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HMG-CoA REDUKTAZA — KLUCZOWY ENZYM W BIOSYNTEZIE IZOPRENOIDOW |
CHOLESTEROLU

WSTEP

Cholesterol jest zwigzkiem nieodzownym
dla prawidtowej czynnosci komorek eukarioty-
cznych. Jako skiadnik bton biologicznych ucze-
stniczy w regulacji ich struktury i funkcji po-
przez wptyw na aktywnosc¢ wielu enzymow bto-
nowych oraz decyduje o ich ptynnosci i prze-
puszczalnosci. Cholesteroljest ponadto prekur-
sorem wszystkich innych steroiddw, takich jak:
hormony steroidowe, witmina D, kwasy z6tcio-
we. Transport cholesterolu zachodzi z udziatem
lipoprotein osocza krwi (VLDL, LDL, HDL). W
ostatnich latach wykazano réwniez, iz choleste-
rol odgrywa bardzo istotng i wazna role w pra-
widlowej embriogenezie (Farese i Herz 1998).
Szczegolna rola cholesterolu zwigzana jest z
tworzeniem struktur i utrzymaniem prawidto-
wej funkcji centralnego ukiadu nerwowego
(Wehr 1980, Brown i Goldstein 1986, Motul-
sky 1986, Russell 1992, Hinson i wspétaut.
1997, Laufsa i wspOtaut. 1997a,b ,Bellosta i
wspotaut. 1998, Farese | 1998, Fu i
wspotaut. 1998).

Cholesterol komoérek eukariotycznych po-
chodzi z dwoch Zrodet, a mianowicie z we-
wnatrzkomoérkowej syntezy de novo oraz chole-
sterolu dostarczonego z zewnatrz drogg endo-
cytozy. Wigczanie i rozprowadzanie cholestero-
lu zachodzi z udziatem lipoprotein (LDL) osocza.

Herz

U cztowieka synteza de novo wynosi 700-800
mg dziennie. Z pozywieniem dostarczane jest
przecietnie 300-500 mg cholesterolu dziennie.
Jego dzienny metaboliczny obroét jest nastepu-
jacy: 400 mg przeksztatcane jest w kwasy z6t-
ciowe, 50 mg w hormony steroidowe i wlgczane
w blony podczas czynnego podziatu komorki,
600 mg jest wydalane. W wiekszosci komorek
ssakéw zachodzi endogenna synteza choleste-
rolu, niemniej jednak gtdwnym miejscem jego
syntezy sg: watroba, jelito i miesnie szkieletowe
(SZNAJDERMAN | MICHAJLIK 1979, RUSSELL 1992,
Loirdighi iwspétaut. 1997, Farese iHerz 1998,
Accad i Farese 1998).

Kazda komodrka organizmu cztowieka i kre-
gowcéw dysponuje szeregiem mechanizméw
dla utrzymania homeostazy wewnatrzkomor-
kowego stezenia cholesterolu. Z uwagi na
zmienna dostawe cholesterolu z zewnatrz, wy-
nikajaca z r6znego spozycia cholesterolu w die-
cie, system syntezy de novow komorce podlega
precyzyjnej regulacji przez ukiad sprzezen
zwrotnych na poziomie transkrypcji, translacji
i bezposredniej regulacji aktywnosci kluczo-
wych enzyméw szlaku biosyntezy. Proces wia-
czania endogennego cholesterolu dodatkowo
podlega regulacji poprzez wptyw na synteze bia-
tek receptorowych, system biatek zaangazowa-

