kozie,
sprzezone z HRP — Santa Cruz Biotechnology

dla CYP27Al1 — Abcam

dla a-TUBULINY, B-AKTYNY, drugorzedowe przeciwciata anty- krolik, sprzezone
z HRP, drugorzedowe przeciwciala anty- mysz, sprzezone z HRP — Cell Signaling
Technology

dla PGCla, TFAM — ThermoFisher Scientific

TRI-Reagent, 1-bromo-3-chloropropan, deoxynucleotide set dNTP, DTT, H,0,
— Sigma-Aldrich

transkryptaza SuperScript® IV — Invitrogen™

Oligo(dT)z— EURX

inhibitor RNaz — Applied Biosystems™

GoTaq® 2-Step RT-qPCR — Promega

Synteza starterow — Genomed

metanol, acetonitryl, izopropanol, etanol, dichlorometan, heksan, octan etylu, toluen
— Sigma-Aldrich

DMSO - BioShop Lifescientific Products

chloroform, kwas octowy lodowaty — Polskie Odczynniki Chemiczne

ptyn do licznika scyntylacyjnego OptiScint ‘HiSafe’ — Perkin Elmer
C11-BODIPY****' MitoTracker™ Deep Red FM — Molecular Probes

Mito-ID — Enzo

JC-1 — Caymann Chemical

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

NaClO,, KI, Chelex® 100 sodium form, MTT, B-NADPH, izocytrynian trisodu,
dehydrogenaza izocytrynianowa, inhibitory proteaz, paraformaldehyd, octan kadmu,
B-cyklodekstran, r6z bengalski, glukoza — Sigma-Aldrich

NaOH, HCI — Polskie Odczynniki Chemiczne

Tris, NaCl, EDTA, sacharoza, Tween 200, PBS — BioShop Lifescientific Products
PCR Mycoplasma Test Kit — Applichem

MitoBiogenesis™ In-Cell ELISA Kit — abcam

plytki z Zelem krzemionkowym silica gel-60 HPTLC — EM Science

filtr 0,45 um — Supelco

filtry do ekstrudera - WHATMAN

Reagent
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4 METODY

41 SYNTEZA 7-OOH

7-O0OH przygotowano wedtlug procedury opisanej przez Beckwith’a z modyfikacjami
[Beckwith ALJ i wsp., 1989].

Synteze rozpoczeto od utlenienia cholesterolu do 50-OOH. W tym celu roztwor cholesterolu
z 100 uM rozem bengalskim w pirydynie naswietlono za pomocg lampy ksenonowej o mocy
1000W. Do roztworu stale doprowadzano tlen i za pomoca ptaszcza wodnego utrzymywano
w temp. 2°C. Poniewaz r6z bengalski w trakcie naswietlania blaknat, co jaki§ czas dodawano
jego $wiezy roztwor. Poziom powstajagcego S50-OOH monitorowano przy pomocy
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Varian 9002) z detektorem elektrochemicznym
(HPLC-EC EG&G Princeton Applied Research) jak opisala wcze$niej grupa profesora
Korytowskiego [Korytowski W i wsp., 1999]. Rozdzial prowadzono na kolumnie
0 wymiarach 70 x 4,6 mm ze ztozem oktadecylisilanowym (C18) o $rednicy ziaren 3 um
z faza ruchoma (eluentem) ztozong z 72% metanolu, 11% acetonitrylu, 8% izopropanolu oraz
9% roztworu 1mM NaClO4 w wodzie (v/v). Eluent do rozdziatu filtrowano za pomocg saczka
o $rednicy porow 0,45 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA) oraz argonowano przez
co najmniej 1 h. Predko$¢ przeptywu eluentu wynosita 1 ml/min, a zakres pomiarowy do 100
nA. Po 6 h naswietlania, wigkszo$¢ cholesterolu utlenita si¢ do Sa-OOH, ktory nastgpnie
oczyszczono z pirydyny za pomoca wyparki prézniowej w temp. 40°C. Nastgpnie Sa-OOH
rozpuszczono w fazie do rozdzialu zlozonej z 76% metanolu, 11% acetonitrylu,
7,5% izopropanolu oraz 5,5% wody i rozpoczeto dalsze oczyszczanie za pomoca HPLC
Shimadzu. Do rozdzialu uzyto kolumny potpreparatywnej o dhugosci 250 x 8 mm,
z wypelieniem RP-18 i $rednicy porow 5 pum. Szybko$¢ przeptywu eluentu wynosita
2 ml/min. Zebrany 50-OOH wysuszono pod zredukowanym cisnieniem w temp. 40°C
i rozpuszczono w chloroformie. Nastgpnie roztwor 5a-OOH inkubowano w ciemnosci,
w temp. 45°C przez 6 h do umozliwienia izomeryzacji w 7-OOH. Uzyskany produkt
(7-O0OH) oczyszczono uzywajagc HPLC Shimadzu (76% metanolu, 11% acetonitrylu,
7,5% izopropanolu oraz 5,5% wody; kolumna RP-18 o dtugosci 250 x 8 mm, $rednica poréw
5 um; przeptyw eluentu 2 ml/min). Otrzymang czysta frakcje wysuszono strumieniem azotu

I rozpuszczono w metanolu.
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42 OZNACZENIE STEZENIA 7-OOH - HPLC-EC ORAZ TEST
JODOMETRYCZNY

Do pomiaru st¢zenia wodoronadtlenku cholesterolu uzyto rownoczesnie dwoch metod:
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z elektrodg rtgciowa HPLC-EC [Korytowski W
I wsp., 1999] oraz testu jodometrycznego [Pryor WA i Castle L, 1984].
Do oznaczenia stezenia 7-OOH przy uzyciu HPLC-EC uzyto standardu 7-OOH 0 znanym
stezeniu (10 mM) oraz dwoéch rozcienczen uzyskanego wodoronadtlenku cholesterolu
w duplikacie zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 4.1 ,,.Synteza wodoronadtlenkow
cholesterolu 7-O0OH”. Predkos$¢ przeptywu eluentu wynosita 1 ml/min a zakres pomiarowy
do 100 nA. Do przygotowania krzywej kalibracyjnej przygotowano 5 rozcienczen 7-OOH
w metanolu (2 uM, 4 uM, 6 uM, 8 uM oraz 10 uM), ktore kolejno rozdzielano wstrzykujac
po 10 pl probki (zaczynajac od najnizszego stezenia). Sporzadzono krzywa kalibracyjna
— zalezno$¢ pola powierzchni pod pikiem od st¢zenia 7-OOH w roztworze. Stezenie 7-OOH
uzyskanego w wyniku syntezy obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej.
Test jodometryczny jest metodag absorbcjometryczng polegajaca na utlenieniu jodku potasu
(KI) za pomocg wodoronadtlenkow (réwnanie 1). W wyniku reakcji powstaje wolny jod,
ktory reagujac z nadmiarem jondéw jodkowych daje barwny produkt — jon trojjodkowy
(rownanie 2). Stezenie jondw I3 oznacza si¢ absorpcjometrycznie przy dtugosci fali 353 nm.
Cata reakcje przeprowadzana jest w warunkach beztlenowych.

ROOH +2H* + 21~ > ROH + H,0 + 1, (1)

L +2I" =I5 @)
Uktad pomiarowy sktadat si¢ z dwoch szklanych buteleczek umieszczonych na lodzie.
W pierwszej znajdowato si¢ 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 jako$ci. Nastepnie do buteleczki z woda dodano 0,6 g KI. Do pomiaru stezenia
wodoronadtlenkow uzyto dwoch objetosci roztworu uzyskanego 7-OOH (5 ul i 10 ul), kazda
w tryplikacie. Jako kontroli uzyto 10 pl metanolu. Wszystkie badane probki przed pomiarem
WYSUSZONo za pomocg argonu.
Po rozpuszczeniu w 0,3 ml mieszaniny chloroform/kwas octowy lodowaty do kazdej
dodawano 20 ul roztworu KIl, wytrzgsajac 10 s i inkubowano w RT przez 10 minut.
Wszystkie powyzsze czynnosci wykonywano pod ptaszczem z argonem. Reakcje zakonczono
dodajac do probek 900 ul 0,5% octanu kadmu, ktéry stabilizuje jony jodkowe. Nastepnie

probki wirowano w celu rozdzielenia faz (14000 g, 5 min) a do pomiaru absorbancji zebrano
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jedynie gorng fazg wodng. Absorbancje mierzono wzgledem wody. Do obliczenia stezenia
7-OOH uzyto nastgpujacego wzoru:

A1,1

V-22,5

Cr—oon =

gdzie: A — absorbancja,

V — pierwotna obj¢tos¢ probek ( przed wysuszeniem).

43 HODOWLA KOMORKOWA, STYMULACJA Bu2cAMP | TRAKTOWANIE
7-O0OH

4.3.1 Makrofagi ludzkie THP-1

Ludzkie komorki ostrej biataczki monocytowej, THP-1, hodowano wedlug zalecen ATCC
w temp. 37°C i atmosferze 5% CO;, oraz 90% wilgotnosci. 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 p-merkaptoetanolu,
wzbogacone o 10% surowice bydlecag (FBS). Komoérki byly hodowane w gestosci nie
przekraczajacej 1 x 10° komérek/ml. Medium bylo zmieniane co 2-3 dni a komorki byty
regularnie testowane na obecno$¢ mykoplazmy za pomoca PCR Mycoplasma Test Kit
(Applichem).

W celu przeksztalcenia monocytow w makrofagi, do komoérek dodawano na 72 h PMA
(12-mirystylo-13-octan forbolu) w zakresie stezen od 16 nM do 160 nM. Po tym czasie
medium wymieniono na $wieze, a po kolejnych 24 h komorki inkubowano w medium
zawierajacym lub nie zawierajgcym 0,2 mM dibutyrylo cAMP (Bu2cAMP) w medium
hodowlanym z 1% FBS przez 12 h. Nastgpnie komorki przemyto dwa razy medium
pozbawionym FBS i czerwieni fenolowej i podano mate jednowarstwowe liposomy SUV

(ang. small unilamellar vesicles).

4.3.2 Makrofagi mysie RAW 264.7

Mysia makrofagowa linia komérkowa RAW 264.7 byta hodowana zgodnie z zaleceniami
ATCC w temp. 37°C, atmosferze 5% CO, oraz 90% wilgotno$ci w medium DMEM
z dodatkiem glukozy (4,5 g/l), penicyliny (100 jednostek/ml), streptomycyny (0,1 mg/ml)

oraz 10% FBS. Komorki byly pasazowane przez zeskrobywanie, medium wymieniano
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co 2-3 dni, a komorki byly regularnie testowane na obecno$¢é mykoplazmy za pomoca PCR
Mycoplasma Test Kit (Applichem).

Mysie makrofagi byly hodowane do osiagniecia 70% konfluencji. Nastepnie przez
9-12 h inkubowano je w medium bez surowicy zawierajagcym badz nie zawierajgcym
Bu2cAMP o stezeniu 1 mM. Po stymulacji komorki przemyto dwa razy medium

pozbawionym FBS i czerwieni fenolowej i podano SUV.

4.4 TRANSFEKCJA KOMOREK THP-1

4.4.1 Optymalizacja transfekcji

W celu dobrania optymalnych st¢zen odczynnikéw do transfekcji uzyto dwoch rodzajow
nosnikoéw (lipofektamin): Lipofectamine® RNAIMAX (Invitrogen™) oraz Lipofectamine®
LTX with Plus™ Reagent (Invitrogen™) oraz oligomeru BLOCK-iT™, BLOCK-iT™ jest
znakowanym fluoresceing dwuniciowym dupleksem RNA o tej samej dtugosci, tadunku
I konfiguracji co standardowy SiRNA, a jego sekwencja nie jest homologiczna do zadnego
z poznanych ludzkich genéw. siRNA w wyniku potaczenia si¢ z lipofektaming tworzy
dodatnio natadowane liposomy, ktore ulegaja fuzji z negatywnie natadowanymi komoérkami.
Procedure¢ transfekcji przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta zmieniajac jedynie
stezenia siRNA oraz lipofektaminy.

W ponizszej tabeli (Tabela 1) przedstawiono stgzenia lipofektaminy oraz siRNA uzyte
do optymalizacji transfekcji. Podane ilosci sg ilosciami doawanymi na 1 studzienke phytki

96-otkowe;.

Tabela 1 Skladniki mieszaniny reakcyjnej do optymalizacji transfekcji komérek THP-1 uzytej na 1 studzienke plytki
96-doltkowej.

Warunek 1 Warunek 2 | Warunek 3 Warunek 4

Ilosé Lipofectamine®

RNAIMAX/ Lipofectamine® 0,2 ul 0,3 ul 0,4 pl 0,5 ul
LTX with Plus™ Reagent

Tos¢ uzytego siRNA 5 lub 10 pmol

Koncowa objetos¢ medium 50 lub 100 pl

Oceng wydajnosci transfekcji przeprowadzono uzywajac mikroskopu fluorescencyjnego
Nikon Eclipse TS100 (wzbudzenie 450-490 nm, emisja 520 nm). Na podstawie wizualnej

oceny intensywnos$ci emitowanej fluorescencji proporcjonalnej do wydajnosci transfekcji oraz
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przezywalnosci komorek wybrano poczatkowe warunki transfekcji. W warunkach tych
ponownie przeprowadzono procedure transfekcji, tym razem uzywajac specyficznego wobec
sekwencji transkryptu STARD1 oraz negatywnej kontroli czyli dwuniciowego RNA
z sekwencja nichomologiczng do zadnego z poznanych ludzkich genow scr (ang. scrambled
SIRNA). Po 24 h oraz 48 h od transfekcji, komorki zebrano i analizowano pod katem ekspresji
STARDI (podrozdziat 4.7 ,,Analiza ekspresji biatek — Western Blot™).

4.4.2 Transfekcja

Krotki interferencyjny RNA (siRNA), specyficzny wobec sekwencji transkryptu STARD1,
zakupiono z Santa Cruz Biotechnology. Do transfekcji uzyto Lipofectamine® with Plus™
Reagent o stezeniu 10 ul/ml oraz siRNA (5 pmol na dotek ptytki 96-dotkowej, a 80 pmol na
dotek ptytki 6-dotkowej) rozpuszczonych w medium Opti-MEM® (Gibco®). Komorki
inkubowano w mieszaninie transfekcyjnej przez 6 h. Rownoczesnie w tych samych
warunkach podawano negatywng kontrole transfekcji (Santa Cruz Biotechnology).

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

45 PRZYGOTOWANIE LIPOSOMOW

Mate jednowarstwowe liposomy sktadajace si¢ z POPC/Chol (1:1 molowo), lub
POPC/Chol/7-O0H (2,5:1,5:1 molowo) przygotowano w procesie ekstruzji. Odpowiednie
ilo$¢ lipidow osuszono w szklanych probowkach najpierw strumieniem azotu, stale
je obracajac i uzyskujac tym samym cienkg warstwe filmu lipidowego. Nastepnie lipidy
suszono przy obnizonym ci$nieniu przez NOC uzywajac pompy prozniowej (Vacuubrand
GMBH + Co Kg). Wysuszone lipidy zawieszono w buforze PBS bez jonow Ca** i Mg**
I dodatkowo pozbawionym jonéw zelaza (podrozdziat 4.5.1 ,,Usuwanie jonéw zelaza z buforu
PBS”). Zawiesing intensywnie wytrzasano przez 5 minut po czym 5-krotnie mrozono
w cieklym azocie i rozmrazano w cieptej wodzie (37°C) w celu utworzenia struktur
uporzadkowanych. Uzyskane w ten sposob liposomy wielowarstwowe przeciskano 15 razy
przez membrang o $rednicy poréw 50 nm umieszczong w ekstruderze strzykawkowym

tworzac liposomy jednowarstwowe o wielkosci 50 nm.

45.1 Usuwanie jonow zelaza z buforu PBS

W celu pozbawienia buforu PBS jonoéw zelaza, do butelki z buforem wrzucono wczesniej
przygotowany woreczek dializacyjny z chelexem 100 i inkubowano przez 1 dzien

w temperaturze pokojowej. Nastepnie woreczek dializacyjny wyciaggnieto a roztwdr PBS
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zostal wysterylizowany para wodng pod cisnieniem (121°C, 1 atm., 21 minut) w autoklawie
Panasonic MLS-3781L (Panasonic).

46 PODANIE WODORONADTLENKU TERT-BUTYLU

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

komoérkom w medium bez czerwieni fenolowej 1 FBS.

4.7  ANALIZA EKSPRESJI BIALEK - WESTERN BLOT

Komorki po traktowaniu 7-OOH lub cholesterolem zdrapano do buforu PBS, odwirowano
(2000g, 5 minut) i poddano lizie w buforze RIPA z inhibitorami proteaz. Nastgpnie probki
wirowano (14000g, 10 minut) a supernatant przeniesiono do nowych probowek. Catkowite
biatko w zlizowanych probkach oznaczono stosujac zmodyfikowang metode Lowry’ego
[Lowry OH i wsp., 1951], uzywajac DC Protein Assays Kit (Bio-Rad).

Probki zawierajace wymagang ilo$¢ biatka calkowitego (przewaznie od 20 do 100 pg)
rozcienczono w buforze do probek NuPAGE™ LDS Sample Buffer 4x (Invitrogen™)
dodajac NuPAGE™ Sample Reducing Agent 10X (Invitrogen™), a nastepnie denaturowano
w 75 °C przez 10 minut. Bialtka rozdzielano przez elektroforeze¢ w warunkach redukujacych
SDS-PAGE. W zaleznos$ci od wielkosci badanych biatek uzywano zeli poliakrylamidowych
o odpowiedniej gestosci. Dla biatek o wielkosci do 120 kDA uzyto gotowych zeli Bolt™
4-12% Bis-Tris Plus Gels (Invitrogen™), a rozdzial przeprowadzono w buforze NuPAGE™
MES Running Buffer (Invitrogen™) przy napigciu 165V przez 40 minut. Do biatek powyzej
120 kDA uzyto zeli NuPAGE™ 3-8% Tris-Acetate Protein Gels (Invitrogen™) a rozdziat
przeprowadzono w buforze NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer (Invitrogen™) przy
napieciu 150V przez 60 minut.

