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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Seladyna 1 (produkt genu DHCR24) jest wielofunkcyjnym biatkiem, ktérego wlasciwosci enzyma-
tyczne, antyoksydacyjne i antyapoptotyczne sprawiaja, ze stanowi ono istotny czynnik neuropro-
tekcyjny. Biatko to zidentyfikowano w zwiazku z jego obnizona ekspresja w komérkach objetych
choroba Alzheimera, a mutacje w DHCR24 powodujace zahamowanie enzymatycznej aktywno-
Sci biatka w szlaku biosyntezy cholesterolu sa przyczyna $miertelnej choroby desmosterolozy.

Seladyna 1 jako enzym biosyntezy cholesterolu wptywa na tworzenie tratw lipidowych i kaweol,
struktur blonowych zaangazowanych w funkcjonowanie szlakéw przekaznictwa oraz niektérych
proceséw metabolicznych, takich jak trawienie biatka prekursorowego amyloidu. Ma to szczegdlne
znaczenie w zwigzku z powiazaniem seladyny 1 z patofizjologia choroby Alzheimera. Niezaleznie
od roli enzymatycznej, seladyna 1 moze petni¢ funkcje inhibitora kaspazy 3, przekaznika sygna-
16w w szlaku odpowiedzi stymulowanym przez reaktywne formy tlenu i onkogenne biatko Ras,
a takze zmiatacza wolnych rodnikéw. Wydaje sig, ze efekty tych aktywnosci sa w posredni spo-
s6b modulowane przez btonowa zawartos¢ cholesterolu. Stad poszczegdlne funkcje seladyny 1
sa réwniez wynikiem aktywnosci enzymatycznej biatka w szlaku biosyntezy cholesterolu.

Seladyna 1/DHCR24 wystepuje w wielu tkankach, a na najwyzszym poziomie ekspresji wystg-
puje w komoérkach mézgu i nadnerczy. Przy tym seladyna 1 ma zmieniony profil ekspresji w no-
wotworach o ré6znym pochodzeniu tkankowym. Ze wzgledu na petnione role seladyny 1 inten-
sywnie bada si¢ mechanizm funkcjonowania tego biatka, jednak tylko w niewielkim zakresie
okreslono czynniki wptywajace na regulacje ekspresji kodujacego je genu. Dotychczas stwier-
dzono, ze ekspresje seladyny 1 w komdrkach skéry reguluje heterodimer LXRa/RXRo, w ko-
morkach prostaty — AR, a za wysoka ekspresj¢ w tkance nerwowej odpowiada prawdopodobnie
aktywacja za posrednictwem ERo. Poza estrogenami i androgenami w stymulacji ekspresji genu
DHCR?24 uczestnicza réwniez hormony tarczycy i IGF-1.

DHCR24 - seladyna 1 » choroba Alzheimera  cholesterol * stres oksydacyjny

Summary

Seladin-1 is a multifunctional protein encoded by DHCR24 gene and due to its enzymatic, an-
tioxidant, and anti-apoptotic activities, it is considered as neuroprotective agent. Seladin-1 was
identified as a gene down-regulated in brain regions selectively degenerated in Alzheimer’s dise-
ase. Mutations of DHCR24 gene result in inhibition of the enzymatic activity of seladin-1, cau-
sing an accumulation of desmosterol and leading to a lethal disorder called desmosterolosis. As
an enzyme of cholesterol biosynthesis, seladin-1 enhances the formation of lipid rafts and cave-
oles. These membrane structures are involved in the maintenance of signaling pathways and me-
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tabolic processes, such as the degradation of amyloid precursor protein, which is especially si-
gnificant in the pathophysiology of Alzheimer’s disease. Independently of its enzymatic activity
in cholesterol biosynthesis, seladin-1 acts as a caspase-3 inhibitor, a mediator of response to oxi-
dative and oncogenic stress, and a reactive oxygen species scavenger. However, the effects of the-
se activities seem to be indirectly modulated by membrane cholesterol level, which in turn gives
priority to seladin-1’s enzymatic function in cholesterol biosynthesis, among its other functions.
Seladin-1 is ubiquitously expressed, with the highest expression level in the brain and adrenal
glands. Differences in seladin-1 expression profile were reported in transformed cells origina-
ting from many tissue types. Although the mechanisms of the regulation of seladin-1 activi-
ty demand further elucidation, it has already been shown that DHCR24 gene was activated by
LXRo/RXRa in skin, by ERo in neurons, and by AR in prostate. Apart from estrogens and an-
drogens, thyroid hormones, and IGF-1 also take part in the stimulation of seladin-1 expression.
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Odkad zidentyfikowano biatko seladyneg 1 (produkt genu
DHCR?24), przypisano mu wiele pozornie niepowiazanych
ze soba funkcji. Wykazano, ze biatko to ma obnizona eks-
presje w komoérkach mézgu objgtych choroba Alzheimera,
bierze udziat w biosyntezie cholesterolu, hamuje aktywacje
kaspazy 3 (gtéwnego mediatora procesu apoptozy), nadaje
komorkom odpornosé na toksyczne dziatanie B-amyloidu
oraz na stres oksydacyjny. Stwierdzono réwniez, ze petni
ono funkcj¢ w przekazywaniu sygnatu w odpowiedzi na
stres onkogenny i oksydacyjny, oraz ze moze by¢ bezpo-
Srednim zmiataczem reaktywnych form tlenu (RFT). Wraz
z postgpem badan nad poszczegdlnymi aspektami aktyw-
nosci seladyny 1 odkrywano powiazania migdzy jej po-
szczegblnymi funkcjami, co podniosto range tego biatka
jako czynnika wszechstronnie zaangazowanego w utrzy-
mywanie homeostazy redoks i dzialajacego neuroprotek-
cyjnie (ryc.1).

IpentyFikacia Genu DHCR24 1 BiakkA
seLabyNA 1/DHCR24

Chorobeg Alzheimera (ChA) cechuje znaczaca utrata neuro-
néw i synaps w okreslonych regionach mézgu, w zwiazku

z powstawaniem splotéw neurofibrylarnych oraz zewnatrzko-
morkowym i Srédkomérkowym nagromadzeniem B-amyloidu
w postaci blaszek starczych. Powstajace blaszki amyloidowe
sa réwnomiernie rozmieszczone w korze nowej i hipokampie,
jednak najsilniejszej degeneracji podlegaja duze neurony pi-
ramidowe hipokampa. Neurony piramidowe, znajdujace si¢
w platach czolowym, ciemieniowym i potylicznym kory, nie
ulegajq degeneracji nawet w p6Znych stadiach ChA [28,29].

Badania nad genetycznym podtozem zjawisk prowadza-
cych do rozwoju ChA przyniosty w 2000 roku identyfika-
cje genu kodujacego biatko seladyna 1. Greeve i wsp. sto-
sujac technike réznicowej prezentacji mRNA (differential
mRNA display) poréwnywali ekspresj¢ gendw w regionach
moézgu wykazujacych zmiany fizjopatologiczne charaktery-
styczne dla ChA z regionami mézgu, w ktérych zmiany te
nie wystgpowaly. Stwierdzono, ze ponad 30 genéw ma od-
mienny profil ekspresji, a wsréd nich zidentyfikowano jeden
0 znacznie obnizonej ekspresji w dolnej korze skroniowe;j
w stosunku do kory czotowej, podczas gdy u oséb zdro-
wych ekspresja pozostawata na tym samym poziomie we
wszystkich regionach mézgu. Ten biatkowy produkt genu
0 wyraznie zmienionym profilu ekspresji w rejonach mézgu
objetych ChA nazwano seladyna 1 (seladin-1) jako akro-
nim wyrazenia ,,SELective Alzheimer Disease INdicator”
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Ryc. 1. Funkgje biatka seladyny 1/DHCR24 oraz czynniki mogace wywierac na nie wptyw. AR — B-amyloid

[30]. W kolejnych badaniach, na podstawie analizy post
mortem ptatéw skroniowego i potylicznego mézgéw oséb
ze zmianami neuropatologicznymi charakterystycznymi dla
ChA, stwierdzono o 33% nizszy poziom transkrypcji se-
ladyny 1 w poréwnaniu z odpowiednimi obszarami méz-
géw pacjentdéw bez demencji [35].