Stosowane skroty: AA — kwas askorbinowy, CHO — komorki jajnika chomikoéw chinskich, DHA — kwas
dehydroaskorbinowy, ER — retikulum endoplazmatyczne, HDL — lipoproteiny o duzej gestosci, LDL —
lipoproteiny o matej gestosci, MDH — kwas monodehydroaskorbinowy, NADP+ — fosforan dinukleotydu
nikotynamindoadeninowego, forma utleniona, NADPH — fosforan dinukleotydu nikotynamindoadeninowe-
go, forma zredukowana, NOS — syntaza tlenku azotu, reduktaza HMG-Co0A - reduktaza 3-hydroksy-3-mety-
loglutaiylo-CoA, SCAP — biatko aktywujgce proteolityczne rozszczepienie SREBP (SREBP cleavage activating
protein), SRE — element regulatorowy wrazliwy na sterol (sterol regulatory element), SREBPs — biatka
wigzgce sie z SRE (sterol regulatory element binding protein), VLDL — lipoproteiny o bardzo malej gestosci.
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nych w proces transportu oraz endocytozy
(Wehr 1980, Motulsky 1986, Brown i Goldste-
in 1986, Fielding | Fielding 1997).
Wielorako$¢ oddziatywani cholesterolu na
funkcje komdrek organizméw zwierzecych w
warunkach nieprawidtowej homeostazy prowa-
dzi do szeregu schorzen, w szczegélnosci do
dysfunkcji systemu waskularnego, nieprawid-
towego wydalania z6kci, zaburzern embriogene-
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zy, nieprawidtowej proliferacji komérek (nowo-
twory), zaburzen w funkcji uktadu nerwowego
(choroba Niemanna-Picka, Alzheimera, psycho-
patie i choroby depresyjne) (Rudling i wspot-
aut. 1997, sakai iwspoétaut. 1997, Yasunobu i
wspotaut. 1997, Bucher i wspotaut. 1998,
Griffin i wspétaut. 1998, Hernandez-Perera i
wspétaut. 1998, wood iwspotaut. 1999).

BIOSYNTEZA CHOLESTEROLU

Synteza cholesterolu (Schemat 1) odbywa
sie w siateczce Srédplazmatycznej i cytosolu
komdérki. Substratem wyjsciowym jest acetylo-
CoA. Reakcje biosyntezy zapoczatkowuje en-
zym cytozolowy — tiolaza, kondensacjg dwéch
czasteczek acetylo-CoA z utworzeniem aceto-
acetylo-CoA. W wyniku kondensacji acetoace-
tylo-CoA z kolejng czasteczka acetylo-CoA kata-
lizowang przez syntaze 3-hydroksy-3-metylo-
glutarylo-CoA (syntaza HMG-CoA), powstaje 3-
hydroksy-3-metylo-glutaiylo-CoA (HMG-CoA).
HMG-CoA jest przeksztatcany w dwuetapowej
reakcji redukcji z udziatem NADPH i mikroso-
malnego enzymu reduktazy 3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-CoA (reduktaza HMG-CoA).
Reakcja ta, ktérej produktem jest mewalonian,
podlega wielorakiej kontroli poprzez ukiad
sprzezen zwrotnych, jak rowniez poprzez mody-
fikacje kowalencyjng. Mewalonian podlega pro-
cesowi fosforylacji, w wyniku czego powstaje
kilka aktywnych zwigzkéw posrednich, jak: 5-
fosforan mewalonianu, 5-pirofosforan mewalo-
nianu i 3-fosfo-5-pirofosforan mewalonianu.
Etapy fosforylacji katalizowane sg przez kinazy:
mewalonianowg i fosfomewalonianowg. W ko-
lejnej reakcji dekarboksylacji mewalonianu,
katalizowanej przez dekarboksylaze pirofo-
sfomewalonianowg, powstaje aktywna jedno-
stka izoprenoidowa — izopentenylopirofosforan
(IPP). Nastepnie zachodzi izomeryzacja izopen-
tenylopirofosforanu przez izomeraze izopente-
nylo-pirofosforanowa, w czasie ktérej dochodzi
do przesuniecia wigzania podwodjnego i wytwo-
rzenia pirofosforanu dimetyloalilu. Pirofosforan
dimetyloalilu kondensuje z druga czasteczka
izopentenylopirofosforanu i powstaje 10-weglo-
wy zwigzek posredni — pirofosforan geranylu
(GPP). Reakcje katalizuje cis-prenylotransfera-
za. Nastepuje kolejna kondensacja z izopen-
tenylopirofosforanem (IPP) prowadzaca do po-
wstania pirofosforanu farnezylu (FPP). Po wy-
tworzeniu pirofosforanu farnezylu (FPP) izopre-
noidowa droga biosyntezy rozgatezia sie na
szlak syntezy zwigzkow steroidowych oraz
trans- i cis-izoprenoidowych.