Po rozdziale elektroforetycznym biatka przenoszono na membrane z polifluorku winylidenu
PVDF (Millipore) przy uzyciu zestawu do transferu mokrego X-Cell Sure Lock (Invitrogen®)
w buforze do transferu (90 minut, 30V). Po transferze membrane blokowano w temperaturze
pokojowej przez 2 h w buforze blokujacym zawierajacym 5% albuminy bydlecej (BSA).
Btony inkubowano przez noc w temp. 4°C w 5% BSA/TBST zawierajgcym pierwszorzedowe
przeciwciala (Tabela 2).

Nastgpnego dnia membrany przemyto 3 razy po 10 minut TBST i inkubowano
z odpowiednimi drugorzedowymi przeciwcialami sprzezonymi z peroksydaza chrzanowa

w 1% BSA/TBST przez 1 h w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym ptukaniu, btong
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inkubowano z substratem do chemiluminescencji (bufor ECL) i obrazowano przy uzyciu
systemu Fusion Fx (Vilber). Uzyskane wyniki poddano densytometrycznej analizie uzywajac

programu ImageJ.

Tabela 2. Przeciwciala uzyte w do$wiadczeniach.

Nazwa przeciwciala Producent Rozcienczenie

° anty-STARD1 Santa Cruz Biotechnology 1:500
?i anty-STARD4 Santa Cruz Biotechnology 1:500
g anty-CYP27Al1 Abcam 1:1000
% anty-ABCAL Santa Cruz Biotechnology 1:1000
.:';; anty-ABCG1 Santa Cruz Biotechnology 1:1000
% anty-a-TUBULINA Cell Signaling Technology 1:1000
= anty-p-AKTYNA Cell Signaling Technology 1:1000
_g %’ anty-kroélicze Cell Signaling Technology 1:2000
s 3

% g anty- mysie Cell Signaling Technology 1:1000
N

> -‘E anty- kozie Santa Cruz Biotechnology 1:1000
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Tabela 3. Sklad buforéw uzytych do analiz Western Blot.

Nazwa buforu Sklad

RIPA 500 mM Tris

150 mM NacCl,

1 mM EDTA

1 mM EGTA

0,1% SDS

1% Tryton X-100

1% Deoksycholan sodu

pH 7,5

+ inhibitory proteaz (bezposrednio przed uzyciem)
ECL 50 mM Na,HPO,

50 mM Na,CO4

150 mM NacCl

10 mM NaBO3z+4H20

pH 9,5

+ do 10 ml buforu dodanie 25 pl kwas p-kumarynowego (90
mM w DMSO) oraz 60 pl luminolu (250 mM w DMSO) + 5
ul 30% H,0, (bezposrednio przed uzyciem)
Bufor do Transferu Novex® Tris-Glycine Transfer Buffer

20% metanol

TBST 50 mM Tris

150 mM NacCl

0,1% Tween 20

pH 7,4

48 PCRW CZASIE RZECZYWISTYM — REAL-TIME PCR

48.1 1ZOLACJA RNA

Do izolacji RNA stosowano metode Chomczynskiego [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 komorki zlizowano za pomocg odczynnika TRI Reagent®
(Sigma). Jest to mieszanina fenolu, izotiocyjanianu guanidyny i innych zwiazkow, ktore
prowadza do lizy komorek i inaktywacji endogennych RNAz. Probki nastepnie wirowano
w celu pozbycia pozostatosci bton (12000g, 10 minut, 4°C) a supernatanty przeniesiono do
swiezych probowek. Do probek dodano 1-bromo-3-chloropropan (1/10 objetosci uzytego TRI
Reagenta®) 1 15 s wytrzasano. Nastgpnie inkubowano w temperaturze pokojowej przez
8 minut i wirowano (12 000g, 15 minut, 4°C). Po wirowaniu nastgpilo rozdzielenie
sktadnikéw lizatu na trzy warstwy (gorna: RNA, srodkowa: DNA, dolna: biatko). Do dalszej

izolacji bardzo ostroznie zebrano tylko frakcj¢ gorng wodng, w ktorej zatrzymuje si¢ RNA.

~ Strona 53 ~



Nastepnie uzywajac izopropanolu (1/2 objetosci uzytego TRI Reagenta®) wytracono RNA,
po czym oczyszczano przez dwukrotne przemywanie 75% etanolem (taka samg objgtoscia jak
uzyta objetos¢ TRI Reagent®). Po kazdym przemywaniu probki wirowano (12000g, 5 minut,
4°C) i usuwano etanol. Po ostatnim przemyciu, etanol usuni¢to z probowek, a uzyskany,
czysty pelet RNA suszono przez 10 minut na powietrzu. Oczyszczone RNA rozpuszczono
w wodzie wolnej od RNAz, a nast¢pnie poddano analizie iloSciowej i jako$ciowej uzywajac
czytnika ptytek Clariostar (BMG Labtech). W tym celu po 2 ul probki przeniesiono na ptytke
pomiarowg i zmierzono absorbancj¢ przy 230 nm, 260 nm oraz 280 nm. Probe zerowsg
stanowita woda.

Miarg czystosci RNA jest stosunek absorbancja A260/280 (zanieczyszczenie RNA przez
DNA) oraz A260/230 (zanieczyszczenie RNA przez biatka, fenol lub inne organiczne
sktadniki). Przyjmuje sie, ze czyste DNA lub RNA ma A260/280 > 1,8 oraz A260/230 > 1,8.

Dlatego do dalszych analiz brano tylko probki na takim poziomie czystosci.

4.8.2 REAKCJA ODWROTNEJ TRANSKRYPCJI (RT-PCR)

Natychmiast po izolacji, RNA przepisano na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji
(ang. reverse transcription). Enzymem uzytym w reakcji byta odwrotna transkryptaza
SuperScript® IV (Invitrogen™). Jako starterow uzyto Oligo(dT), (EURX).

Mieszaning zawierajgcg 2 ug RNA, 1 ul 50 uM Oligo(dT)20, 1 ul 10 mM deoxynucleotide set
dNTP i uzupetniono do objetosci 10 ul woda wolng od RNAz. Probki inkubowano przez
5 minut w temp. 65°C, a nastgpnie chtodzono je na lodzie przez co najmniej 1 minute.
Nastepnie dodano mieszaning reakcyjng sktadajaca si¢ z 1 ul odwrotnej transkryptazy, buforu
reakcyjnego, 1 ul 100 mM DTT oraz 1 ul inhibitora RNAz (20U/1 ul) i cato$¢ inkubowano
przez 10 minut w 55°C. Reakcje zakoficzono przez 10-minutowa inkubacje w temp. 80°C.
Tak uzyskany cDNA przechowywano w temp. -80°C lub natychmiast poddano tancuchowe;j
reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR) z uzyciem specyficznych

starterOw.

4.8.3 LANCUCHOWA REAKCJA POLIMERAZY W CZASIE RZECZYWISTYM
(REAL-TIME PCR)

Analize namnazania produktow amplifikacji w czasie rzeczywistym dokonano uzywajac
aparatu StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). Jako fluoroforu
uzyto barwnika SybrGreen, ktory wiazac sie do podwdjnej nici DNA daje wzrost

~ Strona 54 ~



intensywnos$ci fluorescencji. W reakcji amplifikacji uzyto polimerazy GoTaq® 2-Step
RT-qPCR (Promega).
Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w Tabeli 4.

Tabela 4. Sklad mieszaniny reakcyjnej uzytej do reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym.

Skladnik Objetos¢ | Stezenie koncowe
cDNA 5ul 2-3 ng/ul
GoTaq® qPCR

Maste(: M(:x, 2X roul 5
Startery (F+R) 1,5 ul 200nM (FiR)
H,O 1l -

Sekwencje starterow uzytych do reakcji sa przedstawiono w tabeli ponizej (Tabela 5). Startery
projektowano przy uzyciu 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 starterow uzytych w reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Tm- temperatura topnienia

Sekwencje starterow (5°— 3°) Dlugo$é m
Gen F: sensowna amplikonuu [pary rcl Numer dostepu
R: antysensowna zasad]
STARDI F: GAACCCCAATGTCAAGGAGA 23 - \IM_00349

R: CAGCCAGCTCGTGAGTAATG

F: TCTGTGCCCTTTGGCTATGG
CYP27Al 95 58 NM_000784
R: TACTTCTGGATCAGCCTTGCG

F: CTAGTCCCGGCAAAAACCCC
ABCA1 253 58 NM_005502
R: GCTGGTCATTAACTGTTTTCCACT

F: ACATGCCTGCAGTGGTGAAA
ABCG1 135 60 NM_207627
R: TGGTGTAGCGCCACAAACAT

F: GGCCACTAGGCGCTCAC
GAPDH 106 58 NM_001289746
R: GCCCAATACGACCAAATCCGT
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Profil temperaturowo- czasowy wygladat nastgpujaco:

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

Krok Liczba cykli Temperatura Czas
Aktywacja polimerazy 1 95°C 5 min
Denaturacja 95°C 15s
Anealling/ wydluzanie 0 56-62°C" 1 min
Dysocjacja 1 60-95°C -

1'W zalezno$ci od uzytego startera. Wartosci temperatury podano w Tabeli 5.
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49 POMIAR WYCHWYTU 7-OOH

Stymulowane Bu2cAMP badz niestymulowane makrofagi zostaty poddane dzialaniu SUV
POPC/Chol/7-O0H ze znakowanym [*C] 7-OOH (0,2 pCi /ml) o poczatkowym stezeniu
7-O0H 50 uM lub 100 uM (5 h). Po inkubacji, komoérki przemyto dwukrotnie buforem PBS,
zeskrobano 1 odwirowano. W celu oceny wychwytu przez mitochondria, z komorek
dodatkowo izolowano mitochondria (podrozdziat 4.14.1 ,lzolacja mitochondriow”).
Radioaktywnos$¢ probek byta analizowana za pomocg zliczania scyntylacyjnego.

Analogicznie postgpowano z komoérkami transfekowanymi, przy czym eksperyment

rozpoczynano 24 h po zakonczeniu transfekcji.

410 OCENA PRZEZYWALNOSCI KOMOREK - TEST MTT

Do analizy przezywalnosci komorek uzyto testu MTT [Mossman T, 1983]. Jest to
kolorymetryczny test mierzacy aktywno$¢ metaboliczng komorki. Polega na przeksztatceniu
pomaranczowej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-
yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy) przez mitochondrialny enzym, dehydrogenaze¢ bursztynianowa,
w nierozpuszczalny w wodzie ciemnoniebieski formazan. Krysztaly formazanu sg nastgpnie
rozpuszczane w mieszaninie DMSO/etanol (1:1 v/v). Powstaje wowczas barwny roztwor,
ktérego intensywno$¢ mierzona jest spektrofotometrycznie w zakresie dlugosci fal
492-570 nm.

Do komorek dodano $wieze medium z MTT (0,5 mg/ml) i inkubowano przez okoto
2 h (od 1 do 4 h)w temp. 37 °C. Po tym czasie medium odessano, a komorki rozpuszczono
w mieszaninie DMSO/etanol i zmierzono absorbancje przy dlugosci fali 560 nm uzywajac
czytnika ptytek Tecan GENios Plus (Tecan).

411 POMIAR MITOCHONDRIALNEGO POTENCJALU BLONOWEGO A¥Ym

Mitochondrialny potencjal blonowy mierzono uzywajac odczynnika JC-1 (Cayman
Chemical). JC-1 jest lipofilowym, kationowym barwnikiem, ktory moze selektywnie
gromadzi¢ si¢ w mitochondriach i odwracalnie zmienia¢ kolor z zielonego na czerwony, gdy
zwigksza si¢ potencjal btony. W zdrowych komodrkach z wysokim mitochondrialnym
potencjalem (AWm), JC-1 spontanicznie tworzy kompleksy znane jako agregaty
J z intensywna fluorescencja przy dtugosci fali 590 nm (fluorescencja w czerwonym zakresie

widma). Z kolei, w apoptotycznych lub niezdrowych komérkach o niskiej wartosci potencjatu
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mitochondrialnego, JC-1 pozostaje w postaci monomerycznej, ktoéra wykazuje tylko
fluorescencje przy dlugosci fali 530 nm (fluorescencja w zielonym zakresie widma).
Stosunek intensywnosci fluorescencji przy 590 nm do fluorescencji przy 530 nm wyznacza

wartos¢ AWm.

4.11.1 Komorki THP-1

Analiza mikroskopowa

Rosngce na szklanych szalkach (Sarstedt), stymulowane (12 h, 0,2 mM Bu2cAMP) komorki
zroznicowanych makrofagow (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz
negatywng kontrol¢ wyciszenia (scr) poddano dziataniu liposoméw POPC/Chol/7-OOH
(50 uM 7-O0H, 75 pM cholesterolu; 4 h), a nastepnie komorki przemyto buforem PBS
I wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 pg/ml, 30 minut). Ponownie przemyto buforem
i analizowano uzywajac mikroskopu Leica TCS SESII z wzbudzeniem 488 nm i emisja
589-677 nm (czerwony) lub 503-565 nm (zielony). Analiz¢ intensywnosci fluorescencji
wykonano uzywajac programu Imagel.

Analiza za pomoca czytnika plytek

Rosnace na ptytce 96-dotkowej makrofagi THP-1 inkubowano (12 h) w medium z 1% FBS
zawierajacym (komorki stymulowane) lub niezawierajacym (komorki niestymulowane)
0,2 mM Bu2cAMP. Po inkubacji, komoérki przez kolejne 5 h traktowano SUV
POPC/Chol/7-O0H, zawierajacych rozne stezenia 7-OOH. Kontrole stanowily komorki
traktowane SUV POPC/Chol z 150 uM cholesterolem. Komorki nastgpnie przemyto buforem
PBS i wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 ug/ml, 30 minut). Ponownie przemyto buforem
i analizowano uzywajac czytnika ptytek fluorescencji BioTek SynergyMX. Ustawienia byty
nastepujace: fluorescencja w czerwonym zakresie widma (wzbudzenie 560 nm, emisja 595
nm); fluorescencja w zielonym zakresie widma (wzbudzenie 485 nm; emisja 535 nm).
Kontrole testu stanowily komorki inkubowane z 50 uM m-chlorofenylohydrazon cyjanku

karbonylu (CCCP) przez 5 minut.

4.11.2 Komoérki RAW 264.7

Analiza mikroskpowa

Rosnace na szklanych szalkach rozdzielone naktadka Flexiperm (Sarstedt) komorki RAW
264.7 inkubowano (9 h) w medium bez FBS zawierajagcym (komorki stymulowane) lub
niezawierajacym (komorki niestymulowane) 1 mM Bu2cAMP. Po tym czasie komorki
poddano dziataniu SUV POPC/Chol/7-OOH (50 uM 7-O0OH, 75 uM cholesterol; 4 h).
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Komorki kontrolne traktowano SUV POPC/Chol z 150 uM cholesterolu. Komorki nastgpnie
przemyto buforem PBS i wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 pg/ml, 30 minut). Ponownie
przemyto buforem i analizowano uzywajac mikroskopu Leica TCS SESII z wzbudzeniem 488
nm oraz emisjg 515-555 nm (zielony) lub 590-707 nm (czerwony). Identycznie postgpowano
z komoérkami niestymulowanymi.

Analiza za pomocg czytnika plytek

Rosngce na ptytce 96-dotkowej komorki RAW 264.7 inkubowano (9 h) w medium bez FBS
zawierajagcym (komorki stymulowane) lub niezawierajagcym (komorki niestymulowane) 1 mM
Bu2cAMP. Po inkubacji komorki na kolejne 5 h poddano dziataniu SUV POPC/Chol/7-OOH
zawierajacych rozne stezenia 7-OOH. Kontrole stanowity komorki traktowane SUV
POPC/Chol z 150 upM cholesterolem. Komorki nastepnie przemyto buforem PBS
I wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 pg/ml, 30 minut). Ponownie przemyto buforem
I analizowano przy uzyciu czytnika ptytek fluorescencji BioTek SynergyMX. Ustawienia
czytnika byty nastepujace: fluorescencja w czerwonym zakresie widma (wzbudzenie 560 nm,
emisja 595 nm); fluorescencja w zielonym zakresie widma (wzbudzenie 485 nm; emisja
535 nm). Kontrole testu stanowily komoérki inkubowane z 50 pM m-Chlorofenylohydrazon
cyjanku karbonylu (CCCP) — inhibitorem fosforylacji oksydacyjnej przez 5 minut.

4.12 POMIAR KOMORKOWEJ PEROKSYDACJI LIPIDOW

Peroksydacje lipidow mierzono uzywajac barwnika C11-BODIPY*®***! [Drummen GPC
i wsp., 2002]. Jest to fluoroscencyjna sonda — analog kwasu thuszczowego — o wlasciwo$ciach
fluorescencyjnych w czerwonym zakresie widma widzialnego (maksymalna emisja 595 nm),
umozliwiajacym jej zastosowanie w mikroskopii fluorescencyjnej. Jest lipofilna, bardzo tatwo
przenika do bton i nawet po utlenieniu pozostaje w nich. Maksimum emisji formy utlenionej
przesuwa si¢ w stron¢ fal krotszych — 520 nm, co umozliwia ilorazowe okreslenie stopnia
peroksydacji (stosunek intensywnos$ci emisji przy 520 nm do emisji przy 595 nm. Do analizy

intensywnos$ci fluorescencji uzyto programu ImageJ.