Kolejnym krokiem w wyjasnianiu biologicznych wtasci-
wosci seladyny 1 byto wykazanie, ze biatko to ma réw-
niez swoista aktywnos$¢ enzymatyczng. Desmosteroloza
to rzadka recesywna choroba autosomalna charakteryzu-
jaca sie wystgpowaniem wielu wad uniemozliwiajacych
przezycie ptodu lub prowadzacych do $mierci krétko po
narodzeniu [25]. U ptodéw i noworodkéw z desmosterolo-
73 w osoczu stwierdzono podniesiony poziom prekursora
cholesterolu — desmosterolu. Zaburzenie to zwigzane jest
z brakiem aktywnosci reduktazy A**-33-hydroksysterolowej
(DHCR?24), ktoéra katalizuje redukcje podwdjnego wiaza-
nia przy weglu 24 desmosterolu, w wyniku czego powstaje
cholesterol. Na podstawie homologii do enzyméw roslin-
nych (szlaku biosyntezy roslinnych steroli i brassinoste-
roidéw), Waterham i wsp. zidentyfikowali ludzkie cDNA
DHCR24, ktére okazato si¢ identyczne z cDNA seladyny
1 [69]. Na tej podstawie gen nazwano DHCR24 (nr dostg-
pu w GeneBank AF261758), za§ w odniesieniu do biatka
kodowanego przez ten gen uzywa si¢ zamiennie nazw se-
ladyna 1 lub DHCR24.

Gen DHCR24 1 PRODUKT JEGO EKSPRESI

Gen DHCR24 jest umiejscowiony na chromosomie
1p31.1-p33, obejmuje sekwencje wielkosci 46415 par za-
sad i sktada si¢ z 8 eksondw i 9 intronéw. Otwarta ramka

odczytu obejmuje 1548 nukleotydéw, co odpowiada 516
resztom aminokwasowym i obliczonej masie 60,1 kDa. Na
podstawie homologii z innymi biatkami przewiduje sig, ze
biatko seladyna 1 ma przynajmniej jedna domeng trans-
membranowa. Ponadto seladynal zawiera konserwatyw-
na domene zaangazowang w niekowalencyjne wiazanie
FAD, charakterystyczna dla klasy oksydoreduktaz zalez-
nych od FAD [30,55]. Chociaz nie stwierdzono sekwencji
konsensusowej wigzania NADPH, to wtasnie od tego ko-
faktora jest zalezna enzymatyczna aktywnos¢ bialka, jak
wykazaly eksperymenty wykorzystujace Saccharomyces
cerevisiae do heterologicznej ekspresji ludzkiego DHCR24
[69]. Seladyna 1 jest umiejscowiona w retikulum endopla-
zmatycznym, a w mniejszym stopniu w aparacie Golgiego.
Ponadto, w N-konicowej czesci biatka zidentyfikowano re-
gion, ktéry moze stanowi¢ sygnal jego mitochondrialnej
lokalizacji (MTS), jednak do tej pory nie stwierdzono, by
seladyna 1 wystgpowata w mitochondriach [30]. Jadrowe
umiejscowienie seladyny 1 obserwowano w wyniku trans-
lokacji zachodzacej w komodrkach nadnerczy pod wpty-
wem adrenokortykotropiny (ACTH) [6, 57] oraz w fibro-
blastach pod wptywem silnego stresu oksydacyjnego [73].

Pedretti i wsp., dzigki zastosowaniu techniki modelowania
homologii zaproponowali strukture seladyny 1, w ktdrej resz-
ty aminokwasowe 1-22 stanowig peptyd sygnatlowy MTS,
a pozostate 494 reszty aminokwasowe tworza funkcjonal-
ne biatko (gdzie reszty aminokwasowe 23-55 to domena
transmembranowa, sekwencje 55-235 1 492-517 to domena
wiazaca FAD, a 236491 to domena wigzaca substrat) [59].

Andersson 1 wsp. zidentyfikowali 4 naturalne mutacje
zmiany sensu dla genu DHCR24: E191K, N294T, K306N,
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Y4718S. Kazda z tych mutacji (niezaleznie od wystgpowa-
nia pozostatych) powodowata spadek aktywnosci enzyma-
tycznej seladyny 1 [4]. Wedlug modelu Pedrettiego mu-
tacje te dotycza domen wiazacych substrat lub FAD [59].

Stwierdzono réwniez, ze seladyna 1 jest potencjalnym sub-
stratem trawienia kaspaz. W komorkach srédbtonka ludz-
kiej zyty pepowinowej (HUVEC) przechodzacych apop-
toze, seladyna 1 jest trawiona do biatka o masie 40 kDa.
Analiza sekwencji seladyny 1 wykazata obecnos¢ dwéch
domniemanych motywéw rozpoznawanych przez kaspazy:
LEVD (w pozycji 122-125 reszty aminokwasowej) i VVOD
(w pozycji 383-386 reszty aminokwasowej), stwierdzono
réwniez, ze trawienie w ktérymkolwiek z tych miejsc daje
produkty wielkosci 40 kDa. Obie te sekwencje sa wysoce
konserwatywne we wszystkich ortologach seladyny 1, co
moze §wiadczy¢ o tym, ze biatko to moze by¢ substratem
Smierci dla trawienia przez kaspazy [30].

EKSPRESJA SELADYNY 1 W KOMORKACH PRAWIDLOWYCH

Wysoki poziom ekspresji seladyny 1 stwierdzono w mézgu
0s0b zdrowych, najwyzszy w rejonach korowych, substancji
czarnej, jadrze ogoniastym, hipokampie, rdzeniu przediu-
zonym oraz w rdzeniu krggowym [30], a takze w komor-
kach macierzystych mézgu [8]. Poza osrodkowym uktadem
nerwowym seladyna 1 na wysokim poziomie ekspresji wy-
stgpuje w nadnerczach [6,30,49,61], przysadce mézgowe;j,
ptucach [30], gruczole krokowym [9,10,22,31] i watrobie
ptodu, na umiarkowanym poziomie w watrobie, Sledzionie
[30,69], jajnikach [26,30], jadrach i tarczycy [30], a na ni-
skim poziom ekspresji w sercu, macicy, jelitach. Natomiast
w komorkach krwi seladyna 1 byta niewykrywalna [30].

Jak wykazali Benvenuti i wsp., w komérkach prekursoro-
wych neuronéw seladyna 1 wystgpuje na wysokim pozio-
mie ekspresji, lecz w procesie ich r6znicowania w neurony
poziom ekspresji seladyny 1 znaczaco spada. Na tej pod-
stawie wysunigto przypuszczenie, ze obnizenie poziomu
ekspresji seladyny 1 obserwowane w regionach mézgu ob-
jetych choroba Alzheimera moze by¢ wynikiem zaburzen
zwigzanych z pula neuronalnych komérek macierzystych
mozgu [8]. Kontynuujac badania nad procesem réznicowa-
nia ludzkich komérek macierzystych w komoérki nerwowe,
Benvenuti i wsp. stwierdzili, ze hormony tarczycy pobudza-
ja proces réznicowania i jednocze$nie (gtéwnie tréjjodoty-
ronina) stymuluja ekspresje seladyny 1 w bedacych mode-
lami komérek macierzystych komérkach hMSC (ludzkie
mezenchymalne komérki pnia) i FNC (ptodowe komoérki
neuroepitelialne) [7]. Natomiast, w komérkach juz zrézni-
cowanych do fenotypu neuronalnego ekspresja seladyny 1
byta nizsza i nie podlegata modulacji przez tréjjodotyroni-
ne¢. Chociaz biologiczne znaczenie indukcji ekspresji sela-
dyny 1 przez hormony tarczycy w komorkach prekursoro-
wych neuronéw wymaga dalszych badan, to przypuszcza
sig, ze w zwiazku z aktywnoscia antyapoptotyczng selady-
ny 1 wzrost jej ekspresji w komorkach rozwijajacego sig
moézgu moze by¢ zwigzany z ochrong komoérek prekurso-
rowych przed $miercia. Z tego punktu widzenia seladyna
1 moze by¢ uznawana za czynnik pomagajacy zachowac
pule miodych i samoregenerujacych si¢ komérek multi-
potencjalnych, ktére pdézniej przejda pod kontrole innych
regulowanych przez hormony tarczycy genéw pobudzaja-
cych réznicowanie w kierunku fenotypu neuronalnego [7].

Niedawno stwierdzono réwniez nadekspresje seladyny 1
w rogéwce dorostych myszy [74] oraz wzrost ekspresji se-
ladyny 1 w makrofagach pod wptywem czynnika pobudza-
jacego kolonie 1 (CSF1) [36].

EKSPRESJA SELADYNY 1 W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Poréwnujac komérki prawidlowe réznych narzadéw i od-
powiadajace im stransformowane komoérki nowotworowe
stwierdzono znaczace réznice w profilu ekspresji selady-
ny 1. W stosunku do prawidtowych komérek nadnerczy,
komérki raka nadnerczy wykazuja obnizony poziom sela-
dyny 1, a jej znacznie podwyzszona ekspresj¢ obserwuje
si¢ w gruczolakach wydzielajacych aldosteron. Ze wzgle-
du na to, ze wykazano stymulacje ekspresji DHCR24 przez
szlak adrenokortykotropiny (ACTH)/cAMP, uwaza sig, ze
za efekt obserwowany w komdrkach gruczolaka nadner-
czy odpowiada wysoka ekspresja receptora ACTH [61]. Na
podstawie tych badan przypuszcza sig, ze seladyna 1 moze
petié¢ w komdrkach nadnerczy podwdéjna rolg: w regulacji
steroidogenezy oraz w ochronie komérek przed dziatania-
mi niepozadanymi intensywnej steroidogenezy, takich jak
np. stres oksydacyjny [57]. Ponadto stwierdzono, ze po-
ziom ekspresji seladyny 1 znaczaco maleje wraz z prze-
chodzeniem komorek raka kory nadnerczy w kolejne sta-
dia zaawansowania rozwoju nowotworu [49].