W szlaku steroidowym, w wyniku konde-
nsacji dwoch czgsteczek FPP przy koncu piro-
fosforanowym, powstaje zwigzek 30-weglowy —
skwalen. Reakcje katalizuje enzym siateczki
srodplazmatycznej — syntaza skwalenu. Kolej-
na reakcja cyklizacji katalizowana jest przez
lanosterocyklaze 2,3-oksydoskwalenowg, gru-
pa metylowa przy Ci4 zostaje przeniesiona do
Ci3, a grupa metylowa z Cs do Cl4 i powstaje
lanosterol. Przeksztatcenie lanosterolu w chole-
sterol (16 reakcji) zachodzi rowniez w btonach
siateczki Srédplazmatycznej i obejmuje zmiany
w pierscieniu steroidowym oraz w tancuchu
bocznym. Posrednimi zwigzkami sa miedzy in-
nymi: zymosterol i desmosterol. Koncowa re-
akcjgw syntezie cholesterolujest redukcja pod-
wdjnego wigzania w taricuchu bocznym (Sznaj-
derman i Michajlik 1979, Ashby i Edwards
1989, Russell 1992, Tanaka i wspotaut. 1990,
Stryer 1997, Bishop i wspétaut. 1998, Henck i
wspétaut. 1998, Honda i wspotaut. 1998a, b,
Lopez i wspoOtaut. 1998).

Przedstawiony w uproszczeniu szlak bio-
syntezy cholesterolu w tkankach zwierzat, poza
syntezg sterolowego produktu koricowego w
szlaku steroidowym, dostarcza réwniez nieod-
zownych zwigzkéw dla prawidtowego funkcjo-
nowania komorki w szlaku przemian niesteroi-
dowych. Produktami przemian szlaku nieste-
roidowego sa: dolichol, taricuchy izoprenowe
dla syntezy hemu A i ubichinonéw, farnezyl i
geranyl oraz izopentenylo-adenozyno-tRNA.

U roslin, niezaleznie od biosyntezy izopre-
noidéw i steroli drogg mewalonianows (Janiszo-
wska 1972, Turowska 1972, Sliwowski 1974,
Czerpak 1993, Bajguz i Czerpak 1995), fun-
kcjonuje niedawno wykryty szlak biosyntezy
niezalezny od mewalonianu. Substratami wyj-
Sciowymi w procesach biosyntezy izoprenoidéw
sa: produkt dekarboksylacji kwasu pirogrono-
wego — hydroksyetylopirofosforan tiaminy i al-
dehyd 3-fosfogliceiynowy, ktére w kolejnych
reakcjach ulegajg przeksztatceniu w izpen-
tenylopirofosforan (Raederstorff i Rohmer
1998, Rohmer i wspotaut. 1993, schwender i
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Schemat 1. Biosynteza i przemiany mewalonianu — z oznaczeniem wazniejszych uktadow regulacyjnych

przez sprzezenie zwrotne.
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wspotaut. 1996). Szlak ten po raz pierwszy
zostat wykryty i opisany przez Rohmera i wspot-
pracownikéw w 1988 roku (Flesch i Rohmer
1988).

Z badan nad wptywem poziomu LDL osocza
na homeostaze cholesterolu w hodowlach tkan-
kowych fibroblastéw szczurzych i ludzkich wy-
nika, iz o prawidtowej syntezie zwigzkéw oby-
dwu drég przemian decydujg kumulatywne me-
chanizmy regulacyjne aktywnosci syntazy i re-
duktazy mewalonianu realizowane z udziatem
cholesterolu LDL i cholesterolu syntetyzowane-
go de novo, jak rowniez stezenie mewalonianu i
produktéwjego przemian. Przyktadowo zwigzki
takie jak: farnezylu pirofosforan i izopentenylu
pirofosforan hamujg aktywnos¢ kinazy mewa-
lonianu. Cholesterol LDL hamuje réwniez syn-
taze skwalenu, aktywnos$¢ jej jednak nie jest
zahamowana catkowicie i enzym, dziatajgc w
warunkach niepetlnego wysycenia, zapewnia
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synteze cholesterolu dla prawidtowego przebie-
gu syntezy hormonoéw steroidowych, dla odno-
wy i budowy struktur btonowych komoérki. Poza
tym, wyzsze powinowactwo enzymow kluczo-
wych w szlaku niesteroidowym do farnezylu
pirofosforanu zapewnia staty doptyw zwigzkéw
syntetyzowanych szlakami niesteroidowymi.
Mechanizmy regulacji aktywnosci reduktazy i
innych enzymow szlaku przemian mewalonia-
nu polegaja na bezposredniej modulacji aktyw-
nosci enzyméw poprzez modyfikacje kowalen-
cyjna polegajaca na fosforylacji i defosforylaciji,
jak i efekty allosteryczne, a takze na drodze
oddziatywan na procesy transkrypcji i transla-
cji.