4.12.1 Komorki THP-1

Rosnace na szklanych szalkach (Sarstedt), stymulowane (12 h, 0,2 mM Bu2cAMP) komorki
zroznicowanych makrofagow (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz
negatywng kontrolg wyciszenia (scr) przeptukano dwukrotnie medium bez FBS i czerwieni

fenolowej i nastepnie wybarwiono 30 minut 2 pM C11-BODIPY*®**! w temp. 37 °C
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w medium bez surowicy i czerwieni fenolowej. Nastepnie komorki przeptukano i poddano
dziataniu SUV POPC/Chol/7-OOH (50 uM 7-O0OH, 75 uM cholesterol) w medium
pozbawionym FBS i czerwieni fenolowej. Komoérki kontrolne traktowano SUV z samym
cholesterolem (stezenie 150 pM). Po uplywie 4 h komorki analizowano za pomocg
mikroskopu fluorescencyjnego Leica TCS SESII z wzbudzeniem 488 nm i emisjg 607-680

nm lub 500-585 nm do obserwacji nieutlenionej i utlenionej sondy, odpowiednio.

4.12.2 Komoérki RAW 264.7

Komoérki hodowane na szklanych szalkach rozdzielone nakladka FlexiPERM (Sarstedt)
stymulowano przez 9 h 1 mM Bu2cAMP. Komorki nastepnie dwukrotnie przeptukano
medium bez FBS i czerwieni fenolowej i inkubowano je z 2 uM C11-BODIPY®#** przez
30 minut w temp. 37 °C w medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Niestymulowane komorki
traktowano rownolegle. Nastgpnie wszystkie komorki inkubowano z liposomami
POPC/Chol/7-O0H zawierajagcymi 25 uM 7-O0H (4 h) lub liposomami POPC/Chol/7-OOH
zawierajacymi 50 uM 7-OOH (2,5 h). Komorki kontrolne traktowano SUV POPC/Chol
(75 uM cholesterol). Po tym czasie komorki analizowano za pomoca konfokalnej mikroskopii
fluorescencyjnej, stosujgc mikroskop Leica TCS SESII z wzbudzeniem 488 nm i emisja
607-680 nm lub 500-585 nm do obserwacji nieutlenionej i utlenionej sondy, odpowiednio.

4.12.3 Analiza mitochondrialnej lokalizacji

W celu okreslenia czy uszkodzenia maja miejsce w mitochondriach, stymulowane oraz
niestymulowane komoérki poddane dziataniu 7-OOH wybarwiono dodatkowo barwnikiem
Mitotracker® Deep Red FM.

Komorki RAW 264.7 hodowane na szklanych szalkach rozdzielone naktadka FlexiPERM
(Sarstedt) stymulowano przez 9 h 1 mM Bu2cAMP. Komorki nastgpnie dwukrotnie
przeptukano medium bez FBS i czerwieni fenolowej, a nastgpnie inkubowano je z 2 uM
C11-BODIPY®# graz 500 nM MitoTracker® Deep Red FM przez 30 minut w temp. 37 °C
w medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Nastepnie wszystkie komorki inkubowano
z liposomami POPC/Chol/7-O0OH z 50 uM 7-OOH przez 2,5 h. Po tym czasie komorki
analizowano za pomoca konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej, stosujac mikroskop Leica
TCS SESII wzbudzeniem 488 nm i 633 nm oraz emisja 493-580 nm (utleniony
BODIPY®8Y*%) 585625 nm (nieutleniony BODIPY®®**! ) Jub 656-777 nm (Mitotracker®
Deep Red FM).
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4.13 PODANIE OKSYSTEROLI

Zroznicowane komorki THP-1 rosnace na ptytkach 48- dotkowych stymulowano przez
12 h 0,2 mM Bu2cAMP, a nast¢pnie przemyto medium bez FBS i czerwieni fenolowej.
7-O0H oraz 7=0 rozpuszczono w etanolu i podano do komorek w medium bez FBS
i czerwieni fenolowej w zakresie stezen od 0 do 100 uM, tak aby stezenie etanolu w medium
nie przekraczato 1%o.. Kontrolg stanowito medium z najwyzszym stgzeniem etanolu (1%o).

Po 24 h inkubacji, przezywalno$¢ komorek zostata zmierzona za pomoca testu MTT.

4.14 POMIAR AKTYWNOSCI CYP27A1

4.14.1 1ZOLACJA MITOCHONDRIOW

Makrofagi THP-1 rosngce na szalkach (150 mm) stymulowano przez 12 h 0,2 mM
Bu2cAMP, a nastgpnie przemyto medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Przez nastgpne
12 h komorki inkubowano z liposomami POPC/Chol/7-OOH zawierajgcymii 7-OOH
(stezenia 10 1 20 uM) i 30 uM cholesterol lub liposomami POPC/Chol (30 uM cholesterol).
Komorki  przeptukano dwukrotnie zimnym buforem PBS i rozpoczgto izolacje
mitochondriow. W tym celu przygotowano bufor do izolacji mitochondriéw (opisany
ponizej). Komorki zeskrobano do schtodzonego buforu izolacyjnego, a nastgpnie
homogenizowano na lodzie szklanym homogenizatorem 10 razy. Uzyskany homogenat
przeniesiono do 15 ml probéwek wirowniczych i wirowano przez 10 minut 1000g w temp.
4°C w celu pozbycia si¢ frakcji jadrowej i blon komérkowych. Po wirowaniu supernatant
przeniesiono do nowej probéwki i ponownie wirowano przez kolejne 10 minut 1000g w temp.
4°C aby pozby¢ si¢ resztek frakcji jadrowej. Supernatant przeniesiono do 1,5 ml probéwek
typu Eppendorf i wirowano przez 20 minut 13000g w temp. 4°C. Po wirowaniu nadsacz
usunig¢to a uzyskany pelet zawierajacy mitochondria zawieszono w malej objgtosci (okoto

200 pl) buforu do izolacji.

4.14.2 POMIAR AKTYWNOSCI CYP27A1

Badanie aktywno$ci mitochondrialnego CYP27A1 przeprowadzono uzywajac procedury
opisanej przez Souidi i wsp. z modyfikacjami [Souidi M i wsp., 1999; Li X i wsp., 2006].

Uzyskany pelet mitochondriow zawieszono w buforze do izolacji, a nastgpnie zmierzono
stezenie biatka (Bio-Rad). Do pomiaru aktywnosci CYP27A1 uzyto 400 pg biatka.

Mieszanina reakcyjna (500 pl) sktadata si¢ z 40 nmol cholesterolu rozpuszczonego
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w B-cyklodekstranie (45% w wodzie), 0,5 pCi cholesterolu [*“C], 100 mM fosforanu sodu
(pH 7,5), 0,2 mM EDTA, 1 mM DTT, 50 mM izocytrynianu trisodu, i 0,2 jednostek
dehydrogenazy izocytrynianowej. Reakcje rozpoczeto przez dodanie 60 ul 10 mM
B-NADPH, a nastepnie inkubowano w temp. 37 °C przez 90 minut caly czas wytrzasajac
probki (200 rpm). Reakcj¢ zakonczono dodajgc 40 pul 5N NaOH. Jako kontrola postuzyta
probka zastopowana 5N NaOH natychmiast po dodaniu B-NADPH. Po neutralizacji 15 pl
11 N HCI, rozpoczgto ekstrakcje lipidow dodajac 4,3 ml mieszaniny dichlorometan/etanol
(5:1, v/v) i 1,2 ml wody. Probki po traktowaniu mieszaning, energicznic wytrzgsano przez
5 minut, a nastepnie wirowano przez 5 minut przy 5500g w temp. 4°C. Za pomocg strzykawki
Hamiltona zebrano dolng faz¢ organiczng, ktdérag wysuszono strumieniem azotu, a nastgpnie
rozpuszczono w 100 ul octanu etylu.

Uzyskane w ten sposob probki byly poddane dalszej analizie HPTLC-PI [Korytowski W
I wsp., 1999]. Probki wraz ze standardem (10 pg 27-hydroksycholesterol) naniesiono
w strumieniu azotu na ptytke do chromatografii cienkowarstwowej z zelem krzemionkowym
silica gel-60 HPTLC 10 cm x 10 cm (EM Science) za pomocg aplikatora Linomat-1VV (Camag
Scientific, Ing.) z predkoscig 150 nl/s. Fazg ruchomag podczas rozdzialu byla mieszanina
heksan/octan etylu (1:1, v/v). Po rozdziale ptytk¢ doktadnie wysuszono, zawinigto
w przezroczysta folie 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 uzywajgc programu

ImageJ.

Tabela 7. Bufory uzyte w badaniu

Nazwa buforu Sklad
Bufor do izolacji 0,32 M sacharoza
mitochondriow 1mM EDTA
10 mM Tris-HCI
pH 7,8

4.15 POMIAR PRODUKCJI 27-HYDROKSYCHOLESTEROLU

Zroéznicowane komorki THP-1 rosngce na szalkach (35 mm) byly stymulowane
0,2 mM Bu2cAMP w medium z 1% FBS przez 12 h. Nast¢pnie do komoérek dodano SUV
POPC/Chol/7-O0OH (7-O0OH st¢zenia 10 uM i 20 uM, cholesterol 30 pM) lub SUV
POPC/Chol (30 uM cholesterol), w medium bez FBS i czerwieni fenolowej.
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Po 10 h inkubacji komorki przemyto medium bez FBS i czerwieni fenolowej, a nastgpnie
inkubowano przez kolejne 12 h z kompleksem cholesterol [C*]/B-cyklodekstran
(1,5 nM B-cyklodekstran, 20 pM cholesterolu oraz 10 pCi/ml cholesterol [C**]). Po inkubacji,
zebrano 1 ml medium znad komorek i zmieszano z 3 ml metanolu oraz 1 ml nasyconego
roztworu KCI, a nastepnic dwukrotnie ekstrahowano 6 ml heksanu. Warstwy organiczne
potaczono, wysuszono pod azotem, i kazda rozpuszczono w 100 pl 5% izopropanolu
w heksanie. Probki o objetosci 20 pl naniesiono w strumieniu azotu z predkoscia 150 nl/s
za pomocg aplikatora Linomat-IV (Camag Scientific, Ing.) na ptytk¢ do chromatografii
cienkowarstwowej z zelem krzemionkowym silica gel-60 HPTLC 10 cm x 10 cm
(EM Science). Probki nastgpnie rozdzielano, stosujac jako faze ruchomg toluen/octan etylu
(2:3, v/v). Po rozdziale ptytke doktadnie wysuszono, zawinigto w przezroczysta folie
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 uzywajac programu Imagel.

4.16 POMIAR EKSPORTU CHOLESTEROLU

Zréznicowane makrofagi THP-1 (30 nM PMA) rosngce na plytkach 12-dotkowych przemyto
medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Nastepnie podano mieszaning skladajaca sie
z 1,5 mM Me-B-CD / 20 uM [*H] cholesterolu (0,4 uCi/ml) w medium bez FBS i czerwieni
fenolowej. Po catonocnej inkubacji komorki przeptukano buforem PBS i albo stymulowano
Bu2cAMP (eksport z udziatem ABCA1), albo T0901317 (eksport z udziatem ABCG1), albo
nie stymulowano, stosujac pozywke RPMI zawierajaca 0,5% BSA. Po catonocnej inkubacji
komorki 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. Komorki
przeptukano buforem PBS, a nast¢pnie natozono na apoA-I (20 ug/ml , eksport z udzialem
ABCA1) lub HDL (50 pg/ml, eksport z udzialem ABCG1l) w medium z 0,5% BSA
i inkubowano przez 6h. Radioaktywnos¢ [*H] cholesterolu w medium zawierajacym apoA-I

lub HDL analizowano za pomocg licznika scyntylacyjnego.

4.17 ANALIZA STATYSTYCZNA

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono W CcO najmniej trzech powtorzeniach.
W przypadku analiz Western Blot w pracy przedstawiono reprezentatywne wyniki.

Na rycinach przedstawiono wartos$ci Srednie = SEM.
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Dla okreslenia istotno$ci statystycznej we wszystkich testach oprocz eksperymentow
z eksportem cholesterolu (5.7.1 "Wptyw 7-OOH na zdolno$¢ eksportu cholesterolu oraz
ekspresje biatek transportujacych cholesterol”) uzyto testu t-Studenta. Do analizy danych
z doswiadczen z eksportem cholesterolu (podrozdziat 5.7.1) zastosowano jednoczynnikowg
analiz¢ wariancji ANOVA (ang. Analysis of Variance), a obliczenia przeprowadzono
uzywajac programu GraphPad Prism 5.0.

Warto$ci p > 0,05 uznano za nieistotne statystycznie.

Dla obliczen wartosci ICys, 1C30, 1Cs0, uzyto programu GraphPad Prism 5.0.
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5 WYNIKI

5.1 WYCISZENIE STARD1 W MAKROFAGACH THP-1

Zroéznicowane roznymi stezeniami PMA (24 — 160 nM) komoérki THP-1 poddano procedurze
transfekcji, uzywajac krotkiego interferencyjnego RNA (siRNA), specyficznego wobec
sekwencji transkryptu STARD1 (kd) oraz negatywnej kontroli (scr).

Na podstawie mikroskopowej oceny wydajnos$ci transfekcji (dane nie pokazane), do dalszych
analiz wybrano komorki transfekowane za pomoca 10 ul/ml Lipofectamine® RNAIMAX lub
10 pl/ml Lipofectamine® LTX with Plus™ Reagent z 10 pmol siRNA w 50 ul medium
(na dotek ptytki 96-dotkowej). Po 24 h oraz 48 h od transfekcji, komoérki zebrano i poddano
analizie Western Blot na ekspresje biatka STARDI1 (Ryc. 1).

LTX RNAIMAX

stezenie PMA

24 nM 64 nM 160 nM 24 nM 64 nM 160 nM
scr kd scr kd scr kd scr kd scr kd scr kd
1,00 2,23 2,89 1.07 2,35 2,44
. - — P STARD1
1,00 0.79 1,00 0.43 1,00 0,37 1.00 0.59 1,00 049 1.00 0,50
a-TUBULINA

Rycina 1. Ekspresja biatka STARD1 24 h po transfekcji siRNA wyciszajacym gen STARD1 w makrofagach THP-1.
Zréznicowane, rosngce na plytce 6-dotkowej komérki THP-1 poddano dzialaniu mieszaniny transfekcyjnej z 10 pl/ml
Lipofectamine LTX with Plus™ Reagent lub 10 ul/ml Lipofectamine RNAIMAX oraz 80 pmol siRNA w medium
Opti-MEM™, Po 6 h inkubacji, medium zamieniono na medium hodowlane z 10% FBS, a nastepnie po kolejnych
24 h komorki dwukrotnie przeplukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano analizie Western Blot na
bialka STARDI1 oraz a-TUBULINA jako kontrola wewnetrzna. Do analizy uzyto 50 pg bialka. Liczby ponizej pasm
oznaczaja densytometrycznie okreslone intensywnosci pasm znormalizowane do a-TUBULINY i wzgledem wartos$ci
w negatywnej kontroli dla kazdego stezenia PMA. Liczby powyzej pasm oznaczaja densytometrycznie okreslone
intensywnos$ci pasm znormalizowane do a-TUBULINY i wzgledem warto$ci negatywnej kontroli LTX zréznicowanej
24 nM PMA. Skréty: LTX — Lipofectamine® LTX with Plus™ Reagent; RNAIMAX — Lipofectamine ® RNAIMAX,
kd — komorki z SiRNA specyficznym wobec sekwencji transkryptu STARD1; scr - negatywna kontrola transfekcji.

Podanie SiRNA zaré6wno za pomoca odczynnika Lipofectamine® RNAIMAX jak
I Lipofectamine® LTX with Plus™ Reagent spowodowato spadek poziomu ekspresji biatka
STARDI. W zalezno$ci od uzytego do roznicowania stgzenia PMA, obnizenie ekspresji

STARD1 wahato si¢ w granicach od 30% do 60% kontroli negatywnej zaré6wno 24 h,
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jak i 48 h po transfekcji (dane nie pokazane). Na podstawie uzyskanych wynikow,
W pozniejszych eksperymentach uzywano Lipofectamine® LTX with Plus™ o stezeniu
10 ul/ml z siRNA (5 pmol na dotek ptytki 96-dotkowej, 80 pmol na dotek ptytki 6-dotkowej)
w medium Opti-MEM®.

52 EKSPRESJA BIALEK SZLAKU TRANSPORTU CHOLESTEROLU
PO ZADZIALANIU Bu2cAMP ORAZ WYCHWYT 7-O0OH - EFEKT STARD1

Ekspresje wybranych biatek szlaku transportu cholesterolu zbadano zarowno w makrofagach
ludzkich THP-1, jak i w mysich RAW 264.7. W obu liniach sprawdzono takze wplyw
STARD1 na wychwyt 7-OOH przez komorki oraz ich mitochondria.