Tymczasem wedlug Di Stasi i wsp. w komérkach czernia-
ka przebiega zjawisko odwrotne. Obserwowano wzrost po-
ziomu ekspresji seladyny 1 w komérkach czerniaka w fa-
zie przerzutowania w stosunku do nowotworu w stadium
pierwotnym. Ttumaczy to antyapoptotyczna i antyoksyda-
cyjna funkcja seladyny 1. Potwierdzeniem tej tezy moze
by¢ podwyzszenie poziomu ekspresji enzymow antyok-
sydacyjnych, co w dalszej kolejnosci sugeruje, ze wzrost
ekspresji seladyny 1 moze by¢ zwiazany ze wspoétdziata-
niem tego biatka z enzymami antyoksydacyjnymi [21].

Z kolei Luciani i wsp. wysuneli wniosek, ze seladyna 1, wy-
kazujaca wysoki poziom ekspresji w gruczolakach przysadki
niewytwarzajacych somatotropiny (GH), chroni te komérki
przed proapoptotycznym dziataniem somatostatyn i moze
by¢ uznawana za jeden z czynnikéw niosacych opornosé
na interwencje farmakologiczne w tym typie nowotworéw.
Autorzy badan zalozenie to oparli na obserwacji, ze jedno-
czesnie z nadekspresja seladyny 1 w tym typie gruczolakéw
przysadki pojawia si¢ ekspresja receptorow somatostatyn,
a mimo to komdrki nie odpowiadaja na zastosowany ana-
log somatostatyn oktreotyd. W konsekwencji nie nastepu-
je aktywacja kaspazy 3 i indukcja apoptozy obserwowane
w przypadku gruczolakéw wydzielajacych GH i jednocze-
$nie wykazujacych niski poziom ekspresji seladyny 1 [50].

Bonaccorsi i wsp. stwierdzili, ze w péZnych stadiach roz-
woju guza prostaty seladyna 1 podlega wysokiej ekspre-
sji, natomiast w komdrkach raka w stadium przerzutowania
jej poziom jest obnizony w stosunku do komérek prawi-
dtowych. Przyjmuje sig, ze za efekt ten odpowiedzialna
jest stymulacja ekspresji seladyny 1 przez szlak zwigzany
z jadrowymi receptorami androgenéw — AR (ktérych wy-
soki poziom zanotowano w zaawansowanym guzie pro-
staty). Z zaburzeniem funkcjonowania szlaku AR w ko-
morkach raka w fazie przerzutowania wiaze si¢ spadek
ekspresji seladyny 1 [10].
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RecuLacia exspres)i GENU DHCR24

Wiele danych pozwalato przypuszczaé, ze w regulacje
ekspresji DHCR24 sa zaangazowane estrogeny. Jednak
dopiero badania Luciani i wsp. dostarczyly dowodéw na
istnienie tej zaleznosci. Zjawisko wzrostu zawartosci chole-
sterolu oraz zwigkszonej opornosci na toksyczne dziatania
B-amyloidu i stresu oksydacyjnego, obserwowane w pto-
dowych komoérkach neuroepitelialnych (FNC) w wyniku
ekspozycji na 17 B-estradiol, stanowito przestanke o akty-
wacji ekspresji seladyny 1 przez estrogeny [48]. W opar-
ciu o wyniki uzyskane technika genéw reporterowych
oraz RT-PCR stwierdzono nastgpnie, ze transkrypcja genu
DHCR24 jest aktywowana pod wptywem 17 B-estradiolu,
selektywnych modulatoréw receptoréw estrogendéw, takich
jak raloksyfen i tamoksyfen oraz fitoestrogenéw (geniste-
ina, zearalenon). Dowiedziono, ze zachodzi bezposrednia
interakcja receptora ERP z pétpalindromowymi sekwen-
cjami typu ERE (umiejscowionymi w regionie promotora
od 4384 do 2887 nukleotydéw w kierunku 5° od miejsca
startu transkrypcji genu DHCR24) [48]. Biorac pod uwa-
g¢, ze w neuronach hipokampa u chorych na ChA stwier-
dzono obnizona ekspresje ERa, a 17 B-estradiol aktywuje
transkrypcje DHCR24 w komérkach nerwowych prawdo-
podobnie za posrednictwem ERo uznano, ze seladyna 1
peini podstawowa role w zjawisku neuroprotekcji wywo-
tywanym przez estrogeny [48].

Ponadto, badania Gianniniego i wsp. wskazuja na istnie-
nie sygnalizacji krzyzowej (cross-talku) migdzy szlakiem
estrogenéw a IGF-I oraz na wzajemne oddziatywanie mig-
dzy seladyna 1, estrogenami i IGF-I. Traktowanie ptodo-
wych komérek neuroepitelialnych 17 B-estradiolem powo-
dowato dziewigciokrotne zwigkszenie wydzielania IGF-I do
medium hodowlanego, a z kolei pod wptywem IGF-I na-
stgpowat znaczacy wzrost ekspresji seladyny 1, ktérej po-
ziom ulegat nastgpnie obnizeniu na skutek dziatania wy-
sokiego stezenia glukozy [27].

Uwzgledniajac, ze IGF-I powoduje stymulacje wzrostu, re-
dukcje apoptozy oraz wzrost wydzielania biatka IGFBP-2
(ktére zapewnia wiazanie IGF-I do receptora) [11], zakta-
da sig, ze seladyna 1 moze by¢ mediatorem pozytywne-
go wplywu IGF-I na przezywalno$¢ komoérek uktadu ner-
wowego, chociaz doktadny mechanizm dziatania wymaga
wyjasnienia [27].

W badaniach Bonaccorsiego i wsp. prawie doktadnie ten
sam region promotora genu DHCR24, ktéry uczestniczy
w interakcji z ERP zostat uznany za region zawierajacy
element odpowiedzi na AR. Sekwencja od 4394 do 2892
nukleotydu (w kierunku 5 od miejsca startu transkrypcji)
wykazywata zdolnos¢ do transkrypcyjnej aktywacji w li-
niach komérkowych pochodzacych z tagodnego rozrostu
gruczotu krokowego (BPH) pod wpltywem R1881, ktéry
jest syntetycznym agonista AR [10]. Dodatkowo analiza
in silico pozwolita zidentyfikowa¢ w promotorze w oko-
licach pozycji 2901 (ponownie liczac nukleotydy w kie-
runku 5’od miejsca startu transkrypcji) domniemane miej-
sce wiazania AR. Ponadto, zanotowano wzrost poziomu
ekspresji DHCR24 pod wptywem naturalnego agonisty
AR dihydrotestosteronu w komérkach LNCaP (linia ko-
morek raka prostaty odpowiadajaca na androgeny) [66].
W komoérkach LNCaP obserwowano takze spadek ekspre-

sji DHCR24 po zahamowaniu przeksztalcania testostero-
nu w jego fizjologicznie czynng postaé dihydrotestosteron
[9]. Obnizenie ekspresji receptora androgenéw i w zwiaz-
ku z tym DHCR?24 nastgpowato takze w komoérkach prosta-
ty szczuréw, ktérym dostarczano duze dawki selenu [44].

Gen DHCR24 zidentyfikowano jako jeden z genéw wyka-
zujacych zmiany w ekspresji w skutek obnizenia ekspresji
receptora oksysteroli LXR (w komérkach watroby myszy)
oraz zawierajacych sekwencje wiazaca LXRa (na podsta-
wie analizy wigzania do DNA genomowego z linii komo-
rek ludzkiego raka watroby) [68]. Wang i wsp. doktadnie
zanalizowali regulacje tego genu w zwigzku z tym, ze w ko-
morkach skéry szlak biosyntezy cholesterolu jest bardzo ak-
tywny i wiele genéw zwiazanych z metabolizmem choleste-
rolu jest regulowanych przez jadrowe receptory oksysteroli
z grupy LXR. Stwierdzono, ze prawidtowy poziom ekspre-
sji DHCR24 w komorkach skéry myszy zapewnia recep-
tor LXRa, natomiast nie stymuluje on ekspresji tego genu
w moézgu. Szczegdtowa analiza zdolnosci wigzania si¢ LXR
z sekwencja promotorowa DHCR24 wykazata, ze w regula-
cji transkrypcji DHCR24 najprawdopodobniej bierze udziat
heterodimer LXRo/RXRa, ktéry wiaze si¢ z elementem
odpowiedzi na LXR (LXRE DR4) znajdujacym si¢ w ob-
rebie 1500 par zasad w sekwencji intronu drugiego [68].