Ro6znorodny wpltyw czynnikéw na aktyw-
nos¢ kluczowego enzymu przemian mewalonia-
nu, reduktazy HMG-CoA przedstawiony zosta-
nie w nastepnym rozdziale.

BUDOWA REDUKTAZY 3-HYDROKSY-3-METYLOGLUTARYLO KOENZYMU A

Reduktaza HMG-CoA (EC 1L 1 1 34) jest
glikoproteing zwigzanga z btonami retikulum
endoplazmatycznego. Enzym ten odgrywa klu-
czowa role w regulacji tempa biosyntezy chole-
sterolu i zwigzkow izoprenoidowych (wehr
1980, Roitelman i Shechter 1984, Liscum i
wspotaut. 1985, Edwards i wspoétaut. 1985,
Luskey i Stevens 1985, Peffley i Sinensky
1985, Woodward i wspotaut. 1988, Russell
1992, Loirdighi i wspétaut. 1997). Jak do tej
pory, tylko rodopsyna i HMG-CoA reduktaza z
komoérek jajnika chomika sg glikoproteinami z
w peini poznang strukturg pierwszorzedowg
(cyt. zawoodward iwspotaut. 1988).

Enzym z komorek jajnika chomika (CHO)
(Liscum i wspo6taut. 1985, Edwards i wspétaut.
1985) skiada sie z 888 aminokwaséw. Domena
N-terminalna czesci luminarnej retikulum
endoplazmatycznego taczy sie z hydrofring, cy-
tozolowg siedmioma petlami transbtonowymi.
C-terminalna domena (450-888) z regionem
katalitycznym znajduje sie w cytozolu komorki.
Obie domeny taczy region tgcznikowy (linker)
sktadajacy sie z 110 aminookwasow (340-449)
(Ryc. 1 przedstawia schematycznie strukture
reduktazy HMG-CoA). Masa czgsteczkowa en-
zymu wynosi 97 kDa. Enzymatyczng aktyw-
no$¢ wykazuje réwniez fragment reduktazy o
masie 62 kDa, ktéry moze by¢ uwolniony z bton
retikulum endoplazmatycznego przez endogen-
ne proteazy. Dalsze trawienie egzogennymi pro-
teazami prowadzi do wytworzenia rozpuszczal-
nego fragmentu o masie 53 kDa, bez utraty
aktywnosci enzymatycznej. Enzym jest glikozy-

lowany w N-terminalnym fragmencie na 281
asparaginie.

Badania sekwencji cDNA u innych gatun-
kéw zwierzat i u cztowieka sugeruja, ze struktu-
ra obu domen — btonowej i cytoplazmatycznej
jest wysoce konserwatywna.

Ludzka reduktaza wyizolowana z nadnerczy
ptodu (Luskey i Stevens 1985) zbudowana jest
réwniez z 888 aminokwaséw. N-korcowa dome-
na btonowa wykazuje 69% homologii z chomi-
czym enzymem i posredniczy w regulacji degra-
dacji enzymu w obecnosci steroli. Katalityczna
domena C-konicowa jest réwniez wysoce kon-
serwatywna i wykazuje 61% homologii z odpo-
wiednig partia chomiczego enzymu. Odcinek
tacznikowy cechujg wieksze roznice i najnizszy
stopien homologii — 51%. N-glikozylowanajest
podobnie jak HMG-CoA reduktaza jajnikow
chomika na 281 asparaginie.

Reduktaza HMG-CoA oocytowjezowca (Wo-
odward i wspétaut. 1988) zbudowana jest na-
tomiast z 932 aminokwasow. N-terminalny od-
cinek btonowy (1-340), silnie hydrofobowy, jest
potaczony z odcinkiem cytoplazmatycznym
(537-932, 395 reszt aminokwasowych) hydro-
filnym linkerem (341-536, 196 reszt amino-
kwasowych). N-terminalna i C-terminalna
czes¢ wykazujg odpowiednio 61% i 65% homo-
logii z odpowiednimi partiami reduktazy chomi-
ka. Dla domeny linkera stopieri homologii wy-
nosi 30%; czes¢ ta wykazuje najwyzsza hydro-
filnos¢ ijest bogata w sekwencje PEST, co czyni
enzym bardzo podatnym na dziatanie proteaz.
HMG-CoA reduktaza oocytéw jezowca zawiera
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Ryc. 1 Schematyczna struktura reduktazy HMG-CoA (wedtug Liskuma i wspétaut. 1985).