5.2.1 Komorki THP-1

Zroznicowane do makrofagéw komoérki THP-1, po aktywacji Bu2cAMP, zanalizowano pod
katem poziomu kluczowych biatek zaangazowanych w transport cholesterolu: STARDI,
STARD4, CYP27Al1, ABCAL oraz ABCGI1 (Ryc. 2A). Kontrolg wewngtrzng stanowita
B-AKTYNA. Po 12 h inkubacji z 0,2 mM Bu2cAMP poziom biatka STARDI1 zwickszyt si¢
2,5-krotnie, a poziom biatka ABCA1 wzrést 2-krotnie w poréwnaniu do poziomu
kontrolnego. Nie zaobserwowano zmian poziomu biatek ABCG1, CYP27A1 oraz STARD4.
Zbadano roéwniez stopien ekspresji odpowiednich genéw STARDI1, ABCAl, ABCGI,
CYP27A1 oraz GAPDH (gen kontrolny) po stymulacji Bu2cAMP (Ryc. 2B). Podobnie jak
w przypadku poziomu biatka, poziom mRNA STARD1 oraz ABCAL ulegt prawie 2-krotnemu
wzrostowi w poréwnaniu do kontroli. Z kolei poziom genu CYP27Al ulegt niewielkiemu
wzrostowi, a poziom ABCG1 nieznacznie spadt.

Nastepnie zbadano wptyw wyciszenia genu STARD1 na ekspresj¢ innych wybranych biatek.
Jak pokazano na rycinie 3A, wyciszenie STARD1 o 60% w poréwnaniu do kontroli (scr)
spowodowato zmniejszenie indukowanego Bu2cAMP przyrostu ekspresji STARDL przez
Bu2cAMP (zmniejszenie o okoto 70% w stosunku do stymulowanej kontroli).
W kd STARDI nastgpito takze zwigkszenie poziomu ABCAI o ok. 25%. Nie nastgpita
natomiast zadna zmiana w poziomie STARD4 a poziom CYP27A1 ulegt tylko niewielkiemu

wzrostowi (ok. 15%).
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Rycina 2. (A) Ekspresja bialek szlaku transportu cholesterolu: ABCA1, ABCG1, CYP27A1, STARD1, STARD4.
Komorki zréznicowanych makrofagéw (64 nM PMA) rosnace w 70% konfluencji inkubowano przez 12 h z medium
z 1% FBS niezawierajacym (NS) lub zawierajacym (S) 0,2 mM Bu2cAMP. Komérki nastepnie dwukrotnie
przeplukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano analizie Western Blot na bialka ABCA1, ABCG1,
CYP27A1, STARD1, STARD4 oraz p—AKTYNA jako kontrola wewnetrzna. Do analizy uzyto 50 pg biatka. Liczby
ponizej pasm oznaczaja densytometrycznie okreS§lone intensywno$ci pasm znormalizowane do B-AKTYNY
i wzgledem warto$ci w niestymulowanych komérkach. (B) Analiza poziomu mRNA dla ABCA1, ABCG1, CYP27A1
oraz STARD1. Komérki zréznicowanych makrofagow (64 nM PMA) rosnace w 70% konfluencji inkubowano przez
6 h z medium z 1% FBS niezawierajagcym (NS) lub zawierajacym (S) 0,2 mM Bu2cAMP. Komorki nastepnie
dwukrotnie przeplukano buforem PBS i zlizowano uzywajac odczynnika TRIreagent, po czym wyizolowano RNA
zmodyfikowana metoda Chomczynskiego. W reakcji odwrotnej transkrypcji wyizolowane RNA przepisano na cDNA,
ktore nastepnie poddano analizie PCR w czasie rzeczywistym. Jako genu Kontrolnego uzyto GAPDH. WartoSci
pozioméw mRNA sa normalizowane do GAPDH i wzgledem wartosci w niestymulowanych kontrolach. Wartosci
przedstawione w (B) oznaczajg wartosci $rednie z trzech eksperymentéw + SEM (n = 3).

Zbadano réwniez wptyw STARDI na wychwyt cholesterolu i 7-OOH w catych komoérkach
oraz we frakcji mitochondrialnej. Stwierdzono, ze wychwyt 7-OOH (Ryc. 3B) jest

zwigkszony zarowno w catych komorkach, jak i we frakcji mitochondrialnej w poréwnaniu

do niestymulowanej kontroli scr.
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Rycina 3. (A) Ekspresja bialek ABCA1, CYP27A1, STARD1, STARD4 po transfekcji. Komérki zréznicowanych
makrofagow rosnacych w 70% konfluencji poddano transfekcji uzywajac siRNA wyciszajacego gen STARD1 (kd) lub
siRNA nie wyciszajacej zadnego znanego genu (scr). 24 h po transfekcji komorki inkubowano w medium z 1% FBS
niezawierajagcym (NS) lub zawierajacym 0,2 mM Bu2cAMP (S) przez 12 h. Komérki nast¢pnie dwukrotnie
przeptukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano analizie Western Blot na bialka ABCAL,
CYP27A1, STARD1, STARD4 oraz B-AKTYNA jako kontrola wewnetrzna. Do analizy uzyto 50 pg bialka. Liczby
ponizej pasm oznaczaja densytometrycznie okreS§lone intensywno$ci pasm znormalizowane do B-AKTYNY
i wzgledem wartosci w niestymulowanych komoérkach scr. Wychwyt 7-OOH w komérkach (B) oraz we frakcji
mitochondrialnej (C). 24 h po transfekcji, komérki kd oraz scr inkubowano w medium z 1% FBS zawierajacym (S)
badz niezawierajacym (NS) 0,2 mM Bu2cAMP przez 4 h, a nastepnie na kolejne 5 h poddano dzialaniu SUV
z POPC/cholesterolem/[**C]7-OOH (2:1:1 molowo). W tym czasie za pomoca czytnika scyntylacyjnego, mierzona byla
radioaktywno$é¢ zaréwno w calych komérkach (B), jak i we frakcji mitochondrialnej (C) izolowanej przez wirowanie
roznicowe homogenatow komorkowych. Wartosci przedstawione w (B) i (C) oznaczaja S$rednia z trzech
eksperymentow + SEM (n = 3).

We frakcji komorkowej najszybszy wychwyt 7-OOH (Ryc. 3A) zaobserwowano
w komoérkach stymulowanych bez wyciszonego genu STARD1 (S/scr). Z kolei
niestymulowane komorki bez wyciszenia genu (NS/scr), a takze stymulowane z wyciszonym
STARD1 (S/kd) charakteryzowaly si¢ podobna predkoscia ~wychwytu 7-OOH.
Po 5 h inkubacji komorki S/scr wychwycity prawie 2 razy wiccej znakowanego [C**]7-OOH
niz komoérki NS/scr czy S/kd. Podobny trend zaobserwowano we frakcji mitochondrialnej
(Ryc. 3C). W mitochondriach komoérek S/scr wychwyt 7-OOH byt najszybszy
I po 5 h inkubacji niemal 2-krotnie wyzszy niz w mitochondriach komoérek NS/scr i S/kd.
Dodatkowo, zaobserwowano, ze wychwyt 7-OOH w mitochondriach znacznie przewyzszat

wychwyt przez cate komorki (wychwyt nawet do 3 razy wyzszy niz wychwyt w catych
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komorkach w przeliczeniu na jednostke biatka). Poniewaz mitochondria stanowig $rednio
tylko 20-25% masy komodrkowej [Alberts B i wsp. 1994], wynik ten podkresla ich zdolnos¢
do selektywnego importowania 7-OOH (tak jak cholesterolu) przez STARDI.

Wyniki te wyraznie pokazaly, ze STARDI 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 Komorki RAW 264.7

Makrofagi mysie, po traktowaniu Bu2cAMP, zanalizowano pod katem poziomu biatek
STARD1 oraz STARD4 (Ryc. 4A).
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Rycina 4. (A) Ekspresja bialek szlaku transportu cholesterolu: STARD1, STARD4. Komoérki mysich makrofagow
RAW 264.7 rosnace w 70% konfluencji inkubowano przez 12 h w medium bez FBS niezawierajacym (NS) lub
zawierajacym 1 mM Bu2cAMP (S). Komérki nastepnie dwukrotnie przeplukano buforem PBS, zeskrobano do buforu
RIPA i poddano analizie Western Blot na bialka STARD1, STARD4 oraz B—AKTYNA jako kontrola wewnetrzna. Do
analizy uzyto 50 pg bialka. Liczby ponizej pasm oznaczaja densytometrycznie okreslone intensywnosci pasm
znormalizowane do B-AKTYNY i wzgledem warto$ci w niestymulowanych komorkach. (B) Wychwyt 7-OOH we
frakcji mitochondrialnej. 24 h po transfekcji, komérki kd oraz scr inkubowano w medium bez FBS zawierajacym (S)
badz niezawierajagcym (NS) 1 mM Bu2cAMP przez 9 h, a nastepnie na kolejne 5 h poddano dzialaniu SUV z POPC/
Chol/[**C] 7-O0OH (0,8:2:0,2 molowo). W wybranych punktach czasowych komorki byly zbierane, a nastepnie
izolowano z nich mitochondria przez wirowanie réznicowe homogenatéw komorkowych. Nastepnie za pomocg
czytnika scyntylacyjnego zmierzono radioaktywno$é. Wartosci pokazane w (B) oznaczajg $rednig z trzech
eksperymentow + SEM (n = 3). Oznaczenia: o — niestymulowane komoérki typu dzikiego (NS/wt); M- stymulowane
komorki typu dzikiego (S/wt); A - stymulowane kontole transfekcji (S/scr); o - stymulowane komérki z wyciszonym
genem STARD1 (S/kd).

Po 12 h inkubacji z Bu2cAMP zaréwno poziom biatka STARDI, jak i STARD4 wzrost
prawie 2-krotnie w poréwnaniu do poziomu kontrolnego. Temu wzrostowi towarzyszyto

zwigkszenie wychwytu 7-OOH przez mitochondria mysich makrofagow (Ryc. 4B).

~ Strona 69 ~



Stymulowane Bu2cAMP komérki RAW 264.7 znacznie szybciej pobieraty liposomalny [C**]
7-OOH niz komorki niestymulowane, skutkujac prawie 2-krotnym wzrost radioaktywnosci po
6 h inkubacji w stosunku do niestymulowanej kontroli. Z kolei wyciszenie genu STARD1
(S/kd) spowodowato znaczne spowolnienie wychwytu 7-OOH (67% warto$ci w porownaniu
do stymulowanej nietransfekowanej kontroli S/wt), a takze do stymulowanych komorek
z losowym wyciszeniem S/scr). Wyniki te pokazuja, ze STARDI1 moze transportowaé nie

tylko cholesterol do mitochondriéw makrofagéw, ale takze 7-OOH.

PODSUMOWANIE
Wyniki dla obu linii komérkowych wyraznie pokazuja kluczowa role biatkka STARD1

w transporcie 7-wodoronadtlenkéw cholesterolu do mitochondriéw.

53 ROLA STARD1W CYTOTOKSYCZNOSCI 7-OOH

5.3.1 Komorki THP-1

Zbadano wptyw STARDI na cytotoksyczno$¢ 7-OOH. W tym celu zréznicowane komorki
THP-1, stymulowane Bu2cAMP lub niestymulowane, poddano dziataniu liposomow
zawierajacych 7-OOH lub wodoronadtlenku tert-butylu (t-BuOOH) (Ryc. 5).
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Rycina 5. Efekt stymulacji Bu2cAMP (zwigkszonej ekspresji STARD1) na cytotoksyczno§é¢ 7-OOH (A) oraz t-BuOOH
(B) w komoérkach zréznicowanych makrofagéw THP-1. Zréznicowane (160 nM PMA) komorki THP-1 inkubowano
w medium z 1% FBS zawierajacym (e) lub niezawierajacym (o) 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h. Nastepnie komérki
dwukrotnie przeplukano medium bez FBS i czerwieni fenolowej i inkubowano z (A) SUV z POPC/Chol/ 7-OOH
w réznych stezeniach (2,5:1,5:1 molowo) przez 12 h lub z (B) t-BUOOH w roéznych stezeniach przez 8 h. Kontrole
stanowily komorki traktowane SUV z POPC/Chol (A) lub medium bez FBS i czerwieni fenolowej (B). Po wskazanych
czasie testem MTT oznaczono zywotno$¢. WartoSci na wykresach (A) i (B) to Srednie z trzech eksperymentéw + SEM
(n = 3) znormalizowane do kontroli. Oznaczenia: o — niestymulowane komorki THP-1, e — stymulowane komorki
THP-1.
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Po =zadziataniu 7-wodoronadtlenkami cholesterolu, zywotno$¢ ludzkich makrofagow
zmniejszala si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia 7-OOH, osiggajac ok. 60% wartosci kontroli przy
stezeniu 100 pM. Komoérki stymulowane Bu2cAMP, a tym samym z podwyzszonym
poziomem ekspresji STARD1, byly bardziej wrazliwe na dziatanie 7-OOH niz komorki
niestymulowane. Wartos¢ 1C3 wynosi ~18 uM dla komorek stymulowanych i jest okoto
3-krotnie mniejsza niz dla komorek niestymulowanych (IC3 ~ 50 uM). Zachowanie takie
wyraznie kontrastuje z cytotoksycznoscig aktywnego redoksowo t-BuOOH, ktora dla
komorek stymulowanych, jak i niestymulowanych byta bardzo podobna (ICsp w obu
przypadkach ~170 uM).

CAMP wptywa nie tylko na poziom ekspresji STARDI, ale takze na ogromng ilo$¢ procesow
w komorce, a mitochondrialna sygnalizacja CAMP jest nieodzowna cze$cig przekazu sygnatu
cytoplazma-mitochondrium, ktéry utrzymuje homeostaz¢ mitochondrialna, reguluje dynamike
mitochondrialng i moduluje odpowiedz komoérkowa na stres oraz ma wplyw na inne szlaki
sygnatowe [Zhang F i wsp., 2016]. Wszystko powyzsze moze zaburza¢ skutki dziatania
wywotanej stymulacjag Bu2cAMP podwyzszonej ekspresji STARDI.

Zatem, aby catkowicie potwierdzi¢ role STARD1 zbadano dziatanie 7-OOH oraz t-BuOOH
w stymulowanych komoérkach z wyciszonym genem STARDL1 (Ryc. 6).
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Rycina 6. Efekt wyciszenia STARD1 na cytotoksyczno$é 7-OOH (A) lub t-BuOOH (B). Komérki z wyciszonym genem
STARDL (o) i negatywne kontrole wyciszenia (A) stymulowano w medium z 1% FBS oraz 0,2 mM Bu2cAMP przez
12 h. Komorki dwukrotnie przeplukano medium bez FBS i czerwieni fenolowej, a nastepnie inkubowano z (A) SUV
POPC/Chol/7-O0OH w réznych stezeniach (2,5:1,5:1 molowo) przez 12 h lub z (B) t-BuOOH przez 24 h. Kontrole
stanowily komorki traktowane SUV z POPC/Chol (A) lub medium bez FBS i czerwieni fenolowej (B). Po wskazanym
czasie testem MTT oznaczono zywotno$é. Wartosci na wykresach (A) i (B) to §rednia z trzech eksperymentow = SEM
(n = 3) znormalizowane do kontroli. Oznaczenia: A - komérki scr; o - komérki kd.

Cytotoksyczno$¢ 7-OOH w stymulowanych komodrkach z wyciszonym STARD1 byta
znacznie nizsza w poroéwnaniu do kontroli wyciszenia a warto$¢ 1Cy wynosi dla nich

odpowiednio ~100 uM i ~40 pM. Podobnie jak w komorkach typu dzikiego, poziom biatka
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STARDL1 takze nie miat wptywu na cytotoksycznos¢ t-BuOOH. ICsy dla t-BuOOH wynosita
w obu przypadkach (komorki z wyciszonym STARD1 oraz negatywnej kontroli wyciszenia)
~170 uM. Oksydoredukcyjnie aktywny t-BuOOH nie jest strukturalnym ligandem STARD1
[Tsujishita Y i Hurley JH, 2007], a zatem wynik ten potwierdza cytotoksyczny charakter
7-O0H 1 jego transport do mitochondriow makrofagéw mediowany przez STARD1.

5.3.2 Komorki RAW 264.7

Roéwniez w komoérkach RAW 264.7 zostal zbadany wpltyw stymulacji Bu2cAMP na
cytotoksycznos¢ 7-OOH (Ryc. 7).
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Rycina 7. Efekt stymulacji Bu2cAMP (zwigkszonej ekspresji STARD1) na cytotoksycznoesé¢ 7-OOH w komérkach
mysich makrofagow RAW 264.7. Komérki RAW 264.7 inkubowano w medium bez FBS zawierajagcym (o) lub
niezawierajacym (o) 0,5 mM Bu2cAMP przez 9 h. Nastepnie komérki dwukrotnie przeplukano medium bez FBS
i czerwieni fenolowej i inkubowano z SUV z POPC/Chol/ 7-OOH w réznych stezeniach (2,5:1,5:1 molowo) przez 12 h.
Po tym czasie testem MTT oznaczono zywotno$¢é. Kontrole stanowily komorki traktowane SUV z POPC/Chol.
Wartosci na wykresie to Srednie z trzech eksperymentéw + SEM (n = 3) znormalizowane do kontroli . Oznaczenia:
0 - komérki niestymulowane, ® - komoérki stymulowane.

Stymulacja 0,5 mM Bu2cAMP skutkowala podwyzszeniem cytotoksycznosci 7-OOH
w komorkach stymulowanych w poréwnaniu do niestymulowanej kontroli. Zywotno$é
komorek niestymulowanych byla znacznie wyzsza niz stymulowanych (nawet do 60%
wyzsza w komorkach traktowanych SUV z 100 uM 7-O0H). Wartos¢ 1Csp dla komorek
stymulowanych wynosi ~85 puM, a dla komoérek niestymulowanych oszacowano jg na okoto

120 uM.