Na podstawie powyzszych badan mozna stwierdzié, ze re-
gulacja transkrypcji DHCR24 jest swoista tkankowo. Jednak
ze wzgledu na znaczng odlegtos¢ potozenia domniemanych
sekwencji wiazacych receptory ERa, AR i LXRo/RXRo od
miejsca startu transkrypcji nalezy wziaé pod uwage, ze
czynniki te moga bra¢ udzial zar6wno we wzmacnianiu,
jak i ttumieniu podstawowej transkrypcji genu DHCR24.

ENzYMATYCZNA AKTYWNOSG SELADYNY 1 W BIOSYNTEZIE
CHOLESTEROLU

Poczatkowo wydawalo sig, ze r6zne role seladyny 1: anty-
apoptotyczna, antyoksydacyjna, enzymatyczna i transduk-
cyjna, sa catkiem odrebne. Jednak obecny stan wiedzy na
temat wzajemnych relacji poszczegdlnych wiasciwosci se-
ladyny 1 pozwala stwierdzi¢, ze dominujaca rola seladyny 1
jest aktywnos¢ enzymatyczna. To wlasnie w zwiazku z mo-
dulowaniem poziomu cholesterolu w btonie funkcja enzy-
matyczna, w mniejszym lub wigkszym stopniu, warunkuje
pozostate efekty wywierane przez seladyng 1. Stad role ja-
kie petni seladyna 1 beda tu opisane w aspekcie ich zwiazku
z aktywnoscia biatka jako enzymu biosyntezy cholesterolu.

Seladyna 1 pelni szczegdlnie wazna role w biosyntezie cho-
lesterolu, poniewaz stanowi pomost migdzy dwoma szlaka-
mi (ryc. 2). Redukujac wiazanie podwojne przy weglu 24
ostatniego prekursora cholesterolu, desmosterolu, selady-
na 1 stanowi ostatni enzym szlaku Blocha, natomiast redu-
kujac wiazanie podwdjne przy weglu 24 we wezesniejszych
prekursorach szlaku Blocha przekierowuje synteze¢ na szlak
Kandutscha i Russell [41]. Enzymatyczna aktywnos¢ sela-
dyny 1 jest najwazniejsza dla syntezy cholesterolu, a z ko-
lei cholesterol jest prawdopodobnie nieodzowny do prawi-
dtowego rozwoju i funkcjonowania organizmu ludzkiego.

Cholesterol, bedac jednym z gléwnych sktadnikéw bton ko-
morkowych ssakéw petni wiele funkcji: jego wlasciwosci
fizyczne pozwalaja na tworzenie w obrebie btony domen
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o odmiennej ptynnosci [3,64] bierze on udzial w interak-
cjach biatko-lipid [5] oraz utatwia funkcjonowanie biatek
btonowych [2,54]. W komérkach nerwowych wspéttwo-
rzy ostonki mielinowe. W przypadku zaburzenia zdolnosci
syntezy cholesterolu w embrionalnym rozwoju czlowieka
zachodza nieprawidlowosci, co wynika m.in. z zaburzenia
szlaku sygnalizacji Sonic Hedgehog [17]. Wynika to stad,
ze biatka nalezace do rodziny Hedgehog odgrywaja role
modulatoréw wzrostu i morfogenezy, i aby petni¢ funkcje
sygnalizacyjna musza by¢ zmodyfikowane poprzez kowa-
lencyjne zwigzanie cholesterolu.

Desmosteroloza bedaca wynikiem mutacji genu DHCR24
nalezy do grupy zaburzeri wrodzonych zwiazanych z nie-

prawidiowym przebiegiem procesu biosyntezy choleste-
rolu na poziomach pdzZniejszych niz etap syntezy skwa-
lenu [32]. Te wady genetyczne objawiaja si¢ powaznymi
nieprawidtowosciami w rozwoju i w wigkszosci przypad-
kéw prowadza do zmian neurofizjologicznych, co suge-
ruje wazna rolg cholesterolu w utrzymywaniu homeosta-
zy moézgu. Jednak to, ze desmosteroloza jest zaburzeniem
letalnym moze Swiadczyé zaréwno o istotnosci roli cho-
lesterolu, toksycznosci desmosterolu, jak i istotnosci po-
zaenzymatycznych funkcji seladyny 1. Jednym z krokéw
w wyjasnianiu tego problemu byto wyhodowanie myszy
pozbawionych jednego lub obydwu alleli genu DHCR24,
co pozwolito na obserwacje wszystkich nastgpstw niedo-
boru badz braku cholesterolu w warunkach in vivo.
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METODY 0ZNACZANIA SELADYNY 1

Do badania ekspresji genu DHCR24 na poziomie mRNA
wykorzystywano technike RT-PCR [8,10,20,22,26,31,35,
40,44,47,49,50], Northern blotting [21,30,35,61], a takze
hybrydyzacje otrzymanego przez odwrotng transkrypcje
cDNA z mikromacierzami DNA [10]. Poziom biatka sela-
dyny 1 w komoérkach oznaczano metoda Western blotting
z uzyciem otrzymanych przez Greeve i wsp. kréliczych po-
liklonalnych przeciwciat skierowanych przeciwko fragmen-
towi sekwencji aminokwasow (od 203 do 218 reszty amino-
kwasowej) seladyny 1 [30,48,49,57,73] lub z zastosowaniem
komercyjnie dostepnych krdliczych przeciwciat poliklonal-
nych skierowanych przeciwko N-koiicowemu fragmentowi
seladyny 1 [40].

Komorki wykazujace nadekspresje genu DHCR24 otrzymy-
wano w wyniku transfekcji komérek wektorem pEGFP-N1
zawierajacym sekwencje¢ otwartej ramki odczytu seladyny 1
[16,30,40]. Wyciszenie ekspresji genu DHCR24 uzyskiwa-
no technikg interferencji RNA z uzyciem siRNA, ktérym
transfekowane byty komorki [40,48,73]. Wyhodowano réw-
niez myszy pozbawione jednego (DHCR24 +/-) lub oby-
dwu alleli (DHCR —/-) genu DHCR24 [14,52,53]. W bada-
niach majacych na celu okreslenie wewnatrzkomérkowego
umiejscowienia biatka seladyny 1 wykorzystywano tech-
niki immunofluorescencyjne [57,73] oraz fluorescencyjne
biatko fuzyjne DHCR24-GFP, wytwarzane w komérkach
stransfekowanych konstruktem EGFP-N1-DHCR24 [8,21].

Badania aktywnoSci enzymatycznej reduktazy
A*-3B-hydroksysterolowej byty oparte na detekcji zmian
w komérkowej zawartosci cholesterolu wzgledem desmo-
sterolu. Do oznaczen desmosterolu i cholesterolu w komor-
kowym ekstraktach lipidowych stosowano techniki: GC-MS
[8,10,16,48,69], HPLC [47], HPTLC [20,21].

Stosowanymi w badaniach inhibitorami aktywnosci reduk-
tazy A*-3B-hydroksysterolowej byty triparanol [53] oraz
5,22E-cholestadien-3-ol [16].

Zdolnos¢ wiazania sig seladyny 1 z biatkiem p53 i bloko-
wania w ten sposob interakcji p5S3-MDM?2 badano z zasto-
sowaniem rekombinowanego biatka GST-seladyna 1 oraz
rekombinowanego biatka Flag-p53. Zachodzenie powyz-
szych interakcji stwierdzano metodg precypitacji rekombi-
nowanych biatek i immunoblotingu wykorzystujacego prze-
ciwciata anty-Flag i anty-GST, na podstawie wystgpowania
prazkéw odpowiadajacych poszczegdlnym kompleksom
biatek (MDM2 zwiazane z Flag-p53, MDM2 niezwiaza-
ne z Flag-p53, GST-seladyna 1 zwiazane z Flag-p53) [73].

Do badania aktywnosci zmiatajacej seladyny 1 wzgledem
rodnikéw uzywano komercyjnego zestawu do fluorescen-

cyjnej detekcji katalazy [46].

Weiyw zaBURZENIA EKSPRESII DHCR24 NA ORGANIZMY MYSZY

Myszy heterozygotyczne DHCR?24 +/—rozwijaly si¢ w spo-
sob prawidtowy i dozywaty dorostego wieku bez wigkszych
probleméw zdrowotnych, ale z umiarkowanym (istotnym
statystycznie) obnizeniem poziomu cholesterolu. W moé-
zgu tych myszy Srednia zawarto$¢ cholesterolu w btonach
spadta 0 29%, a catkowity poziom w komérce o 15%, za-

warto$¢ desmosterolu znacznie wzrosta (prawie 6-krotnie),
a poziom produktu katabolizmu cholesterolu 24-hydrok-
sycholesterolu zmalat o okoto 25% w poréwnaniu do za-
wartosci w mézgach myszy dzikich. Crameri i wsp. zano-
towali réwniez zmiany w sktadzie i funkcjonowaniu tratw
lipidowych [20].