trzy potencjalne miejsca N-glikozylacji w regio-
nie C-terminalnym w pozycji 850, 886 i 930
oraz jedng na asparaginie odcinka N-terminal-
nego w pozycji 279 (Woodward i wspélaut.
1988). Reszta glikozylowa we wszystkich HMG-
reduktazach zwréconajest do Swiatta bton reti-
kulum endoplazmatycznego.

Okres poéttrwania HMG-reduktazy zwiaza-
nej ze strukturg bton wynosi 2-4 godziny. En-
zym strukturalnie zwigzany z btonamijest wra-
zliwy na regulacyjne oddziatywanie steroli i na
procesy jego degradacji. Wedtug badan Gil i
wspotaut. (1985) enzym(y) proteolitycznie zde-
gradowany i uwolniony do cytozolu, o masie

czasteczkowej 60 kDa, wykazuje przedtuzony
okres poéHrwania wynoszacy 24 godziny i nie
jest juz podatny na dalszg proteolize. Z proce-
sami degradacji zwigzana jest rowniez zmniej-
szona transkrypcja mRNA HMG-CoA reduktazy
(Luskey i Stevens 1985). Wedtug Edwardsa i
wspotpr. (1985) funkcjonalny i strukturalnie
zwigzany z btonami enzym reduktazy HMG-CoA
z watroby szczurajest dimerem o masie czaste-
czkowej 204 kDa.

Homologie w budowie HMG-CoA reduktazy
z komoérek jajnika chomika, nadnerczy ptodu
cztowieka i oocytdéw jezowca przedstawiono na
Ryc. 2.

MECHANIZMY REGULACJI AKTYWNOSCI REDUKTAZY HMG-CoA

Reduktaza HMG-CoA jest centralnym pun-
ktem kontroli biosyntezy cholesterolu i podlega
regulacji na poziomie: transkrypcji genu redu-
ktazy, stabilnosci mRNA reduktazy, translacji i
degradacji biatka reduktazy. Aktywnos¢ enzy-
mu jest regulowana réwniez (cyt. za Russell
1992, Lopez i wspotaut. 1997) ptynnosciag bion
retikulum endoplazmatycznego. Modulacja
aktywnosci biatka enzymatycznego zachodzi z
udziatlem systemu hormonalnego (w tym cykl
zmian aktywnosci dobowej) oraz poprzez mody-
fikacje konformacji enzymu (efekty allosterycz-

ne) przez koncowy produkt przemian mewalo-
nianu — cholesterol metabolity posrednie. En-
zym pozostaje réwniez pod kontrolg statusu
oksydacyjno-redukcyjnego komoérki i aktywno-
sci enzymow proteolitycznych.

Zbiorczy obraz mechanizmoéw regulacyj-
nych przedstawiono na Ryc. 3.

Hormonalny ukfad regulacyjny zwigzany
jest z cAMP-zalezna modyfikacjg kowalencyjng
przez fosforylacje i defosforylacje. Forma aktyw-
ng enzymu jest nieufosfoiylowane biatko enzy-
matyczne, nieaktywnajest enzym ufosforylowa-
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Ryc. 2. Homologie w budowie reduktazy-3-hydroksy-3-metyloglutaiylo-CoA

a) chomik (komérkijajnika) (wedtug Liscuma i wspétaut. 1985, Edwardsa i wspétaut. 1985), b) cztowiek (nadnercza ptodu)
(wedtug Liskeya i Stevensa 1985), c) jezowiec (oocyty) (wdtug Woodwarda i wspétaut. 1988).

ny. Aktywacji i inaktywacji przez cAMP -zalezng
fosforylacje podlega réwniez fosfokinaza akty-
wujgca fosforylacje HMG-CoA reduktazy (Rus-
sell 1992, Griffin i wspétaut. 1998).

Pierwsze doniesienia o mechanizmach regu-
lacji aktywnosci enzymu poprzez modyfikacje
kowalencyjng fosfoiylacji pochodza z przetomu
lat 70. i 80. (Brown i wspoétaut. 1975, 1978,
1979; Brown i Goldstein 1980).