54 CYTOTOKSYCZNOSC UTLENIONYCH FORM CHOLESTEROLU

Wiele badan wykazato, ze oksysterole takie jak 7=O czy 7-OH wystgpujace w oxLDL
I W zmianach miazdzycowych [Brown AJ i wsp., 1997; Brown AJ i Jessup W, 2009; Shibata

~ Strona 72 ~



N i Glass CK, 2009] maja toksyczny wpltyw na komorki srodbtonka naczyn oraz makrofagi
[Colles SM i wsp., 1996; Poli G i wsp., 2013]. Oboje¢tne redoksowo 7=0 oraz 7-OH powstaja
w komorkach niemal wyltacznie jako produkty przemian 7-OOH w wyniku jego
jednoelektronowej redukcji [Brown AJ i wsp., 1997; Girotti AW, 1998]. Jednakze do tej pory
w komorkach makrofagdéw, toksyczno$¢ tych trzech form utlenionego cholesterolu nie zostata
mig¢dzy sobg porownana.

Do badan cytotoksycznosci uzyto zroznicowanych komorek THP-1 (64 nM PMA).

Pierwotnie 7-OOH oraz 7=0 podawano w liposomach (Ryc. 8). Jednakze, tak podany 7=0
nie byt w ogoéle toksyczny dla komoérek nawet po 24 h inkubacji i w st¢zeniu 200 uM. Takie
stezenie 7=0O znacznie przekracza stg¢zenie wystepujace w warunkach fizjologicznych.
Wowczas okazato si¢, ze zroznicowanie toksyczno$ci oksysteroli w znacznym stopniu
wynikato z odmiennej szybkos$ci pobierania ich przez komoérki. Aby zminimalizowaé ten

efekt jako nosnika utlenionych form cholesterolu uzyto etanolu (Ryc. 9).
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Rycina 8. Cytotoksycznos¢ 7-OH oraz 7-OOH podanych w liposomach w stymulowanych Bu2cAMP makrofagach
THP-1. Po 12 h stymulacji z 0,2 mM Bu2cAMP komorki przemyto medium bez FBS i czerwieni fenolowej,
a nastepnie podano (o) 7-OOH, (e) 7=0 w liposomach w medium bez FBS i czerwieni fenolowej w zakresie stezen
od 0 do 200 puM,. Kontrole 0 stanowitlo medium z liposomami POPC/Chol. Po 24 h inkubacji, Zzywotnos¢ komérek
zostala zmierzona za pomocg testu MTT. Dane pokazane to wartosci Srednie z 1 eksperymentu = SEM (n = 3)
znormalizowane o warto$ci kontroli 0. Skroty: 7-OX — oksysterole. Oznaczenia o - komérki poddane dzialaniu
liposoméw z 7-OOH, e - komérki poddanie dzialaniu liposomow z 7=0.

Poréwnanie w tych warunkach cytotoksycznosci badanych oksysteroli wykazato duza
cytotoksycznos¢ 7-OOH (ICsp ~ 15 uM), znacznie nizszg cytotoksyczno$¢ ketonu
cholesterolu (1Csp ~ 120 uM) i catkowity brak cytotoksycznosci 7-OH (Ryc. 9).
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Rycina 9. Cytotoksycznos¢ utlenionych form cholesterolu. Po 12 h stymulacji z 0,2 mM Bu2cAMP komoérki przemyto
medium bez FBS i czerwieni fenolowej, a nastepnie podano (o) 7-OOH, (A) 7=0 oraz (o) 7-OH rozpuszczone w etanolu
w medium bez FBS i czerwieni fenolowej w zakresie stezen od 0 do 100 uM, tak aby stezenie etanolu w medium nie
przekraczalo 1%o. Kontrole stanowilo medium z najwyzszym stezeniem etanolu (1%o). Po 24 h inkubacji, zywotno$é
komorek zostala zmierzona za pomoca testu MTT. Wartosci pokazuja warto$¢ Srednig z trzech eksperymentéw
+ SEM (n = 3) znormalizowane do kontroli. Oznaczenia: o - komérki poddanie dzialaniu 7-OOH, A - komérki poddane
dzialaniu 7=0, o - komoérki poddane dzialaniu 7-OH.

Wysoka $miertelnos¢ komoérek poddanych dziataniu 7-OOH jest przypisywana jego silnej
aktywnosci oksydoredukcyjnej, a stosunkowo niska toksyczno$¢ 7=0 moze wynikaé
z jakiego$ innego mechanizmu (lub mechanizmoéow) [Shibata N i Glass CK, 2009; Poli G
i wsp., 2013]. Uzyskane wyniki po raz pierwszy wyraznie pokazuja wysoka toksyczno$é
7-O0OH w pordéwnaniu do oksydoredukcyjnych produktéw jego przemiany (7-OH oraz 7=0)

w komorkach makrofagow.

PODSUMOWANIE

Pokazane wyzej wyniki pokazuja wysoka toksycznos$¢ aktywnych redoksowo 7-OOH oraz
niskg toksyczno$¢ redoksowych produktow jego przemiany: 7-OH oraz 7=0. Wyniki
wskazuja bardzo wyraznie role¢ biatka STARDI w szerzeniu toksycznosci

7-wodoronadtlenkow cholesterolu.

55 ROLA 7-O0OH W PROPAGOWANIU PEROKSYDACJI LIPIDOW ORAZ ICH
WPLYW NA MITOCHONDRIALNY POTENCJAL BLONOWY

W kolejnej czesci pracy podjeto probe blizszej charakteryzacji obserwowanych efektow

dziatania 7-OOH.
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5.5.1 Komorki THP-1

Nieprzepuszczalnos¢ btony mitochondrialnej dla kationow jest warunkiem wytwarzania
gradientu protondow po obu jej stronach. Tak wytworzony potencjat elektrochemiczny stanowi
form¢ zachowania energii niezb¢dng dla syntezy ATP. Podczas stresu oksydacyjnego moze
doj$¢ do permeabilizacji blony w wyniku otworzenie specyficznych kanatéw lub poprzez
peroksydacj¢ lipidow [Lenartowicz E i Wudarczyk J, 1997]. Dochodzi woéwczas do spadku
mitochondrialnego potencjatu blonowego (AWp,).

Po analizie mikroskopowej (Ryc. 10A) stwierdzono, ze komorki z wyciszonym STARD1 (kd)
charakteryzowaty si¢ prawie 5-krotnie wyzszym AWm niz negatywne kontrole (scr)
(Ryc. 10 B). Ponadto, mitochondrialny potencjat blonowy malat wraz ze st¢zeniem 7-OOH
(Ryc. 10C). AWm byt nizszy w komorkach stymulowanych Bu2cAMP poddanych dziataniu
7-O0OH niz w niestymulowanych, np. osiagajac ok. 45% wartosci kontroli przy stezeniu
30 uM 7-O0H.
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Rycina 10. Efekt dzialania 7-OOH na mitochondrialny potencjal blonowy makrofagow THP-1. (A) Stymulowane
0,2 MM Bu2cAMP zroéznicowane komérki THP-1 (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz negatywna
kontrole wyciszenia (scr) poddano dzialaniu SUV z 50 uM 7-OOH na 4 h. Po tym czasie komérki przemyto buforem
PBS i barwiono barwnikiem JC-1 (5 pg/ml) przez 30 minut. Ponownie przemyto buforem i analizowano uzywajac
mikroskopu Leica TCS SESII. Skala 50 um. (B) Stosunek intensywnosci fluorescencji: czerwony (~590 nm)/ zielony
(~530 nm) dla komérek barwionych JC-1 znormalizowany do komorek z wyciszonym genem (kd). (C) Stymulowane
(®) i niestymulowane (o) komérki THP-1 inkubowano przez 7 h z SUV POPC/Chol/7-OOH ze wzrastajacymi
stezeniami 7-OOH (do 100 pM). Kontrol¢ 0 stanowily komoérki traktowane SUV POPC/Chol (150 uM cholesterol).
Komoérki nastepnie przeplukano buforem PBS i barwiono przez 30 minut JC-1 (5 pg /ml). Nastepnie ponownie
przemyto i odczytano intensywnos$¢ fluorescencji za pomoca czytnika mikroplytek z detektorem fluorescencji. Dane
pokazano jako stosunki intensywnosci fluorescencji ( 595 nm / 535 nm). Wartosci na wykresach (B) i (C) to wartosci
$rednie z trzech eksperymentéw + SEM (n = 3) znormalizowane do wartosci kontroli scr (B) lub kontroli 0 (C).
**p<0,005. Oznaczenia: @ — stymulowane komérki THP-1, o — niestymulowane komérki THP-1.

Nastepnie, aby okresli¢ czy wywotanemu dziataniem 7-OOH spadkowi wartosci AWm
towarzyszy indukcja wtérnej peroksydacji lipidow, sprawdzono jej poziom za pomoca
molekularnej sondy C11 BODIPY®****! Oprocz 7-wodoronadtlenku cholesterolu, uzyto

réwniez t-BuOOH (Rycina 11). Jak wynika z analizy stosunkow intensywnosci fluorescencji
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(Ryc. 12) wyciszenie genu STARD1 obniza o ok. 30% wtorng peroksydacje wywotang przez
zewngtrzny 7-OOH.
Zgodnie z przewidywaniami niespecyficzny wzgledem STARDI t-BuOOH nie indukowat

zroznicowanej odpowiedzi komorek kontrolnych i transfekowanych (Ryc. 11 i 12).
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Rycina 11. Peroksydacja lipidéw w makrofagach THP-1 poddanych dzialaniu 7-OOH i t-BuOOH. Stymulowane
0,2 mM Bu2cAMP komérki zréznicowanych makrofagow (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz
negatywna kontrole wyciszenia (scr) barwiono 2 uM C11 BODIPY®¥ przez 30 minut. Komérki przeplukano
buforem PBS i inkubowano w medium bez FBS i czerwieni fenolowej zawierajacej SUV POPC/Chol/7-OOH z 50 pM
7-OO0H lub 200 pM t-BuOOH przez 4 h. Komoérki nastepnie analizowano uzywajac mikroskopu Leica TCS SESII.
Skala 50 um.
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Rycina 12. Stosunek intensywnosci fluorescencji (forma utleniona 520 nm /forma nieutleniona 590 nm) dla
makrofagow THP-1 poddanych dzialaniu A) 7-OOH B) t-BuOOH. Stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP komoérki
zréznicowanych makrofagow (64 nM PMA) z wyciszonym genem STARD1 (kd) oraz negatywna kontrole (scr)
barwiono 2 uM C11 BODIPY®¥®! przez 30 minut. Komérki przeplukano buforem PBS i poddano dzialaniu SUV
POPC/Chol/7-O0OH z 50 pM 7-OOH lub 100 uM t-BuOOH na 4 h. Komérki nastepnie analizowano uzywajac
mikroskopu Leica TCS SESII. Intensywno$ci fluorescencji formy utlenionej i nieutlenionej (520 nm/ 590 nm)
zmierzono za pomocg programu ImageJ. Wartosci na wykresie to Srednie z trzech eksperymentéw = SEM (n = 3),
znormalizowane do wartos$ci w komérkach z wyciszonym STARD1 (kd). *p<0,05

5.5.2 Komdrki RAW 264.7

Rowniez w komoérkach mysich makrofagow zbadano wptyw 7-OOH na mitochondrialny
potencjal blonowy (Ryc. 13) oraz na stopien peroksydacji lipidow (Ryc. 141 15).

Jak pokazata analiza stosunkow intensywnos$ci fluorescencji (Ryc. 13B) zadziatanie 7-OOH
na komorki stymulowane Bu2cAMP spowodowato obnizenie AWm 0 ok. 25%. Podobnie jak
dla makrofagdw THP-1 mitochondrialny potencjat blonowy malat wraz ze stgzeniem 7-OOH
(Ryc. 13 C), osiagajac minimalng warto$¢ dla komorek stymulowanych przy 30 uM 7-OOH
oraz dla komoérek niestymulowanych przy 50 uM 7-OOH.

Podj¢to probe korelacji zmian wartos¢ AWm wywotanych dziataniem 7-OOH z zakresem
indukowanej w tych komorkach wtornej peroksydacji lipidow. Podobnie jak dla komorek
THP-1 uzyto fluorescencyjnego identyfikatora peroksydacji lipidow BODIPY %89
(Ryc. 141 15).
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Rycina 13. Skutek dzialania 7-OOH na mitochondrialny potencjal blonowy makrofagow RAW 264.7.
(A) Stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP lub niestymulowane komérki makrofagéow poddano dzialaniu SUV z 50 puM
7-OC0H przez 4 h, a nastepnie komorki przemyto buforem PBS i wybarwiono barwnikiem JC-1 (5 pg/ml). Ponownie
przemyto buforem i analizowano uzywajac mikroskopu Leica TCS SESII. Skala 50 pm. (B) Stosunek intensywnosci
fluorescencji: czerwony(~590 nm) / zielony(~530 nm) dla komérek barwionych JC-1 znormalizowany do wartosci
w niestymulanej kontroli. (C) Stymulowane (e) i niestymulowane (o) komérki RAW 264.7 w 96-dolkowej plytce
inkubowano z SUV POPC/Chol/7-OOH z 7-OOH w wzrastajacych stezeniach do 100 pM przez 5 h. Kontrole
0 stanowily komorki traktowane SUV POPC/Chol (150 uM cholesterol). Komorki nast¢pnie przemyto, traktowano
przez 30 minut JC-1 (5 pg /ml), ponownie przemyto i zbadano za pomoca czytnika mikroplytek z detektorem
fluorescencji. Dane pokazano jako stosunki intensywnosci fluorescencji ( 595 nm / 535 nm). Wartosci na wykresach
(B) i (C) to srednie z trzech eksperymentow = SEM (n = 3), znormalizowane do wartosci niestymulowanej kontroli
(B) lub wartosci kontroli 0 komoérek niestymulowanych (C). Oznaczenia: e — stymulowane komérki RAW 264.7,
o — niestymulowane komoérki RAW 264.7.
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Rycina 14. Peroksydacja lipidow w makrofagach RAW 264.7 poddanych dzialaniu 7-OOH. Stymulowane 0,2 mM
Bu2cAMP komérki makrofagéw (S) lub niestymulowane (NS) barwiono 2 uM C11 BODIPY®8%*! przez 30 minut.
Komoérki przemyto buforem PBS i poddano dzialaniu SUV POPC/Chol/7-O0OH z 25 pM 7-OOH na 4h lub 50 pM
7-O0H na 2,5 h. Po wskazanym czasie komérki badano uzywajac mikroskopu Leica TCS SESII. Skala 50 pm.
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Rycina 15. Stosunek wzglednej intensywnosci fluorescencji (formy utleniona 520 nm/forma nieutleniona 590 nm) dla
makrofagow RAW 264.7 poddanych dzialaniu 25 pM 7a-OOH oraz 50 uM 7-OOH. Stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP
komérki makrofagéw (S) lub niestymulowane (NS) barwiono 2 uM C11 BODIPY®¥®! przez 30 minut. Komoérki
przeptukano buforem PBS i poddano dzialaniu SUV POPC/Chol/7-O0OH z 25 pM 7-OOH na 4 h lub 50 uM 7-OOH
na 2,5 h. Komorki nastepnie analizowano uzywajac mikroskopu Leica TCS SESII. Wzglednie intensywnosci
fluorescencji formy utlenionej i nieutlenionej (520 nm/ 590 nm) zmierzono za pomoca programu ImageJ. Wartosci na
wykresie to Srednie z trzech eksperymentow = SEM (n = 3). *p<0,05; **p<0,01.

Stymulacja rownoznaczna ze zwigkszeniem poziomu STARDI1 powoduje statystycznie
istotne zwigkszenie peroksydacji lipidow w komorkach poddanych dziataniu 7-OOH.
Zgodnie z argumentacja, ze STRADI specyficznie dostarcza 7-OOH do mitochondriow
I wywotuje w tych organellach lokalng peroksydacje¢ lipidow, zbadano komérkowsa lokalizacje
peroksydacji. Jako markera mitochondriéw uzyto barwnika Mitotracker® Deep Red FM.
Analiza podwojnego barwienia (Ryc. 16) wykazala rownomiernie rozproszong peroksydacje
w komorkach niestymulowanych i wyrazng mitochondrialng lokalizacje peroksydacji

w komorkach stymulowanych.
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Rycina 16. Mitochondrialna lokalizacja peroksydacji lipidow w makrofagach RAW 264.7 poddanych dzialaniu
7-OO0H. Stymulowane 9 h 0,5 mM Bu2cAMP komérki makrofagow (S) lub niestymulowane (NS) barwiono 2 uM C11
BODIPYY*! przez 30 minut. Komoérki przemyto buforem PBS i poddano dzialaniu SUV POPC/Chol/7-OOH
z 50 pM 7-OOH na 2,5 h. Po tym czasie komérki barwiono 0,2 mM Mitotracker Deep Red przez 30 minut, nastepnie
przemyto i analizowano uzywajac mikroskopu Leica TCS SESII. Skala 10 pm.

PODSUMOWANIE

Wyniki uzyskane dla obu linii komérkowych sa kolejnym dowodem na to, ze STARD1
odgrywa kluczowa role w transporcie 7-OOH do mitochondriéw. Dodatkowo, wychwycony
przez mitochondria 7-OOH wywoluje wolnorodnikowe uszkodzenia peroksydacyjne,

powodujace depolaryzacje¢ blony i metaboliczne dysfunkcje.