Natomiast u myszy DHCR24 —/— nie wykryto mRNA se-
ladyny 1, w mézgu nie stwierdzono obecnosci choleste-
rolu, a zawarto$¢ 24-hydroksycholesterolu spadta o 97%,
wzrést natomiast poziom desmosterolu (50-krotnie) [20].
Myszy DHCR?24 —/— wyhodowane przez Wechslera i wsp.
w chwili urodzenia byty o 25% mniejsze od dzikich, byty
bezptodne, miaty mniej tkanki tluszczowej podskornej
umiejscowionej w okolicy krezki, a neurony osrodkowe-
go uktadu nerwowego cechowat widoczny spadek mieli-
nizacji. Stwierdzono prawidlowy profil syntezy kwaséw
z6tciowych, ale ograniczeniu ulegta synteza kwasu cho-
lowego, koniecznego do prawidtowej absorpcji choleste-
rolu i lipidéw. Ponadto, watroby myszy DHCR24 —/— za-
wieraly trzy razy mniej fitosteroli niz myszy typu dzikiego.
Poréwnawcza analiza patomorfologiczna wykazata, ze
u myszy DHCR24 —/— w wieku 3 miesigcy poza jadrami
wszystkie organy mialy prawidtowa strukture [70]. Z ko-
lei Crameri i wsp. u myszy DHCR24 —/— zaobserwowa-
li ograniczenie ruchéw i dermopatig restrykcyjng — letal-
na wade wrodzong zwiazang z nagromadzeniem wody
w komorkach naskérka (zjawisko to obserwowano row-
niez u ludzi z desmosteroloza) [52,53]. Zaburzenie to ob-
jawia si¢ gtadka, napigta skora bez zmarszczek, znacznie
uwodnionym naskérkiem, zaburzeniem struktury i funk-
cji warstwy rogowej naskdérka. Moze to by¢ wynikiem
obserwowanych zaburzein w procesie réznicowania kera-
tynocytow oraz zmian dystrybucji ceramidéw wspéitwo-
rzacych z cholesterolem funkcjonalng barierg epidermal-
na. Ponadto, pojawienie si¢ akwaporyny 3 w nietypowych
dla jej profilu ekspresji komérkach naskérka odzwiercie-
dla znaczacy wzrost przyswajania i zawartosci glicerolu,
co z kolei wiaze sig¢ ze wzrostem zawartosci wody w tej
warstwie skory [52].

Gdy myszy z niedoborem ktéregokolwiek z pozostatych
enzymoOw biosyntezy cholesterolu umieraty w stadium
embrionalnym, myszy DHCR24 —/— sa zywotne, chociaz
dane na temat maksymalnej dtugosci zycia sg rozbiez-
ne (kilka dni — Mirza i wsp.; 1 miesiagc Crameri i wsp.;
3 miesigce — Wechsler i wsp.). Jednak przy catkowitym
braku cholesterolu dozycie tego wieku nie bytoby moz-
liwe [20]. Dojrzewanie embrionu i rozwoj postnatalny
tych myszy sa mozliwe, poniewaz w przeciwienistwie do
cztowieka, u myszy funkcjonuje mechanizm zapewnia-
jacy przechodzenie cholesterolu przez tozysko. Stad cho-
lesterol z krwi heterozygotycznej matki uzupetnia niedo-
bor cholesterolu w fazie embrionalnej, natomiast dalsza
zywotnos$¢ moze by¢ zwiazana z zastapieniem choleste-
rolu przez desmosterol lub z innym niewyjasnionym me-
chanizmem [20].

Pod wzgledem identycznosci aminokwas6w biatko selady-
na 1 myszy jest w 97% homologiczne z biatkiem ludzkim
i przy zatozeniu, ze petni ono takie same funkcje w orga-
nizmie myszy i cztowieka, dane na temat wptywu niedo-
boru tego biatka stanowia wazny punkt odniesienia dla ba-
dan in vitro z zastosowaniem ludzkich linii komérkowych.
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ZNACZENIE POZIOMU CHOLESTEROLU DLA ZACHODZENIA PROCESOW
ZWIAZANYCH Z CHOROBA ALZHEIMERA

Patogeneze ChA zaczegto wiazaé z metabolizmem chole-
sterolu, gdy stwierdzono, ze posiadanie allelicznego wa-
riantu a4 apolipoproteiny E (begdacej gléwnym transpor-
terem cholesterolu w mézgu) stanowi gtéwny czynnik
ryzyka zachorowania na ChA. Wykazano, ze allel a4 ob-
niza Sredni wiek zachorowania na ChA oraz ze wystgpuje
on u 40-60% chorych [19,63].

Badania prowadzone pod katem udziatu zmian poziomu cho-
lesterolu w etiologii ChA dostarczaly z jednej strony wiele
doniesieni 0 obnizonym poziomie cholesterolu u chorych na
ChA, a z drugiej strony danych o tym, Ze to wzrost poziomu
cholesterolu sprzyja rozwojowi ChA [32,76]. Zwolennicy
tego ostatniego stanowiska twierdzili, ze wzrost poziomu
cholesterolu wzmaga wytwarzanie -amyloidu w mode-
lach in vitro oraz zwierzecych modelach ChA. Zgodnie
z tym pogladem badania epidemiologiczne wskazywaty,
ze terapia statynami moze dziata¢ ochronnie przed zacho-
rowaniem na ChA, jednak kliniczne korzysci ptynace ze
stosowania statyn mogty by¢ réwniez wynikiem ich dzia-
fania niezwiazanego z poziomem cholesterolu w mézgu,
a mianowicie wpltywu na krazenie mézgowe oraz proce-
sy zapalne [60]. Ponadto, wigkszo$¢ statyn nie przekracza
bariery krew—mozg, a te ktére to czynia (np. lowastatyna
i simwastatyna) hamuja wytwarzanie pgcherzykow synap-
tycznych, tworzenie dendrytéw i rozgalezien aksonalnych
[32]. Stad obserwowane dziatania statyn na organizm obej-
muja réwniez trudny do oszacowania wplyw statyn na ko-
morki uktadu nerwowego. Powyzszy nurt badan dotyczyt
holistycznego ujgcia zmian poziomu cholesterolu w orga-
nizmie. Nie rozpatrywano oddzielnie poziomu cholestero-
lu w osoczu i wewnatrzkomoérkowej zawartosci cholesterolu
w btonach. Natomiast rozgraniczenie znaczenia wahan po-
ziomu cholesterolu w tych dwdéch pulach ma duze znaczenie
zwlaszcza w przypadku uktadu nerwowego, gdzie choleste-
rol jest wytwarzany lokalnie de novo, stad jego btonowa za-
wartos¢ jest niezalezna od poziomu w 0soczu.

Biorac pod uwagg, ze biatko prekursorowe amyloidu (APP)
jest biatkiem btonowym i ze sposéb jego degradacji ma pod-
stawowe znaczenie dla rozwoju ChA, w badaniach skon-
centrowanych na wyjasnieniu mechanizmu kontrolujace-
go trawienie APP zwr6cono szczeg6lng uwage na wpltyw
cholesterolu na ten proces. W warunkach fizjologicznie
prawidlowych ponad 90% APP podlega trawieniu przez
[B-sekretaze w obregbie N-koricowej domeny zewnatrzko-
morkowej, a nastgpnie w obrgbie domeny transblonowe;j
jest trawione przez y-sekretazg, w wyniku czego powsta-
je nietoksyczny, rozpuszczalny produkt koricowy — peptyd
P3. Prawie 10% APP ulega rozpadowi w wyniku alterna-
tywnego sposobu trawienia. W szlaku tym bierze udziat
B-sekretaza (BACE), ktéra w pierwszej kolejnosci odci-
na N-koricowy fragment APP, a nastgpnie domena trans-
membranowa trawiona jest przez y-sekretazg¢. W rezulta-
cie powstaje toksyczny produkt koficowy, skladajacy sie
7 40-42 reszt aminokwasowych, zwany -amyloidem [62].
W zwiazku z mata wydajnoscia trawienia typu B oraz ak-
tywnoscia enzyméw degradujacych B-amyloid, w warun-
kach fizjologicznie prawidtowych nie ulega on nagroma-
dzeniu. Natomiast w warunkach patologicznych nastgpuje
intensyfikacja alternatywnego sposobu trawienia APP.