Ryc. 4 przedstawia mechanizm fosforylacji i
defosfoiylacji kinazy reduktazy HMG-CoA i re-
duktazy HMG-CoA. Hormonami wpltywajacymi
na aktywnos$¢ enzymu sg insulina, glukagon i
glukokortykoidy.

Na aktywnos¢ enzymu wptywa réwniez sta-
tus oksydacyjno-redukcyjny komorki. Enzym
wyizolowany z mikrosoméw kultur komoérek
limfatycznych lub Swiezych leukocytéw jest sil-
nie hamowany przez kwas askorbinowy (AA) i
jego utleniong pochodng — kwas dehydro-
askorbinowy (DHA). Najprawdopodobniej
aktywna forma odpowiedzialng za inhibicje re-
duktazy HMG-CoA jest kwas monodehydro-
askorbinowy (MDH). Inhibicja reduktazy zacho-
dzi przy fizjologicznych stezeniach kwasu
askorbinowego i dehydroaskorbinowego (0,2-
1,72 mM), co Swiadczy, ze zwigzki te moga

odgrywa¢ wazng role w regulacji endogennej
syntezy cholesterolu (Harwood i wspotaut.
1986). Ogoélnie wiadomo, ze niedobdér askorbi-
nianu powoduje wzrost stezenia cholesterolu w
surowicy i watrobie poprzez obnizenie katabo-
lizmu cholesterolu w szlaku przemian prowa-
dzacych do syntezy kwaséw zétciowych (Sznaj-
DERMAN i MICHAJLIK 1979).

U cztowieka wysokie dawki witaminy C
(500-4000 mg dziennie) obnizajg stezenie cho-
lesterolu i lipoprotein o matej gestosci (LDL) u
0sob chorych na hypercholesterolemie (Harwo-
od i wspélaut. 1986). Wedtug prac Hayski i
wspotpracownikéw oraz Finamore i wspoétpra-
cownikow, ktére ukazaly sie w latach 1974-
1977, obnizenie poziomu cholesterolu w suro-
wicy kroélikow zachodzi réwniez po podaniu w
diecie 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowe-
go (cyt. za Gniot-Szulzyckag 1982).

Wptyw monodehydroaskorbinianu na
aktywnos¢ reduktazy HMG-CoA mozna wyjas-
ni¢ tym, ze askorbinian i dehydroaskorbinian
sa kompetycyjnymi inhibitorami enzymow mi-
krosomalnych wykorzystujgcych w procesach
redukcyjnych NADPH (Harwood i wspétaut.
1986). Reduktaza HMG-CoA watroby szczura
jest allosterycznie hamowana przez utworzenie
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Ryc. 3. TApy regulacji aktywnosci reduktazy HMG-CoA poprzez wptyw na transkrypcje, translacje, trwatos¢

oraz modyfikacje biatka enzymatycznego.

mostkéw disulfidowych pomiedzy grupami
hydrosulfidowymi enzymu, co wywotuje efekt
allosteryczny ze zmiang konformacji enzymu i
kinetyki na typ sigmoidalny wzgledem NADPH.
Redukcja mostkéw disulfidowych przez fizjo-
logiczne stezenia glutationu lub ditiotreitolu
powoduje reaktywacje enzymu przez zmiane
kinetyki na hiperboliczng wzgledem NADPH.
W konwersji dehydroaskorbinianu do
monodehydroaskorbinianu uczestniczy gluta-
tion, stad mechanizmy regulacji stezenia gluta-
tionu w formie utlenionej i zredukowanej oraz
stosunek NADPH/ NADP sg wigczone réwniez
w procesy modulacji aktywnosci reduktazy
HMG-CoA i biosyntezy cholesterolu (Roitelman
iShechter 1984, Harwood i wspoétaut. 1986).

Estrogeny i ich syntetyczne pochodne (stil-
bestrol, trans-stilben) obnizajg poziom chole-
sterolu w surowicy krwi i aktywnosé reduktazy
HMG-CoA w watrobie szczuréw. Efekt ten jest
prawdopodobnie spowodowany wzmozeniem
transportu cholesterolu z osocza do watroby za
posrednictwem receptora LDL. Cholesterol
uwolniony z lipoprotein LDL zahamowuje redu-
ktaze HMG-CoA i watrobowg steroidogeneze
(Brown i Goldstein 1986, Bogustawski i tap-
kowska 1990, tapkowska | Bogustawski 1997).