5.6 WPLYW 7-OOH NA AKTYWNOSC CYP27A1 I PRODUKCJE 27-OH

Kolejnym pytaniem bylo: czy 7-OOH importowane do mitochondriow z udziatem STARD1
moze zaburza¢ mitochondrialng kontrole procesow RCT, w szczegdlnosci poziom
generowanego 27-OH. Ten produkowany w mitochondriach oksysterol po przeniesieniu do
jadra komorkowego aktywuje LXR a tym samym RCT. Zbadano zatem wptyw 7-OOH na
aktywno$¢ 27-hydroksylazy sterolowej i catkowitg produkcje 27-OH (Ryc. 17)
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Rycina 17. Wplyw 7-OOH na aktywno§¢ CYP27Al (A) i wydajnosé¢ produkcji 27-hydroksycholesterolu (B).
(A) Zréznicowane (64 nM PMA), stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP makrofagi THP-1 inkubowano z SUV bez 7-OOH
(0 uM) oraz z 20 uMm 7-OOH przez 10 h, a nastgpnie przemyto buforem PBS, zeskrobano i homogenizowano.
Nastepnie poddano procedurze izolacji mitochondriow przez wirowanie roéznicowe. Po oznaczeniu stezenia
mitochondrialnego bialka, frakcje mitochondrialna inkubowano z cholesterolem [*C] w buforze reakcyjnym.
Po 90 min reakcji z uzyskanych proobek ekstrahowano lipidy. Uzyskane lipidy (w tym 27-OH) rozdzielano uzywajac
chromatografii cienkowarstwowej, a 27-OH obrazowano przez analiz¢ wykrywania fosforu (HPTLC-PI).
(B) Stymulowane 0,2 mM Bu2cAMP zréznicowane (64 nM PMA) makrofagi inkubowano z SUV POPC/Chol/7-OOH
zawierajacymi 0, 10 lub 20 pM 7-OOH przez 10 h. Nastepnie przeplukano i inkubowano przez kolejne 12 h
z kompleksem cholesterol [*C]/B-cyklodekstran. Po inkubacji, z medium wyekstrahowano lipidy, a uzyskany
[**C] 27-OH analizowano uiywajac HPTLC-PI. Kaizdy z pokazanych prazkéw reprezentuje 10° komorek.
Wartosci pokazane w (A) i (B) to $rednie z trzech eksperymentéow + SEM (n = 3); * p <0,005 w poréwnaniu z SUV
bez 7-O0H (0 pM).

Analiza aktywnosci CYP27A1 pokazuje ok. 40% spadek aktywnosci w mitochondriach
traktowanych 7-OOH w stosunku do nietraktowanej kontroli. Warto zaznaczyé, ze inkubacja
komorek z 20 uM 7-O0OH nie powodowala znacznego spadku ich przezywalno$ci
(90% komoérek zywych). Spadkowi aktywnosci towarzyszytlo zmniejszenie catkowitej

produkcji 27-OH o ok. 40% przy st¢zeniu 7-OOH wynoszacym 20 uM (Ryc. 17 B).

PODSUMOWANIE
Spadek aktywnosci CYP27A1 i wydajnosci produkcji 27-OH przypisuje si¢ indukowanemu
przez 7-wodoronadtlenki, rodnikowym uszkodzeniom mitochondriow. Moze to prowadzi¢ do

zmniejszenia wydajnosci RCT 1 rozwoju zmian miazdzycowych.

57 WPLYW 7-O0H NA ZDOLNOSC EKSPORTU CHOLESTEROLU ORAZ
EKSPRESJE BIALEK TRANSPORTUJACYCH CHOLESTEROL

Nastepnie sprawdzono jakie sa konsekwencje dzialania 7-OOH na ekspresj¢ wybranych
biatek szlaku transportu cholesterolu (Ryc. 18). Zbadano rowniez poziom mMRNA wybranych

genow (Ryc. 19).
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Rycina 18. Wplyw 7-OOH na ekspresje¢ bialek STARD1, CYP27A1, ABCA1 oraz ABCG1. Komoérki zréznicowanych
makrofagow (64 nM PMA) inkubowano przez 12 h w medium z 1% FBS niezawierajacym (NS) lub zawierajacym
0,2 mM Bu2cAMP (S). Komérki przeptukano dwukrotnie medium bez FBS i czerwieni fenolowej, po czym
inkubowano przez 2,4 i 6 h z SUV POPC/Chol/7-O0H z 100 uM 7-OOH. Komérki po okreslonych czasach inkubacji,
dwukrotnie przeplukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano analizie Western Blot na bialka
STARD1, CYP27Al1, ABCA1, ABCGL1 oraz f—~AKTYNA jako kontrola wewnetrzna. Kontrole zbierano zaraz po
stymulacji Bu2cAMP. Do analizy uzyto 50 pug bialka. Liczby ponizej pasm oznaczaja densytometrycznie okreslone
intensywnosci pasm znormalizowane do B-AKTYNY i wzgledem warto$ci w niestymulowanych komérkach w czasie 0.

STARD1 ABCAL
15

15

1,0 1,0

0,5 05

0,0

Wzgledny poziom mRNA dla STARD1
Wzgledny poziom mRNA dla ABCA1

0 2 4 6 0 2 4 6

Czas [h] Czas [h]
CYP27A1 ABCG1

o

< 15 3 30

° ©

© 3

s 10 20

E £

£ S

2 05 N 1,0

8 g

g S

> z

s 3

2 00 S

g 0 2 2 6 = 0 2 4 6
Czas [h] Czas [h]

Rycina 19. Analiza poziomu mRNA dla STARD1, CYP27A1, ABCAl oraz ABCG1l. Komérki zréznicowanych
makrofagow (64 nM PMA) inkubowano przez 12 h w medium z 1% FBS zawierajacym 0,2 mM Bu2cAMP. Nastepnie
komérki przeplukano dwukrotnie medium bez FBS i czerwieni fenolowej i inkubowano przez 2, 4 i 6 h z SUV
POPC/Chol/7-O0OH z 100 pM 7-OOH. Komérki po okreslonych czasach inkubacji dwukrotnie przeplukano buforem
PBS i zlizowano uzywajac odczynnika TRIreagent, po czym wyizolowano RNA zmodyfikowana metoda
Chomcezynskiego. W reakcji odwrotnej transkrypcji wyizolowane RNA przepisano na cDNA, ktére nastepnie
poddano analizie PCR w czasie rzeczywistym. Jako genu kontrolnego uzyto GAPDH. Warto$ci poziomu mRNA
sa normalizowane do GAPDH i wzgledem wartos$ci w stymulowanych komorkach w czasie 0. Warto$ci przedstawione
na wykresach oznaczaja wartos$¢ Srednia z trzech eksperymentéw + SEM (n = 3).
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Jak pokazano w analizie Western blot poziom bialkka STARDI1 w niestymulowanych
komorkach nie zmienit si¢ znaczaco w czasie 6 h inkubacji z 100 uM 7-OOH, podczas gdy
w stymulowanych komorkach spadt do ok. 50 % poziomu stymulowanej kontroli.
Rownolegla analiza PCR w czasie rzeczywistym komoérek stymulowanych pokazata spadek
poziomu mMRNA do ok. 30% poziomu kontrolnego.

Jak przewidywano, poziom biatka ABCAL rowniez ulegat spadkowi tylko w stymulowanych
komorkach, osiggajac po 6 h ok. 50% jego poziomu kontrolnego. W analizie PCR w czasie
rzeczywistym, pokazanemu spadkowi poziomu biatka towarzyszyl spadek poziomu mRNA
do ok. 25% poziomu kontrolnego. Zmniejszenie ilosci biatka ABCAL1, jak roéwniez mRNA
sugeruje, ze transkrypcja byla ostabiona przez 7-OOH, co jest zgodne z obserwowanym
niedoborem 27-OH (Ryc. 17 B). Mozliwe sa takze oksydacyjne modyfikacje biatka ABCA1
powodujace utratg jego funkcji lub zmniejszenie jego wykrywania przez przeciwciala.
Poziom biatka ABCG1 w stymulowanych komodrkach podczas traktowania 7-OOH spadat
osiggajac po 6 h ok. 30% poziomu kontroli. Jednakze produkcja mRNA pozostawala
na niezmienionym poziomie.

Zaskakujace zdajg si¢ natomiast wyniki dla CYP27A1. W stymulowanych makrofagach, pod
wplywem dziatania 7-OOH dochodzi do prawie 2-krotnego zwigkszenia poziomu biatka
I niewielkiego wzrostu (ok. 25%) poziomu mRNA. Wynik ten nie koreluje z wynikami
produkcji 27-OH. Jednakze, aktywno$¢ CYP27Al poddanej dziataniu 7-OOH ulega
zmniejszeniu (Ryc. 17A). A zatem mozliwa wydaje si¢ by¢ proba kompensowania spadku
aktywnos$ci CYP27A1 przez wzrost ilosci tego biatka w komorce.

Dodatkowo, w celu sprawdzenia czy obnizenie ekspresji ABCAL oraz ABCGL1 przez 7-OOH,
ma wptyw na uposledzenie zwrotnego transportu cholesterolu, zbadano wyrzut cholesterolu

do zewnatrzkomorkowych akceptorow apoA-I oraz HDL (Ryc. 20).
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Rycina 20. Wplyw 7-OOH na eksport cholesterolu do apoA-1 (A) lub HDL (B). Zréznicowane makrofagi THP-1
inkubowano z kompleksem 20 pM [*H] cholesterol / 1,5 mM / L metylo-p-cyklodekstran w medium bez FBS przez
12 h. Komorki przeplukano buforem PBS, a nastepnie inkubowano w medium niezawierajacym (NS) lub
zawierajacym (S) 0,2 mM Bu2cAMP. Po calonocnej inkubacji komorki ponownie przeplukano i poddano dzialaniu
z SUV z POPC/Chol lub POPC/Chol/7-O0OH na 6 h. Poczatkowe stezenie 7-OOH wynosito 20 pM. Natychmiast po
inkubacji, komérki przeptukano i nalozona na (A) apoA-I (20 pg/ml w medium RPMI z 0,5% BSA) lub (B) HDL
(50 pg/ml w medium RPMI z 0,5% BSA). Wyrzut cholesterolu [°H] po 6 h oznaczano przez zliczanie scyntylacyjne.
Dane pokazane w (A) i (B) oznaczaja $rednie z trzech eksperymentow + SEM (n = 3) i przedstawiaja wartosci
procentowe calkowitego komérkowego cholesterolu. * p <0,01.

Analiza zaleznego od ABCA1 eksportu cholesterolu do apoA-I jest pokazana na Ryc. 20A.
Wyplyw znakowanego [°H] cholesterolu po 6 h byt znacznie mniejszy w stymulowanych
komorkach poddanych dziataniu 7-OOH. Zmniejszenia takiego nie zaobserwowano
w niestymulowanych makrofagach.

Oznaczono takze wyptyw cholesterolu z udziatem ABCG1 do HDL (Ryc. 20 B). Wyptyw
znakowanego [*H] cholesterolu do HDL réwniez byt znaczaco obnizony w komorkach
stymulowanych poddanych dziataniu 7-OOH. Pewne zmniejszenie eksportu cholesterolu
zaobserwowano rowniez w niestymulowanych makrofagach traktowanych 7-OOH. Jednak
ten efekt jest duzo mniejszy niz w komorkach stymulowanych.

Obseracja ta dostarcza dodatkowych argumentow przemawiajacych za postulowang przez nas
rola wystepujacego w niewielkich ilosciach w tkankach miazdzycowych 7-OOH i jego

transportu w uposledzeniu RCT w komorkach makrofagow.

PODSUMOWANIE
Powyzsze wyniki jasno wskazujg na destruktywng rolg 7-OOH w procesie zwrotnego
transportu cholesterolu. 7-OOH zaburza zarowno ekspresje¢, jak i aktywnos$¢ biatek szlaku

transportu cholesterolu rzutujgc tym samym na wydajnos¢ RCT.
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W ciggu ostatnich kilku dekad, zrozumienie podstawowych mechanizméw zwigzanych
z miazdzyca znacznie Si¢ poglebito. Obecnie uznaje si¢ iz wazna role na wszystkich etapach
procesu chorobowego odgrywa stan zapalny. Miazdzyca jest chorobag $cisle zwigzang
z dhlugotrwalym stanem zapalnym, ktoéry uwarunkowany jest akumulacjag w obrebie $ciany
naczyn aktywowanych makrofagow bogatych w cholesterol oraz estry cholesterolu.

Regulacja poziomu cholesterolu jest skomplikowanym procesem, obejmujagcym jego
pobieranie z pokarmu, biosynteze, transport, metabolizm, a takze usuwanie. Makrofagi
utrzymuja homeostaze cholesterolu poprzez zrownowazenie proceséw importu i eksportu
cholesterolu. Wewnatrzkomoérkowy transport cholesterolu odbywa si¢ albo poprzez jego
wbudowywanie w btony pecherzykowe (np. lizosomy, endosomy, peroksysomy) [Soccio RE
I Breslow JL, 2004] albo przez wigzanie ze specyficznymi biatkami transportowymi. Do
biatek tych nalezg mato specyficzne biatka SCP-2 i SCP-x [Gallegos AM i wsp., 2001],
a takze odgrywajace kluczowa rolg¢ w transporcie cholesterolu biatka z rodziny StAR [Soccio
RE i Breslow JL, 2003]. Z udziatem cytozolowego biatka STARD4 oraz znajdujacego sig
W zewngtrznej blonie mitochondrialnej, biatka STARDI, cholesterol dostarczany jest do
mitochondriow jako substrat dla CYP27A1, ktora przeksztatca 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 si¢ do jadra komorkowego stymuluje zalezng od LXR transkrypcje
biatek btonowych ABCA1 i ABCG1 [McNeish J i wsp., 2000; Wang X i wsp., 2007; Cavelier
C i wsp., 2006; Zhao Y i wsp., 2010]. Biatka te petnig kluczowg rolg w usuwaniu cholesterolu
do zewnatrzkomorkowych akceptorow: apoA-1 (ABCAL) oraz HDL (ABCG1).

Mechanizm transportu cholesterolu do mitochondriéw makrofagdéw zdaje si¢ by¢ podobny do
mechanizmu w komorkach steroidogennych [Borthwick F i wsp., 2009; Allen AM i wsp.
2013]. Wiadomo, np. ze w komoérkach Leidiga MA-10, po stymulacji gonadotroping
kosméwkowa lub CAMP, nastgpuje wzrost ekspresji sieci bialek odpowiedzialnych za
steroidogeneze [Stocco DM i Kilgore MW, 1988]. Biatka te obejmuja enzym CYP11Al
w btonie wewngtrznej mitochondriow, STARD1 w blonie zewnetrznej i co najmniej jeden
cytoplazmatyczny homolog, STARD4 lub STARDS. Zgodnie z ogélno przyjetym pogladem,
biatka StAR wspoéldziataja w dostarczaniu cholesterolu do wewngtrznej blony
mitochondrialnej, gdzie nastgpuje katalizowane przez CYP11A1 tworzenie pregnenolonu,
pierwszy etap biosyntezy hormonéw steroidowych [Stocco DM i Kilgore MW, 1988; Soccio
RE i Breslow JL, 2003; Miller WL, 2007]. Réwniez Korytowski i wsp. [Korytowski W i wsp.
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2013] pokazali, ze stymulowane Bu2cAMP komodrki MA-10 maja zwigkszony poziom biatek
STARD1 i STARD4 w poréwnaniu do niestymulowanej kontroli. W wyniku stymulacji
Bu2cAMP komorki MA-10 znaczaco zwigkszaty szybkos¢ 1 poziom wbudowywania 7-OOH
do mitochondriéw. Skutkowato to utratg potencjatu btonowego (A¥m) oraz utratg zdolnosSci
do syntezy progesteronu. Ponadto 7-OOH byl znacznie bardziej toksyczny dla komoérek
stymulowanych i powodowal w nich $mieré¢ apoptoczng w odréznieniu od komorek
niestymulowanych, ktore ulegaty nekrozie. Co wazne, wodoronadtlenek tert-butylu, ktory nie
jest ligandem biatka StAR, byt tak samo toksyczny zarowno dla komorek stymulowanych
I niestymulowanych. Te odkrycia przemawiaja za hipoteza, ze podobnie jak cholesterol,
7-O0H moga by¢ transportowane do mitochondridow, ktérych moga wywoltywac¢ uszkodzenia
wolnorodnikowe.

W niniejszej pracy opisano podobny mechanizm uszkodzen oksydacyjnych skierowanych na
mitochondria. Zaréwno w przypadku mysich RAW 264.7, jak i ludzkich makrofagow THP-1,
po stymulacji Bu2ZcCAMP nastepowata zwickszona ekspresja biatka STARDL, a w przypadku
RAW 264.7 roéwniez STARD4 (Ryc. 2A, 4A). W obu liniach zaobserwowano zwigkszony
wychwyt tak cholesterolu, jak i 7-OOH w komorkach stymulowanych Bu2cAMP. Wydaje
sig, ze wychwyt ten jest zalezny od stopnia ekspresji biatka STARDI. Role STARDI
w makrofagowym transporcie cholesterolu oraz jego 7-wodoronadtlenkow (7-OOH)
potwierdzaja eksperymenty na komorkach z wyciszonym STARDI1 (Ryc. 3B, 4B). Chociaz
7-O0OH sg bardziej polarne niz cholesterol, zachowuja wigkszo$¢ jego wiasciwosci
amfifilowych, a mianowicie t¢ samg hydrofobowg czgs¢ "ogonowa" 1 sztywng "hydrofilowa"
cze$¢ czolowa, w ktoérej grupa hydroperoksylowa z pierscieniem B jest wzglednie blisko
grupy hydroksylowej z pierscieniem A. W oparciu o te rozwazania, nie bytoby zaskakujace,
ze cholesterol 1 7-OOH stosuja te samg kieszen wigzaca W STARD1 z podobng orientacja ich
grup hydrofobowych i hydrofilowych.