Zaréwno APP, jak i enzymy biorace udziat w jego proteo-
lizie sa biatkami btonowymi i ich rozmieszczenie w btonie
jest uwarunkowane zawartoscig cholesterolu, ktéry organi-
zuje btong w przedziaty rézniace si¢ migdzy soba ptynno-
Scia. Cholesterol jest komponentem zapewniajacym struktu-
ralng integralno$¢ mikrodomen tratw lipidowych. Btonowe
tratwy lipidowe to mate (50—100 nm), heterogeniczne, wy-
soce dynamiczne domeny bogate w cholesterol i sfingo-
lipidy, stanowiace przedzial dla niektérych proceséw ko-
morkowych i mogace tworzyé wigksze platformy przez
interakcje wystepujacych w nich biatek z innymi biatka-
mi i lipidami [12]. Wprawdzie nie udato si¢ jeszcze opra-
cowaé metody pozwalajacej na bezposrednia obserwacje
i/lub izolacj¢ tratw lipidowych, niemniej zaklada sig, ze
tratwy lipidowe wystepuja w uporzadkowanej cieklej fa-
zie btony i dzigki temu sa bardziej odporne na rozpuszcza-
nie w detergentach niejonowych. Stad uznaje si¢, ze sktad
tratw w komoérkach do pewnego stopnia odpowiada tzw.
btonom odpornym na detergenty (DRM) [12]. Ustalono ze
APP wystepuje w btonie komérkowej zaréwno w obrebie
DRM, jak i poza nimi. W DRM umiejscowione sa takze
niektére z enzymoéw degradujacych B-amyloid: powstaja-
ca z plazminogenu plazmina, IDE (enzym degradujacy in-
suling) oraz neprylizyna [14,39,42].

Ponadto, najnowsze badania dowodza, ze APP i o-sekretaza
wystepuja gtéwnie w przedzialach blony niezwiaza-
nych z tratwami lipidowymi, podczas gdy BACE i kom-
pleks y-sekretaz wystgpuja w obregbie tratw blony aparatu
Golgiego i péZznych endosoméw [67]. Stad uwaza sig, ze
umiarkowany spadek poziomu cholesterolu w btonie neuro-
néw hipokampa (<25%) powoduje dezorganizacjg tratw, co
prowadzi do zwigkszenia czgstosci kontaktu BACE z APP
i wzrostu wytwarzania B-amyloidu [1,20]. Z kolei drastycz-
ny spadek poziomu cholesterolu (>35%) powoduje zahamo-
wanie aktywnosci BACE i y-sekretazy i w zwiazku z tym
nastepuje spadek wytwarzania B-amyloidu (mimo bezpo-
Sredniego kontaktu BACE 1 y-sekretazy z APP) (ryc. 1)
[1]. Powyzsza hipotezg dotyczaca wptywu zmian poziomu
btonowego cholesterolu na metabolizm APP postawiono
na podstawie obserwacji zjawisk zachodzacych zaréwno
w btonach neuronéw hipokampa transgenicznych myszy,
jak 1 neuronéw hipokampa pacjentéw z ChA [1].

Zaobserwowano rowniez, ze umiarkowana utrata chole-
sterolu blonowego, spowodowana np. obnizeniem pozio-
mu ekspresji seladyny 1 w neuronach, powoduje nie tyl-
ko zmiang drogi przetwarzania APP na szlak generujacy
B-amyloid [1,20], ale takze szybsze i wzmozone wiazanie
wydzielonych oligomeréw B-amyloidu z btona komérek
nerwowych. W rezultacie wzrasta przepuszczalnos¢ blo-
ny, nastgpuje zmiana dystrybucji jondw wapnia wewnatrz
eksponowanych komérek i dochodzi do stresu oksyda-
cyjnego [15,16]. Zgodnie z przewidywaniami, pozytyw-
na korelacj¢ migdzy nadekspresja seladyny 1 i wzrostem
opornosci na toksycznos$é B-amyloidu wykazano w bada-
niach prowadzonych na liniach komoérek neuroglejaka H4
[28] 1 nerwiaka zarodkowego SH-SYSY [16,20]. Wobec
tego, ze opornosé na toksycznosé agregatéw [-amyloidu
w takim samym stopniu zwigkszata zawartos¢ blonowego
cholesterolu za pomoca PEG-cholesterolu, jak i nadeks-
presja seladyny 1 [16,30], zatozono, ze neuroprotekcyj-
ne dziatanie tego bialka jest wynikiem jego funkcji en-
zymatycznej.W komoérkach z nadekspresja seladyny 1
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oprécz wzrostu poziomu cholesterolu bonowego obser-
wowano brak aktywnosci BACE, aktywacj¢ plazminoge-
nu i spadek wytwarzania -amyloidu [20]. Stad, nizsza
generacja B-amyloidu w tych komérkach moze byé wy-
padkowa dwdch proceséw: skierowania szlaku degradacji
APP na drogg trawienia przez B-sekretaze oraz trawienia
B-amyloidu przez plazming, gdyz btony bogate w chole-
sterol w wigkszym stopniu wiagza plazminogen [16,20].

Chociaz w powyzszych badaniach rozpatrywano jedynie
znaczenie niedoboru cholesterolu w warunkach obnizo-
nej ekspresji seladyny 1, to z eksperymentow przeprowa-
dzonych na modelach mysich wiadomo, ze cholesterol jest
prawdopodobnie zastgpowany w btonach przez desmoste-
rol. Stad nasuwa si¢ pytanie, w jakim stopniu desmosterol
moze funkcjonalnie zastapi¢ cholesterol i w jakim stopniu
odmienne wlasciwosci desmosterolu moga si¢ przyczyniac
do patogenezy choroby Alzheimera.

FUNKCJE CHOLESTEROLU A DESMOSTEROL

Podczas gdy wystgpowanie innych prekursoréw choleste-
rolu w btonach komoérkowych jest szeroko rozpowszech-
nione, desmosterol obficie wystepuje jedynie w btonie ko-
morkowej astrocytéw i plemnikéw [45,56].

Wprawdzie desmosterol moze zamiast cholesterolu uczest-
niczy¢ w modyfikacji biatek Hedgehog, to stwierdzono, ze
zmodyfikowane desmosterolem biatka Sonic Hedgehog
w tkankowej hodowli neuronéw wykazywaly mniejsza
aktywnos¢ [18,53].

Wykazano, ze podwdjne wiazanie miedzy weglami C24
i C25 w desmosterolu zmienia jego konformacj¢ w od-
niesieniu do cholesterolu, stad ma on bardziej nachylo-
na ptaszczyzne w stosunku do fosfolipidéw btonowych
i tworzy mniej upakowang strukture tratw lipidowych [65].

Wykorzystujac proteoliposomy jako model tratw lipido-
wych stwierdzono, ze aktywnos¢ BACE w uktadzie z de-
smosterolem jest zblizona do aktywnosci w uktadzie z cho-
lesterolem, podczas gdy w obecnosci 7-ketocholesterolu
aktywnos$¢ BACE jest mniejsza [38].

Wplyw obecnosci desmosterolu na aktywnosé BACE oce-
niano takze na podstawie eksperymentow przeprowadzo-
nych na myszach. W mézgach 3-tygodniowych myszy
DHCR24 —/- cholesterol nie wystgpowal, a jego brak byt
w 50% kompensowany obecnoscia desmosterolu, czemu
towarzyszyl spadek aktywnosci plazminy i BACE oraz
zmniejszone wytwarzanie B-amyloidu. Wyniki wspieraja
hipoteze, ze drastyczny spadek poziomu cholesterolu (po-
wyzej 30%) powoduje zahamowanie aktywnosci zwiaza-
nych z tratwami enzymoéw zaangazowanych w metabolizm
APP. Nie oznacza to, ze desmosterol nie zastgpuje funk-
cjonalnie cholesterolu, ale w tych warunkach wzrost po-
ziomu desmosterolu nie jest dostateczny, by méc zniwe-
lowa¢ skutek obnizenia poziomu cholesterolu, za czym
przemawiaja obserwacje procesow zachodzacych u 16-ty-
godniowych myszy.

W mézgach 16-tygodniowych myszy DHCR24 —/— cho-
lesterol byt catkowicie zastapiony przez desmosterol,
a B- i y-sekretazy wykazywaty petna aktywnos¢, czemu

towarzyszyto wytwarzanie -amyloidu [41]. Na tej pod-
stawie mozna stwierdzi¢, ze chociaz desmosterol tworzy
mniej stabilne tratwy lipidowe, to nie wptywa to w znaczacy
sposob na aktywnos¢ enzymoéw trawiacych APP w szlaku
amyloidogennym. Tym samym jesli spadek ekspres;ji sela-
dyny 1 powoduje wzrost aktywnosci szlaku amyloidogen-
nego, to bezposrednia tego przyczyna, w Swietle powyz-
szych wynikéw badan, nie moze by¢ obnizenie poziomu
cholesterolu, gdyz jest ono kompensowane przez wzrost
zawarto$ci desmosterolu w btonach.

Sugeruje to, ze obserwowany efekt wynika z innego me-
chanizmu niz zmiana aktywnosci czy umiejscowienia en-
zyméw wzgledem substratu.