Stymulacja Bu2cAMP powoduje takze zwigkszenie ekspresji STARD4 w makrofagach
mysich. Efektu tego nie zaobserwowano w ludzkich makrofagach THP-1. Jednakze, komorki
THP-1 w odroznieniu od RAW 264.7 charakteryzuja si¢ stosunkowo wysoka konstytutywna
ekspresja STARD4 [dane z proteinatlas.org]. By¢ moze ten wysoki poziom ekspresji
STARD4 w komoérkach THP-1 byl wystarczajacy dla obstuzenia zwigkszonego na skutek
stymulacji transportu steroli. Inaczej sytuacja przedstawia si¢ w komorkach RAW 264.7,
gdzie ekspresja konstytutywna jest niewystarczajgca i musi zosta¢ podniesiona, np. przez

stymulacje Bu2cAMP.
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Cho¢ w pracy nie podjeto proby oceny udziatu STARD4 przez jego wyciszenie,
to wczesniejsze badania wykazaty, ze rekombinowane biatko STARD4 transportuje 7-OOH
z liposoméw do izolowanych mitochondriow, powodujac uszkodzenia peroksydacyjne
i depolaryzacje btony [Korytowski W i wsp., 2010]. Udowodniono takze, ze STARD4 jest
catkowicie specyficzny dla 7-OOH (nie transportuje PIOOH) [Korytowski W i wsp., 2010].
Tak wigc w niniejszym badaniu zaobserwowano zalezny od STARD1 wychwyt 7-OOH przez
mitochondria stymulowanych makrofagow THP-1 i RAW 264.7. Ten zwigkszony
mitochondrialny wychwyt 7-OOH spowodowat wolnorodnikowe konsekwencje: (1) wzrost
peroksydacji lipidow oraz (2) indukcj¢ depolaryzacji btony mitochondrialnej w komoérkach
stymulowanych w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (Ryc. 10-15). To szkodliwe dziatanie
ulegto zmniejszeniu po wyciszeniu STARD1. Stanowi to dodatkowy dowdd na udzial biatka
w transporcie 7-OOH. Dodatkowych argumentow przemawiajacych za specyficznym
oddziatywaniem miedzy biatkiem StAR i 7-OOH przyniosto badanie cytotoksycznos$ci
t-BuOOH w komorkach o zroznicowanej ekspresji STARD1 (Ryc. 5B i 6B). t-BuOOH
dyfundujacy w komoérkach w sposob niezalezny od biatek StAR powodowal podobne skutki
niezaleznie od ekspresji biatka STARDI.

Jedna z najistotniejszych, zaobserwowanych w prezentowanych badaniach konsekwencji
przeniesienia 7-OOH przez STARD1 do mitochondriow jest spadek aktywnosci CYP27A1
i towarzyszacy mu spadek produkcji 27-OH (Ryc. 17). Spadek aktywno$ci byt zalezny
zarowno od czasu ekspozycji, jak i stezenia 7-wodoronadtlenkow. Obnizeniu wydajnosci
produkcji 27-OH towarzyszyta zmniejszona ekspresja ABCALl i ABCG1 (Ryc. 18). Nie jest
to wynik zaskakujacy, gdyz jak wiadomo, 27-OH jest naturalnym agonista LXR, ktory
stymuluje transkrypcje ABCA1 i ABCG1. Zmniejszona produkcja 27-OH i ekspresja ABCA1
po ekspozycji na 7-OOH, najprawdopodobniej wyjasnia uposledzenie wezesnego stadium
RCT tych komorek, to jest zmniejszong zdolnos¢ do eksportu cholesterolu do apoA-I (Ryc.
20 A). Z kolei zmniejszony eksport cholesterolu do HDL (Ryc. 20 B), przypisuje si¢
obnizeniu poziomu ABCG1 (Ryc. 18).

Taylor i wsp. pokazali, ze nadekspresja STARD1 w makrofagach zwigksza dostarczanie
cholesterolu do 27-hydroksylazy sterolowej (CYP27A1) [Taylor JM i wsp., 2010], a wigc
analogicznie zmniejszenie ekspresji STARDI1 powinno spowodowaé zakldcenie transportu
cholesterolu do wewnetrznej btony mitochondrialnej, gdzie znajduje si¢ CYP27A1. Zatem
brak substratu (cholesterolu) dostarczanego przez STARDI1 moze by¢ kolejna przyczyna
zmniejszenia produkcji 27-oksysterolu i nawet zwickszona ekspresja CYP27A1 (Ryc. 18), nie

byla w stanie zrekompensowa¢ zmniejszonej produkcji 27-OH. Takie wytlumaczenie
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mogltoby wyjasni¢ zmniejszong produkcje 27-OH. Jednakze badanie aktywnos$ci odbywalo sie
na izolowanych mitochondriach, a dostarczany z zewnatrz substrat nie stanowit ograniczenia.
Co za tym idzie, przyczyng zmniejszonej aktywnosci CYP27A1 mogto by¢ jego oksydacyjne
uszkodzenie.

Ponadto, wydtuzona ekspozycja na 7-OOH skutkowata znaczacym obnizeniem poziomu
biatka STARDI (Ryc. 18). Obnizenie ekspresji STARD1 zostato rowniez zaobserwowane
przez Borthwick F i wsp. w przetadowanych cholesterolem makrofagach traktowanych
acLDL lub oxLDL [Borthwick F i wsp., 2009]. Autorzy ttumacza, ze spadek ekspresji moze
mogltby stuzy¢é zapobieganiu cytotoksyczno$ci spowodowanej nagromadzeniem  si¢
cholesterolu w komorce. Podobne objasnienie mozna by zastosowa¢ do obserwowanego przez
nas stopniowego spadku ekspresji STARD1, w wyniku ekspozycji na 7-OOH.

Wigkszos¢ badan dotyczacych roli oksysteroli w miazdzycy koncentruje si¢ glownie na
najliczniej wystgpujacych w blaszce miazdzycowej, 7=O oraz 27-OH, ktoére moga one
indukowac apoptoze w fibroblastach, komorkach $rodbtonka 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 poswigca si¢ oksysterolom bedagcym wtornymi produktami wolnorodnikowego
utlenienia cholesterolu (7-OH oraz 7=0). Wystgpuja one w ptytkach miazdzycowych
W znacznie wigkszych ilo$ciach niz 7-OOH [Brown AJ i Jessup W, 2009; Shibata N i Glass
CK, 2010; Poli G i wsp. 2013]. Jednakze, przewaga ta spowodowana jest przede wszystkim
krotkim czasem zycia 7-OOH i ich przeksztalceniu do 7=O i 7-OH na drodze
jednoelektronowej redukcji. Tak wiec, powstajace w wyniku wolnorodnikowych reakcji
7-O0H [Brown AJ i Jessup W, 2009; Girrotti AW, 1998] sg gtownymi zrodtami 7=0 i 7-OH.
W niniejszej pracy przeprowadzono analize pordéwnawczg cytotoksycznosci 7-OH, 7=0 oraz
7-O0H. Podane w etanolu 7-OOH okazaty si¢ by¢ znacznie bardziej cytotoksyczne niz 7=0
(wartos¢ ICsg 7.00n WYyniosta ok. 15 uM, a waro$é 1Csg 7.o4 wyniosta ok. 120 uM). Z kolei
7-OH praktycznie nie wykazal toksycznosci. Dla ujednolicenia tempa dostarczenia
poszczegdlnych oksysteroli do komodrek, podawano je w etanolu, a nie jak zazwyczaj
w postaci lizosomalnej. Podanie 7-OOH w liposomach skutkowato zmniejszeniem
cytotoksycznosci 7-OOH (wartos¢ ICsp 7004 wyniosta ok. 100 pM). Znacznie mnigj
hydrofilowy 7=0 byt nietoksyczny nawet w stezeniu 200 uM. Jest to stezenie znacznie
przewyzszajace fizjologiczne. Nawet w zaawansowanych zmianach miazdzycowych 7=0

wystepuje w ilosciach nanomolarnych (250 nmol na 1 mg mokrej tkanki) [Garcia-Cruset S
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I wsp., 2009], a w krwi zdrowych pacjentéw stezenia 7-ketocholesterolu wynosza okoto
20 - 400 nM [Matysik S i wsp., 2012].

W pracy po raz pierwszy porownano wplyw tych trzech form utlenionego cholesterolu na
komorki makrofagéw. Wczesniej badano cytotoksycznos¢ redoksowo nicaktywnych
oksysteroli (7=0, 7-OH i 27-OH), ktore byly podawane w rozpuszczalnikach organicznych
(etanol i izopropanol) do innych typéw komorek, np. fibroblastow, komorek srodblonka oraz
migsni gladkich [Smith LL i Johnson BH, 1989; Hughes H i wsp., 1994; Colles SM i wsp.,
1996]. Zwiazki te mialy dziatanie cytotoksyczne w bardzo wysokich, niefizjologicznych
stezeniach. Cytotoksycznos¢ 7-OOH (7B8-OO0H) byta sprawdzana tylko w pracy Colles SM
i wsp. [Colles SM i wsp., 1996]. Autorzy wykazali obecnos¢ 78-OOH w utlenionych LDL
oraz sprawdzili i poréwnali toksycznos¢ roéznych oksysteroli, w tym 73-OOH, w ludzkich
fibroblastach. Colles SM i wsp. pokazali, ze 78-OOH jest znacznie bardziej toksyczny dla
ludzkich fibroblastow niz 7=0, 7B-OH, 5-O-6. Dodatkowo, stwierdzili, ze 78-OOH jest
najprawdopodobniej odpowiedzialny za dobrze znang toksyczno$¢ oxLDL wobec réznych
typow komorek innych niz makrofagi.

W niniejszej pracy zaproponowano nowy model przedstawiajacy jak wczesne stadium
uszkodzenia oksydacyjnego makrofagdw moze uposledzi¢ zwrotny transport cholesterolu,
a tym samym sprzyja¢ powstawaniu komorek piankowatych i rozwojowi miazdzycy. 7-OOH
moga niepostrzezenie dosta¢ si¢ do mitochondridéw za posrednictwem naturalnego szlaku
przemiany materii, ktory normalnie dostarcza cholesterol. Poniewaz 7-OOH sg strukturalnie
podobne do cholesterolu, moga zosta¢ rozpoznane przez biatka StAR, a nastgpnie

transportowane do mitochondriow podobnie jak cholesterol (Ryc. 21).
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Rycina 21. Schemat transportu cholesterolu oraz wodoronadtlenkéw cholesterolu w komérce. Skréty: BK — blona
komorkowa; ER — retikulum endoplazmatyczne; Chol — cholesterol; ChOOH — wodoronadtlenki cholesterolu;
27-OH - 27-hydroksycholesterol; ChOX — oksysterole.

Przedstawiony w pracy model zaktada, ze metabolicznie znaczace ilosci 7-OOH znajduja sig
w oxLDL, z ktérych przedostajg si¢ do komodrek makrofagéw. Wigkszos¢ 7-OOH
powstawataby na drodze wolnorodnikowego utlenienia LDL w przestrzeni pod $rodbtonkiem.
Towarzyszacy importowi cholesterolu nikly strumien 7-OOH powodowatby powolne, lecz
nieodwracalne uszkodzenia RCT, objawiajace si¢ gromadzeniem oksysteroli w ciele komoérek
makrofagowych, prowadzac do powstawania komorek piankowatych. Obecne w komorkach
makrofagéw 7-OOH bylyby przeksztatcane w 7-OH oraz 7=0. Wszystkie te 7-tlenki, w tym
te powstale podczas hydrolizy utlenionych estrow cholesterolu, moga zosta¢ rozpoznane
przez biatka StAR, a nastgpnie przetransportowane do przedzialow wewnatrzkomorkowych,
w tym mitochondridw. Jednakze, tylko 7-OOH zdolne s3 do redoksowych uszkodzen
mitochondriow, ktore zostaty zaobserwowane w tej pracy. 7-OOH poprzez peroksydacyjne
uszkodzenia mitochondridw, powoduja zmniejszenie produkcji 27-OH skutkujace redukcja
ekspresji ABCAL i ABCG1, a tym samym uposledzenie zwrotnego transportu cholesterolu.
Jest to nowe mechanistyczne spojrzenie na powstawanie miazdzycy, wymagajace jednakze
dalszych badan zarowno w uktadach in vitro, jak i in vivo.

W jaki sposob makrofagi sg w stanie przeciwdziata¢ stresowi indukowanemu dziataniem

7-O0OH? Jedynym, znanym enzymem antyoksydacyjnym, ktory jest zdolny do katalizowania
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bezposredniej 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 wystepuje zar6wno
w makrofagach, jak i innych typach komorek, w tym komorkach tetnicy. Co wazne,
wykazano, ze transgeniczne myszy apoE (-/-) o trwalej nadekspresji aktywnej GPx4 we
wszystkich tkankach, w tym w tetnicy, byty bardziej oporne na miazdzycg¢ niz osobniki
kontrolne, co koreluje z zmniejszong peroksydacjg lipidow, a tym samym tempem
powstawania miazdzycy dzigki aktywnosci Gpx4 [Guo Z i wsp., 2008]. Zatem GPx4 moze
odgrywac kluczowa role w zdolnos$ci makrofagow w przeciwdziataniu aktywnosci ChOOH.
Dlatego doktadne zbadanie roli tego enzymu w przeciwdziataniu stresowi wywotanemu
7-OOH zdaje si¢ mie¢ ogromne znaczenie. Dodatkowo, zbadanie ekspresji i aktywnosci GPx4
we frakcji mitochondrialnej makrofagow pierwotnych byloby szczegdlnie interesujace.
Dowody na ochronng role GPx4 moglyby dostarczy¢ badania tychze makrofagow
o zroznicowanej aktywnosci GPx4, zardbwno przez jej wyciszenie, jak i nadekspresje. Te
eksperymenty powinny wzmocni¢ argumenty przemawiajace za toksyczno$cig 7-OOH,
a takze ochronng rola GPx4 dla mitochondriow makrofagow pierwotnych poddanych
dziataniu stresu oksydacyjnemu.

Niektore chemiczne przeciwutleniacze moga okaza¢ si¢ korzystne jako uzupelienie GPx4
lub innych naturalnych przeciwutleniaczy. Mito-Q jest szczegdlnie interesujacy pod tym
wzgledem, poniewaz jest specyficznie skierowany na mitochondria zdrowych komorek
i moze miejscowo wygasza¢ wolne rodniki w btonach mitochondrialnych [Kelso GF i wsp.,
2002; Snow BJ i wsp., 2010]. Zatem, potencjalnie Mito-Q moze tlumi¢ uszkodzenia
spowodowane przez 7-OOH w mitochondriach makrofagow, dzieki czemu moze sta¢ si¢
nowym przeciwmiazdzycowym $rodkiem farmakologicznym. Innym dostgpnym zwigzkiem
tego typu jest SkQ1 [Skulachev VP 2013], ktory podobnie jak Mito-Q ma przeciwutleniajace
dziatanie ukierunkowane na mitochondria.

Podsumowujac, w niniejszej pracy zbadano unikalny mechanizm, w ktérym odwrotny
transport cholesterolu moze zosta¢ uszkodzony na skutek dziatania stresu oksydacyjnego, to
znaczy poprzez dostarczanie aktywnych redoksowo 7-OOH do mitochondriow
za posrednictwem bialek naturalnego szlaku metabolizmu cholesterolu, StAR. To odkrycie
jest bardzo istotne, poniewaz dostarcza nowych informacji na temat roli redoksowych
uszkodzen makrofagéw w patogenezie miazdzycy. Co wiecej, odkrycie to sugeruje, ze w celu
zapobiegania tym uszkodzeniom moga by¢ stosowane ukierunkowane na mitochondria leki

przeciwutleniajace.
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NAJWAZNIEJSZE WYNIKI I WNIOSKI
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transportu

Peroksydacja skupia si¢ przede wszystkim w mitochondriach.

Makrofagi THP-1 z wyciszonym STARDI maja zmniejszony poziom
peroksydacji w poréwnaniu do negatywnych kontroli wyciszenia.

Podanie 7-OOH makrofagom THP-1 skutkuje zmniejszeniem aktywno$ci
CYP27A1, a takze zmniejszeniem produkcji 27-OH.

W stymulowanych Bu2cAMP makrofagach THP-1 po zadziataniu 7-OOH
nastgpuje zmniejszenie ekspresji biatek STARD1, ABCA1 oraz ABCGI.
7-O0OH do HDL
w stymulowanych Bu2cAMP makrofagach THP-1.

zmniejsza eksport cholesterolu apoA-1 oraz

cholesterolu
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7 DALSZE KIERUNKI BADAN — ANALIZA DYNAMIKI
MITOCHONDRIOW

Dysfunkcja mitochondriow moze by¢ spowodowana uszkodzeniami DNA, ktore sa $cisle
powigzane z czynnikami powstawania miazdzycy [Puddu P i wsp. 2009]. Na przyktad palenie
papierosOw mMoze zaréwno indukowaé uszkodzenia DNA, jak i hamowaé szybko$¢ jego
naprawy [Armani C i wsp., 2009]. Cukrzyca z kolei charakteryzuje si¢ uszkodzong naprawa
DNA [Amaral S i wsp., 2008; Wang PW 1 wsp., 2009]. Ponadto, proces utleniania czastek
lipoprotein jest $cisle powigzany ze wzrostem markeréw uszkodzenia DNA. Co wazne,
mitochondrialne DNA (mtDNA) jest szczeg6lnie podatne na uszkodzenia spowodowane
przez wolne rodniki. Podczas gdy jadrowe DNA jest ukryte w ochronnych histonach
i chromatynie, mitochondrialne DNA nie ma takiej ochrony. Mitochondrialna ochrona opiera
si¢ na bardziej podstawowych procesach naprawy DNA, takich jak naprawa przez wycinanie
zasad zmodyfikowanych przez alkilowanie, deaminacje¢ lub utlenianie (mitochondrialny BER,
ang. base excision repair) [Gredilla R, 2010]. Jednakze, w przeciwienstwie do jadra
komodrkowego, mitochondria mogg zwigkszaé swojg biogenez¢ [Chan NC i wsp., 2011],
a takze by¢ usuwane W procesie mitofagii lub za pomocg proteasomow.

Zmieniona dynamika mitochondriow moze by¢ kolejng przyczyng ich dysfunkcji.
Mitochondria nieustannie podlegaja procesowi rozszczepienia (ang. mitochondria fission)
oraz fuzji (ang. mitochondria fussion), ktére kontroluja ich morfologi¢ i1 integralno$é
[Bleazard W i wsp., 1999; Chen H i wsp., 2003]. Fuzja pozwala na wymiang¢ metabolitow
1 bialek powstajacych w macierzy mitochondrialnej oraz réwnomierng dystrybucje tych
zwigzkObw w calej sieci mitochondrialnej. Umozliwia takze mieszanie genomow
mitochondrialnych, a tym samym ochrong przed uszkodzeniem DNA [Ono T i wsp., 2001].
Proces rozszczepienia jest rowniez niezbedny w normalnym funkcjonowaniu mitochondriow,
a jego uposledzenie prowadzi do zmniejszenia oddychania [Parrone PA i wsp., 2008].
Nagromadzenie dysfunkcyjnych mitochondriow moze zatem wynika¢ ze zmian w dynamice
mitochondriow.

Zdrowie mitochondriow jest czesciowo regulowane przez ich biogenezg, a biatko
PPARGCL1A (ang. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha)
jest uwazane za gtowny regulator biogenezy i homeostazy mitochondrialnej [Liu C i wsp.,
2011]. PPARGCI1A jest koaktywatorem transkrypcyjnym PPARy, i razem reguluja geny
zaangazowane w metabolizm energetyczny. PPARGC1A moze by¢ aktywowany przez rdzne

mechanizmy, m.in. dzialanie hormonow tarczycy, Sirtuing 1 (SIRT-1) czy syntaze tlenku
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azotu. Ponadto, dziatanie stresu oksydacyjnego moze zwickszac ilos¢ RFT, co z kolei moze
stymulowa¢ PPARGC1A [Spiegelman BM, 2007]. Komoérka reaguje zwigkszeniem
dostepnoséci ATP, poprzez transkrypcje genow wspotregulowanych OXPHOS [Jones AW
i wsp., 2011]. Z kolei nieprawidtowos¢ w regulacji PPARGC1A moze prowadzi¢ do zaburzen
biogenezy mitochondrialnej oraz przyczyniaé si¢ do rozwoju choréb naczyniowych.

To, czy przyczynia si¢ do rozwoju tych chordb, jest interesujaca koncepcja, ktora nie zostata
jeszcze w peni zbadana. Dlatego dalszym kierunkiem badan jest sprawdzenie zmian
dynamiki mitochondriow w odpowiedzi na dzialanie 7-OOH wprowadzonych do komoérek
z udziatem STARDL.

W tym celu wykonano pilotowe badania: analizie poddano kluczowe geny i biatka szlaku
mitobiogenezy, a takze sprawdzono ilo$¢ mitochondriow przez wybarwianie catych
mitochondriow.

Na rycinach ponizej przedstawiono wstepne wyniki dalszych badan (Ryc. 21 - 24).
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Rycina 21. Wplyw 7-OOH na intensywno$¢ fluorescencji barwnikow mitochondrialnych. Zréznicowane komorki
THP-1 (64 nM PMA) inkubowano w medium z 1% FBS zawierajacym (S) badz niezawierajagcym (NS) 0,2 mM
Bu2cAMP. Komorki nastepnie dwukrotnie przeplukano buforem PBS, a nastepnie inkubowano z liposomami
zawierajacymi POPC/Chol/7-OOH lub POPC/Chol przez 12h. Po tym czasie komérki przeplukano i wybarwiono
(A) Mitotracker® Deep Red lub (B) Mito-ID. Nastepnie odczytano intensywno$¢ fluorescencji dla (A) Mitotracker®
Deep Red (wzbudzenie 645 nm, emisja 665 nm) lub (B) Mito-ID (wzbudzenie 558 nm, emisja 690 nm). Komorki
nastepnie utwalono 4% paraformaldehydem, wybarwiono barnikiem Janus Green, a nastgpnie odczytano
absorbancje przy 595 nm. Wyniki przedstawiaja wartosci znormalizowane do ilosci komoérek (Janus Green)
wzgledem kontroli nietraktowanych liposomami. Warto$ci na wykresie to $rednie z trzech eksperymentow = SEM
(n=23).
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Rycina 22. Wplyw 7-OOH na intensywno$¢ fluorescencji barwnikéw mitochondrialnych. Stymulowane 0,2 mM
Bu2cAMP zréznicowane komorki THP-1 (64 nM PMA) poddano dziatlaniu SUV POPC/Chol/7-OOH (20 uM 7-O0OH
i 30 uM cholesterol) lub SUV POPC/chol (30 uM cholesterol) przez 12 h. Po tym czasie komérki przemyto buforem
PBS i wybarwiono 30 minut barwnikiem Mitotracker Deep Red FM (500 nM) oraz Hoechst (1 pg/ml). Ponownie
przemyto buforem i analizowano uzywajac mikroskopu Zeiss Axio Observer.Z1. Wartos$ci na wykresie (B) to srednie
z trzech eksperymentéw + SEM znormalizowane do warto$ci w komorkach traktowanych cholesterolem (n = 3).

Na skutek dziatania 7-OOH intensywnos$¢ fluorescencji zaréwno barwnika Mitotracker®
Deep Red FM, jak i Mito-ID wzrosta w porownaniu 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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komorkach poddanych dziataniu 7-OOH potwierdzita te wyniki. Intensywno$¢ fluorescenc;ji
barwionych mitochondriéw jest wyzsza o 50% w poréwnaniu do kontroli traktowanej SUV z
cholesterolem. Powyzsze wyniki wskazuja na podwyzszong liczb¢ mitochondriow.

Nastepnie sprawdzono poziom mRNA kluczowych genow szlaku mitobiogenezy
PPARGC1A, PPARGC1B, NRF1, NRF2, TFAM, TFB1M, TFB2M (Ryc. 23) oraz bialtka
PPARGC1A oraz TFAM (Ryc. 24).
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Rycina 23. Wplyw 7-OOH na kluczowe geny szlaku biogenezy mitochondrialnej: PPARGC1A, PPARGC1B, NRF1,
NRF2, TFAM, TFB1M, TFB2M. Komérki zréznicowanych makrofagéw (64 nM PMA) rosnace w 70% konfluencji
inkubowano w medium z 1% FBS zawierajacym 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h. Komorki przeplukano dwukrotnie
medium bez FBS i czerwieni fenolowej, po czym inkubowano przez 2, 4 i 6 h z SUV POPC/Chol/7-OOH (20 pM
7-O0H, 30 uM cholesterol) lub z SUC POPC/Chol (30 uM cholesterol). Kontrole stanowily komérki inkubowane
w medium bez FBS i czerwieni fenolowej. Komérki po okreslonych czasach inkubacji dwukrotnie przeplukano
buforem PBS i zlizowano uzywajac odczynnika TRIreagent, po czym wyizolowano RNA zmodyfikowana metoda
Chomczynskiego. W reakcji odwrotnej transkrypcji wyizolowane RNA przepisano na c¢DNA, ktére nastepnie
poddano analizie PCR w czasie rzeczywistym. Jako genu kontrolnego uzyto GAPDH a wartosci poziomu mRNA sa
normalizowane wzgledem wartosci niestymulowanych kontroli. Wartosci przedstawione oznaczaja warto$¢ Srednia
z jednego eksperymentu + SEM (n = 3).
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Rycina 24. Wplyw 7-OOH na PPARGC1A oraz TFAM. Komérki zréznicowanych makrofagéw (64 nM PMA) rosnace
w 70% konfluencji inkubowano w medium z 1% FBS zawierajacym 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h. Komorki
przeptukano dwukrotnie medium bez FBS i czerwieni fenolowej, po czym inkubowano przez 6 i 12 h z SUV
POPC/Chol/7-O0OH (20 pM 7-OOH, 30 uM cholesterol) lub z SUV POPC/Chol (30 uM cholesterol). Komoérki po
okreslonych czasach inkubacji, dwukrotnie przeptukano buforem PBS, zeskrobano do buforu RIPA i poddano
analizie Western Blot na biatka PPARGC1A, TFAM oraz B-AKTYNA jako kontrola wewnetrzna. Kontrole zbierano
zaraz po stymulacji Bu2cAMP. Do analizy uzyto 50 pg bialka. Liczby ponizej pasm oznaczaja densytometrycznie
okre§lone intensywno$ci pasm znormalizowane do B-AKTYNY i wzgledem wartosci kontroli (stymulowanych
komérek w czasie 0).

Zarébwno po podaniu 7-OOH, jak i cholesterolu wzrasta poziom mRNA genow: PPARGC1A
(2-krotny wzrost), PPARGC1B (prawie 4-krotny wzrost) oraz TFB2M (ok. 2-krotny wzrost).
Na skutek zadziatania 7-OOH oraz cholesterolu nastgpuje rowniez niewielki wzrost (ok. 30%)
poziomu TFAM. Poziom pozostatych genéw (NRF1, NRF2, TFB1M) pozostaje niezmieniony.
Dodatkowo, po zadziataniu 7-OOH wzrasta poziom biatek PPARGCIA (wzrost o ok. 60%)
oraz TFAM (prawie 2-krotny wzrost). Réwniez po podaniu cholesterolu nastepuje wzrost
poziomu PPARGC1A (ok. 40%), natomiast nie towarzyszy temu wzrost TFAM, ktory jest
kluczowym aktywatorem transkrypcji mitochondrialnej, a takze uczestnikiem replikacji
mitochondrialnego genomu.

Wyniki wstepne pokazuja zmiang masy mitochondridow, nie pozwalajg jednak stwierdzi¢ czy
przyczyng tych zmian jest spowodowany 7-OOH wzrost mitochondrialnej biogenezy, czy
moze uposledzenie mitochondrialnej autofagii (mitofagii). W szczegoélnosci wyjasnienia
wymaga rola 7-OOH w odroznieniu od roli samego cholesterolu.

Dla definitywnego ustalenia charakteru obserwowanych zmian mitochondriow wymagana jest
wizualizacja 1 pomiar masy/objetosci  mitochondriow  przy uzyciu barwnikoéw
fluorescencyjnych 1 mikroskopii $wietlnej. Wyniki ilo$ciowe uzyska¢ mozna stosujac

dodatkowo transmisyjng mikroskopi¢ elektronows. Metody z zastosowaniem mikroskopii
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elektronowej pozwalaja na obserwacj¢ wewnatrzkoméorkowych zmian morfologicznych, np.
tworzenia autofagosomu. Celowa jest rowniez: biochemiczna analiza markerow biogenezy
mitochondriow, takich jak PPARGC1, TFAM, NRF1 czy NRF2, ocena liczby Kkopii
mitochondrialnego DNA (mtDNA), analiza konstytutywnego poziomu czynnikow
transkrypcyjnych zwiagzanych z biogeneza [Medeiros DM, 2008].

Dodatkowo, nalezaly przeanalizowaé¢ wigksza ilos¢ markeréw mitochondrialnej biogenezy
(oprocz biatek PPARGCI1A i TFAM, takze NRF-1, NRF-2) oraz mitochondrialnych biatek
(oksydaza cytochromu c, syntaza ATP podjednostka ¢) [Kaaman M i wsp., 2007].

W przypadku procesu autofagii sprawa jest trudniejsza, gdyz w komorkach eukariotycznych
brak jest markerow o wysokiej specyficznosci. Poza mikroskopiag elektronowa jedynym
wskaznikiem autofagii jest wysokie specyficzne biatko LC3-1l. Jego stezenie koreluje
z iloécig autofagosomow obecnych w komorce [Rudnicka KW i wsp., 2011].

Zaprezentowane wyniki w sposdb wyrazny wskazujg na rol¢ mitochondriow w opowiedzi

komorek na obecnos¢ 7-O0 1 w sposob jednoznaczny sugeruja kierunek dalszych badan.
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9 SUPLEMENT

9.1 ANALIZA DYNAMIKI MITOCHONDRIOW

9.1.1 Barwienie komorek

Analiza mikroskopowa

Rosngce na ptytkach 96-dotkowych zréznicowane makrofagi (64 nM PMA) inkubowano
przez 12 h w medium z 1% FBS z 0,2 mM Bu2cAMP. Nastepnie do komoérek dodano SUV
POPC/Chol (30 uM cholesterol) lub SUV POPC/Chol/7-O0OH (20 uM 7-O0OH, 30 uM
cholesterol) na 12 h. Po tym czasie komorki dwukrotnie przeptukano buforem PBS,
a nastepnie barwiono 500 nM Mitotracker® Deep Red FM oraz 1ug/ml Hoechst przez
30 minut. Komoérki nastgpnie obrazowano uzywajac mikroskopu Zeiss Axio Observer.Z1
z wzbudzeniem 550 nm i emisjg 605 nm.

Analiza z uzyciem czytnika plytek

Rosngce na plytkach 96-dotkowych zrdéznicowane makrofagi (64 nM PMA) inkubowano
przez 12 h w medium z 1% FBS z 0,2 mM Bu2cAMP. Nastepnie do komoérek dodano SUV
POPC/Chol (30 puM cholesterol) lub SUV POPC/Chol/7-OOH (20 pM 7-O0OH, 30 puM
cholesterol) na 12 h. Po tym czasie komorki dwukrotnie przeptukano buforem PBS,
a nastgpnie barwiono 500 nM Mitotracker® Deep Red FM lub 1x Mito-ID przez 30 minut.
Intensywnos¢ fluorescencji zmierzono za pomoca czytnika ptytek Clariostar (BMG Labtech).
Dla barwnika Mitotracker® Deep Red FM wzbudzenie wynosito 645 nm a emisja 665 nm.
Z kolei dla barwnika Mito-ID wzbudzenie wynosito 558 nm a emisja 690 nm. Po pomiarze
intensywnos$ci fluorescencji komorki zostaly utrwalone uzywajac 4% paraformaldehydu,
przeplukane buforem PBS, a nastgpnie wybarwione barwnikiem Janus Green przez 5 minut.
Komorki nastepnie 5 razy woda dejonizowang i dodano 100 ul 0,5 M HCI, stale wytrzasajac
ptytke przez 10 minut. Nastgpnie zmierzono fluorescencje przy 595 nm co odpowiada ilo$ci

komorek na ptytce.

9.1.2 Real time w czasie rzeczywistym

Makrofagi THP-1 rosnace na szalkach stymulowano 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h,
a nastgpnie przez inkubowano z liposomami POPC/Chol/7-OOH 20 pM 7-O0OH, 30 pM
cholesterol) lub liposomami z POPC/Chol (30 uM cholesterol). Po inkubacji postepowano
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zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 4.8 "PCR w czasie rzeczywistym — Real-time
PCR”.

Startery uzyte do reakcji przedstawiono w tabeli ponizej (Tabela 8).

Tabela 8. Sekwencje starterow uzytych w reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Skroty: Tm — temperatura
topnienia.

Sekwencje starterow (5°— 3°) Dlugosé Tm
Gen F: sensowna amplikonu °C] Numer dostepu
R: antysensowna [pary zasad]
PPARGCI1A | F: AGCCGTAGGCCCAGGTATGACA
107 61 NM_013261
R: TGCTTGGCCCTTTCAGACTCCC
PPARGCI1B | F: CTATCTCGCTGACACGCAGG
206 62 NM_001172698
R: TCTCACTGTCAATCTGGAAGAGC
TFAM F: AGCTCAGAACCCAGATGCAA
72 61 NM_001270782
R: TCAGGAAGTTCCCTCCAACG
TFB1M F: TGGGTGAGGTAGGGTTGGAT
180 60 NM_016020
R: ACAATCTTATCTGTCAGCCTCAAGT
TFB2M F: ATGTCTTCTCGAGGGCTCTT
69 60 NM_022366
R: TAAAGGGATGTCTGCTGTCCA
NRF1 F: GACCATCCAGACGACGCAAGCA
136 62 NM_001293164
R: ATGGGCGGCAGCTTCACTGTT
NRF2 F: CACGGTCCACAGCTCATCA
76 57 NM_006164
R: TCAAATCCATGTCCTGCTGGG
GAPDH F: GGCCACTAGGCGCTCAC
106 58 | NM_001289746
R: GCCCAATACGACCAAATCCGT

9.1.3 Analiza Western Blot

Makrofagi THP-1 rosngce na szalkach stymulowano 0,2 mM Bu2cAMP przez 12 h,
a nastgpnie przez inkubowano z liposomami POPC/Chol/7-O0OH (20 uM 7-OOH, 30 pM
cholesterol) lub z liposomami POPC/Chol (30 uM cholesterol). Do analizy biatek
mitochondrialnych uzyto procedury Western Blot (podrozdziat 4.7. ,,Analiza ekspresji biatek
— Western Blot”). Do detekcji biatek uzyto przeciwcial przedstawionych w Tabeli 9.

Tabela 9. Przeciwciala uzyte w badaniu mitochondrialnej biogenezy.

Nazwa przeciwciala | Producent Rozcienczenie
anty-PPARGC1A | ThermoFisher Scientific 1:1000
Anty-TFAM ThermoFisher Scientific 1:1000
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