Zatozenie to znajduje potwierdzenie w rezultatach badan
Crameriego i wsp., ktére wskazuja, ze ekspresja selady-
ny 1 jest konieczna do swoistej rekrutacji lipidéw i biatek
do DRM oraz ze niedobdr tego biatka powoduje dezorga-
nizacj¢ DRM zwiazang z nieprawidtowa lokalizacja bia-
fek i lipidow [20].

Inng struktura btonowa, w ktérej tworzeniu uczestniczy
cholesterol, a jej funkcjonowanie mogloby ulec zmianie
w obecnosci desmosterolu, sg kaweole. Stanowia one sta-
bilne wpuklenia blony komérkowej, ktérych rdzen lipido-
wy buduja sfingolipidy i cholesterol, a od tratw lipidowych
r6znig si¢ obecnoscia kaweoliny — palmitylowanego biatka
integralnego blony, wiazacego cholesterol. Nie stwierdzono
obecnosci kaweol w komérkach nerwowych. Gtéwna rola
kaweoliny 1, podlegajacej ekspresji w niemal wszystkich
tkankach, jest bezposrednie wiazanie cholesterolu i zapew-
nienie w ten sposob jego statej puli koniecznej do tworze-
nia wpuklen [47]. Chociaz niektére funkcje kaweol sa te-
matem spordéw, stwierdzono zaangazowanie tych struktur
w endocytoze, transport cholesterolu, regulacje przekaz-
nictwa sygnatéw, a takze w proces nowotworzenia [24,72].
Badania Lu i wsp. wykazuja, ze w obregbie kaweoli w em-
brionalnych fibroblastach myszy wystepuja receptory insuli-
ny (IR), a pozbawienie tych komdrek cholesterolu powodu-
je zaburzenie struktury kaweol i odtaczenie si¢ od nich IR
[46,47]. Zjawisko to prowadzi do zaburzenia efektéw wy-
wotywanych przez insuling, takich jak fosforylacja IRS-1
(substratu receptora insuliny) i uczestniczacych w szlaku
antyapoptotycznym biatek Akt i Bad. Stad zaburzenie ak-
tywnosci insuliny w zwiazku z brakiem cholesterolu w ko-
morkach DHCR24 —/— MEF jest przynajmniej czgSciowo
odpowiedzialne za apoptoze tych komérek [47]. Chociaz
w badaniach tych nie oszacowano wptywu, jaki zastapie-
nie cholesterolu desmosterolem moze mie¢ na ekspono-
wanie IR przez kaweole, to Westermann i wsp. stwierdzi-
li, ze desmosterol w mniejszym stopniu niz cholesterol
stabilizuje kaweole. Moze to by¢ zwiazane z mniejsza hy-
drofobowoscia desmosterolu, co z kolei moze wptywac na
plynnos¢ blony i zmieniac strukture kaweol [71]. W opar-
ciu o przyktad zaburzenia szlaku zwiazanego z insuling
mozna przyjaé, ze rowniez wiele innych szlakow sygnali-
zacji zwigzanych z kaweolami moze ulega¢ zahamowaniu
w warunkach braku ekspresji DHCR24. Jednak w Swietle
ostatnich badan, w ktérych autorzy wskazuja, ze zastapie-
nie cholesterolu desmosterolem w komérkach HeLLa w nie-
wielkim stopniu obniza integralnos$¢ btony czy tworzenie
kaweol [37], znaczenie desmosterolu dla funkcjonalnosci
kaweol jest dyskusyjne.
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Stwierdzono natomiast réznice miedzy desmosterolem
i cholesterolem na poziomie regulacji transkrypcji niekt6-
rych genéw. Badania in vitro Yanga i wsp. wykazaty, ze de-
smosterol z jednej strony hamuje szlak SREBP-2, a z dru-
giej strony aktywuje receptory jadrowe z grupy LXR [77].
SREBP-2 i SREBP-I1c¢ to czynniki transkrypcyjne nalezace
do rodziny biatek wiazacych sterolowy element regulacyj-
ny (sterol regulatory element-binding proteins - SREBP).
Reguluja one ekspresj¢ genéw zaangazowanych w home-
ostaze lipidowa i cholesterolowa [78]. SREBP-2 preferen-
cyjnie aktywuje geny metabolizmu cholesterolu, podczas
gdy SREBP-1c preferencyjnie aktywuje geny metabolizmu
kwaséw ttuszczowych i tréjglicerydéw [34]. Geny obu tych
czynnikéw moga by¢ aktywowane w konsekwencji spad-
ku poziomu steroli. U myszy DHCR24 +/— obserwowano
wzrost ekspresji SREBP-1c w poréwnaniu do SREBP-2, co
prawdopodobnie odzwierciedla to, ze SREBP-1c (w prze-
ciwienistwie do SREBP-2) jest jednym z genéw aktywo-
wanych przez LXR. Natomiast u myszy DHCR24 —/— cal-
kowity brak cholesterolu i zastapienie go desmosterolem
powoduje silng aktywacjg genéw stymulowanych przez LXR
oraz mechanizmy kompensujace brak cholesterolu [33].

Badano takze wpltyw zastapienia cholesterolu desmoste-
rolem na syntez¢ kwaséw zotciowych. Klasyczny szlak
syntezy kwaséw zoélciowych rozpoczyna si¢ hydroksyla-
cja cholesterolu przez enzym CYP7A1, za$ droga alterna-
tywna zaczyna si¢ hydroksylacja prowadzona przez enzym
CYP27. Chociaz wykazano, ze desmosterol moze petnic¢
role prekursora kwaséw zélciowych w obu drogach ich
syntezy, to u myszy DHCR24 +/— nie stwierdzono by de-
smosterol byt substratem dla Cyp7al. Ponadto wykaza-
no, ze desmosterol jest bardziej efektywnym substratem
Cyp27 niz cholesterol. Moze to wynika¢ stad, ze czynni-
kiem limitujacym aktywnos¢ Cyp27 wzgledem choleste-
rolu jest transport cholesterolu do wewnetrznej btony mi-
tochondrialnej, podczas gdy desmosterol moze przenikac
przez lipofilne blony w znacznie wigkszym stopniu [33].

SELADYNA 1/CHOLESTEROL A STRES OKSYDACYJNY

Od momentu odkrycia zmian ekspresji seladyny 1 w ChA
przypisywano jej dziatanie antyoksydacyjne i antyapop-
totyczne.

Juz Greeve i1 wsp. stwierdzili, ze nadekspresja seladyny 1
chroni komérki przed stresem oksydacyjnym i apopto-
za wywotanymi nadtlenkiem wodoru i B-amyloidem po-
przez hamowanie aktywacji kaspazy 3 [30]. Stwierdzono,
ze w warunkach ostrego stresu oksydacyjnego nastgpu-
je trawienie seladyny 1 do biatka 40 kDa przez kaspazy
(gtéwnie kaspaze 6), a powstajace biatko jest prawdopo-
dobnie nieaktywne. W zwiazku z tym, Greeve i wsp. po-
stawili hipotezg, ze zaréwno produkt trawienia seladyny
1 o masie 40 kDa, jak i sam spadek transkrypcji DHCR24
stanowia sygnal proapoptotyczny [30].

Wu i wsp. opisali w 2004 r. kolejna role seladyny 1 jako
mediatora w szlaku odpowiedzi na stres oksydacyjny i akty-
wacj¢ onkogenu Ras. Wedtug nich, seladyna 1 moze uczest-
niczy¢ w tym samym mechanizmie odpowiedzi na RFT,
zainicjowanym zaréwno bezposrednio przez stres oksyda-
cyjny, jak i przez aktywacje Ras (ryc. 1). Wynika to stad,
ze z aktywacja biatka Ras zwiazana jest nie tylko inicja-

cja transformacji nowotworowej, ale takze przedwczesne
starzenie si¢ komoérek poprzez generacj¢ RFT i nastgpuja-
cg po nim akumulacje p53 i p16INK4a [43].

Wykazano, ze seladyna 1 jest bezposrednim regulatorem
aktywnosci p53, gdyz hamuje nastgpujaca w odpowie-
dzi na stres oksydacyjny interakcj¢ miedzy p53 a MDM2.
W rezultacie nastgpuje spadek zaleznej od MDM?2 ubi-
kwitynacji p53 i nagromadzenie si¢ zaktywowanego p53
w komoérce, w wyniku czego nastgpuje zatrzymanie cyklu
komoérkowego. Jak wykazala analiza sekwencji, zaanga-
zowanie seladyny 1 w regulacje interakcji p53 z MDM2
umozliwiaja dwie sasiadujace ze soba regiony seladyny 1:
homologiczny z miejscem wigzania MDM2 na p53 (Box
P) i homologiczny z miejscem wiazania pS3 na MDM?2
(Box F) [73]. Ponadto aktywnos$¢ seladyny 1 w regulacji
pS3 jest niezalezna od jej funkcji enzymatycznej, gdyz mu-
tacja DHCR24 N294T/K306N, ktéra blokuje aktywnos¢
enzymatyczng biatka, nie ma wplywu na interakcje sela-
dyny 1 z p53 [40,73]. Wu i wsp. stwierdzili, ze seladyna 1
nie wptywa na aktywacj¢ Ras ani generowanie RFT, stad
w szlaku odpowiedzi na stres oksydacyjny i przedwcze-
snym starzeniu seladyna 1 musi dziata¢ jako efektor RFT,
oddziatujacy na szlak p53. Rezultaty tych badan pozwoli-
ly na przypisanie seledynie 1 nieoczekiwanej dotad funk-
cji w integracji sygnaléw w odpowiedzi na stres onkogen-
ny i oksydacyjny.

Ponadto, Kuehnle i wsp. zaobserwowali, ze w komérkach
nerwiaka zarodkowego (SH-SYS5Y) w nastgpstwie ostre-
go stresu oksydacyjnego nie pojawiaja si¢ zadne produk-
ty trawienia seladyny 1 (jak twierdzili Greeve i wsp.), ale
nastgpuje wzrost ekspresji seladyny 1, co nadaje komor-
kom odpornos¢ na toksyczne dziatanie nadtlenku wodoru.
Jednoczesnie, wraz ze wzrostem zawartosci cholesterolu
w komorkach nerwiaka zarodkowego (zaréwno poprzez
wprowadzenie egzogennego cholesterolu, jak i w wyniku
nadekspresji DHCR24) obserwowany byt wzrost fosfory-
lacji kinaz Akt i ERK, ktére uczestnicza w sygnalizacji za-
angazowanej w przezycie komorki i sa aktywowane m.in.
przez RFT [51]. Na tej podstawie stwierdzono, ze wysoki
poziom seladyny 1 chroni komérke przed stresem oksyda-
cyjnym poprzez mechanizm angazujacy czynniki sprzyja-
jace przezyciu komorek (takie jak Akt) i jest to zwiazane
z udziatem domen bogatych w cholesterol w szlakach prze-
kazZnictwa sygnatéw aktywowanych przez stres oksydacyjny.

Jednak, te same badania wykazaty, ze paradoksalnie réwniez
niski poziom seladyny 1 stanowi czynnik sprzyjajacy prze-
zyciu komoérek nerwiaka zarodkowego. Zaobserwowano,
ze w warunkach dtugotrwatej ekspozycji komoérek na stres
oksydacyjny nastgpuje obnizenie poziomu seladyny 1 oraz
znaczny spadek poziomu p53. Stad uznano, ze seladyna 1
musi dziata¢ ochronnie na komérki w dwojaki sposéb.

Wysoki poziom seladyny 1 zwigksza stabilizacje zaakty-
wowanego p53, jednak nie nastgpuje zatrzymanie cyklu
komoérkowego czy apoptoza, poniewaz przewaza mecha-
nizm ochronny zwiazany ze wzrostem poziomu choleste-
rolu. Tymczasem w warunkach niskiego poziomu selady-
ny 1, chociaz mechanizm zwigzany z cholesterolem nie
moze odgrywac roli ochronnej przed stresem oksydacyjnym,
jak tlumacza Kuehnle i wsp., za wzmozonga odpornos¢ na
stres oksydacyjny odpowiada wéwczas obnizona stabiliza-
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cja aktywowanego p53, a co za tym idzie spadek ekspresji
gendw aktywowanych przez p53 i uczestniczacych w pro-
cesie apoptozy lub zatrzymania cyklu komérkowego [40].

Ponadto, chociaz domena seladyny 1 zaangazowana w syn-
tezg cholesterolu nie uczestniczy w interakcji z p53, okazuje
sig, ze sygnalizacja szlaku Ras jest modulowana w zalezno-
Sci od zawartosci blonowego cholesterolu oraz wystgpowa-
nia DRM [23, 58]. Sugeruje to, ze zmiany poziomu ekspre-
sji seladyny 1 moga si¢ przyczynia¢ do patogenezy choréb
neoplastycznych i/lub neurodegeneracyjnych zaréwno za-
leznie od cholesterolu, jak i niezaleznie, poprzez modula-
cj¢ szlakow przezycia i §mierci komorki [20].

Z kolei Lu i wsp. zaobserwowali zwigkszone wytwarzanie
RFT w mysich fibroblastach embrionalnych wyizolowanych
z myszy DHCR24 —/—. W komoérkach z przywrécong eks-
presja DHCR24 wystapit spadek generacji RFT. Zjawisko
to thumaczono zmiatajacymi wolne rodniki wiasciwosciami
seladyny 1 (ryc. 1). Na podstawie badania aktywnosci anty-
oksydacyjnej poszczegdlnych fragmentéw biatka seladyny
1 okreslono, ze za zdolno$¢ do enzymatycznej dekompo-
zycji nadtlenku wodoru odpowiada N-koncowy fragment
biatka (od 1 do 395 reszty aminokwasowej). Okazalo sig, ze
seladyna 1 wykazuje zaledwie kilkakrotnie nizsza aktyw-
no$¢ wzgledem rozktadu nadtlenku wodoru (1,3+0,5x10°
mol/s/mol biatka) w poréwnaniu z aktywnoscia katalazy
oznaczang w tych samych warunkach (7,3+1,4x10° mo-
I/s/mol biatka) [46]. W kontekscie aktywnosci zmiatacza
wolnych rodnikéw, seladyna 1 moze réwniez chroni¢ miej-
sce swej lokalizacji — retikulum endoplazmatyczne — przed
stresem spowodowanym nieprawidtowym sktadaniem bia-
ek, nadmiernym wiazaniom disiarczkowym i nastgpujaca
w wyniku tego generacja RFT [75].

PobsumowaniE

Seladyna 1 zapewniajac wlasciwy poziom cholesterolu
przyczynia si¢ do zachowania prawidtowego sktadu i funk-
cji tratw lipidowych oraz zapewnia prawidtowy przebieg
wielu innych proceséw zaleznych od cholesterolu.

PismiENNICTWO

Chociaz poczatkowo trudno byto rozstrzygnaé, czy obnize-
nie ekspresji seladyny 1 jest efektem czy przyczyna zmian
fizjopatologicznych zachodzacych w chorobie Alzheimera,
to z perspektywy dzisiejszego stanu wiedzy mozna przy-
puszczad, ze to spadek aktywnosci seladyny 1 lezy (przy-
najmniej czg¢Sciowo) u podstaw tych zaburzen.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze obnizenie pozio-
mu cholesterolu w btonach zwiazane ze spadkiem ekspresji
seladyny 1 powoduje nasilenie si¢ amyloidogennego me-
chanizmu degradacji APP. Jednak, jak wskazuja ekspe-
rymenty przeprowadzone na myszach, wraz ze spadkiem
poziomu cholesterolu stopniowo nastgpuje nagromadze-
nie w btonach desmosterolu. Z kolei badania in vitro wy-
kazaty, ze w obecnosci desmosterolu BACE i -sekretaza
zachowuja taka sama aktywnos¢ jak w przypadku chole-
sterolu. W zwiazku z tym przekierowanie szlaku trawie-
nia APP na tor amyloidogenny prawdopodobnie nie jest
zwigzane ze spadkiem poziomu cholesterolu, kiedy jest on
zastgpowany przez desmosterol, wynika natomiast z zabu-
rzenia aktywnosci seladyny 1 wzgledem organizacji tratw
lipidowych. Natomiast w zakresie, w jakim w organizmie
cztowieka zastgpowanie blonowego cholesterolu przez
desmosterol jest w znacznym stopniu ograniczone, sela-
dyna 1 wplywa na metabolizm APP i szlaki sygnalizacji
zwigzane z tratwami lipidowymi gléwnie poprzez modu-
lacje¢ poziomu cholesterolu.

Negatywne nastgpstwa obnizenia ekspresji seladyny 1 to
z jednej strony spadek poziomu cholesterolu prowadza-
cy do wzrostu wytwarzania i nagromadzenia 3-amyloidu,
a w konsekwencji kumulacja wewnatrzkomdrkowego wap-
nia do poziomu toksycznego dla komoérki oraz wywotanie
stresu oksydacyjnego. Jednak niedobdr seladyny 1 moze
si¢ przyczyniaé do ograniczenia roli tego biatka w przeka-
zywaniu sygnatu w odpowiedzi na stres oksydacyjny, do
ostabienia mechanizmu enzymatycznej obrony antyoksyda-
cyjnej oraz do aktywacji kaspazy 3 prowadzacej do apop-
tozy. Stad, biatko seladyna 1 wszechstronnie uczestniczy
w utrzymaniu komoérkowej homeostazy redoks i migdzy
innymi w ten sposob stanowi czynnik neuroprotekcyjny.
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