Najliczniejsza grupa prac z ostatnich lat
dotyczy badan nad regulacjg aktywnosci redu-
ktazy HMG-CoA i leczenia hypercholesterole-
mii, hyperlipidemii oraz arteriosklerozy (Alau-
poyic i wspotaut. 1997, Bisgaier i wspoétaut.
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Ryc. 4. Regulacja reduktazy HMG-CoA przez procesy fosforylacji i defosforylacji.

1997, Bishoff i wspotaut. 1997, Huff i Burnet
1997, Johnston i Palmer 1997a,b , Muramatsu
i wspotaut 1997, Naoumova i wspétaut. 1997,
Ooi i wspotaut. 1997, Sakai | wspotaut. 1997,
Yasunobu i wspotaut. 1997, Bellosta i wspot-
aut. 1998, Berglund i wspotaut. 1998, Bocan
i wspétaut. 1998, Bucher i wspétaut. 1998). Od
dawna wiadomo, ze obnizenie poziomu chole-
sterolu w surowicy krwi ludzi zmniejsza ryzyko
zachorowalnosci na chorobe wiericowg, miaz-
dzyce naczyn i udar mézgu.

Regulacyjna rola cholesterolu bedacego
produktem przemian mewalonianu znana jest
juz od szesédziesieciu lat. W 1933 roku Scho-
enheimer wraz z wspotpracownikami (Schoen-
heimer I Breusch 1933), po raz pierwszy wyka-
zali, ze synteza cholesterolu zwieksza sie u
myszy karmionych dietg niskocholesterolows.
Nastepnie w latach 50. Gould i wspétaut.
(1953) wykazali, iz inkorporacja [14C] octanu
przez skrawki pobrane z tkanek psow i krélikéw
zmniejsza sie do 2% w stosunku do wartosci
kontrolnych, po suplementacji diety zwierzat
cholesterolem.

System zahamowania aktywnosci enzyma-
tycznej HMG-CoA reduktazy przez koncowy
produkt szlaku przemian — cholesterol, jest
jednym z pierwszych poznanych mechanizméw
regulacji przez sprzezenie zwrotne. Obecnie
wiadomo, ze zaréwno cholesterol z syntezy en-
dogennej, jak i dostarczony komérkom wraz z
LDL lipoprotein wigczony drogag endocytozy, od-
powiada za uktad zahamowania syntezy steroli
w komdérce przez zmniejszenie aktywnosci
HMG-CoA reduktazy, syntazy HMG-CoA i syn-
tazy skwalenu (Schemat 1). Przy stezeniu LDL
wynoszgcym 30-50 ggZ/cm3w hodowlach ludz-
kich fibroblastéw stwierdzono tylko 2% wyjscio-
wej aktywnosci HMG-CoA reduktazy. Enzym
nie ulegat jednak nigdy 100% zahamowaniu
(Dietschy | Siperstein 1967, Endo i wspotaut.
1976, Brown i wspotaut. 1978, Goldstein i
Brown 1990, Lopez i wspétaut. 1997, Bocan i
wspotaut. 1998). Aktywnos¢ enzymu jest row-
niez hamowana przez siarczan cholesterolu
(Wittiams i wspotaut. 1985), lecz mechanizm
hamowania nie jest znany.
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Zahamowanie szlaku biosyntezy steroli z
mewalonianu na poziomie reduktazy HMG-CoA
i syntazy skwalenu nastepuje réwniez z udzia-
tem skwalenu (Schemat 1). Przy 0,8 mM steze-
niu skwalenu notowano 80% hamowanie
aktywnosci HMG-CoA reduktazy. Zachowana
aktywnosé enzymow HMG-CoA reduktazy oraz
syntazy skwalenu pozostaje jednak wystarcza-
jaca dla podtrzymania proceséw komoérek kodo-
wych uwarunkowanych doptywem izoprenoi-
déw i steroli. Zwigzki te sa nieodzowne dla
utrzymania prawidtowej struktury bton, wyko-
rzystywane sg w procesach syntezy hormonow
steroidowych, ubichinonéw, wprenylacjibiatek
i w syntezie glikoprotein.

W uktad sprzezen zwrotnych wigaczone sg
réwniez metabolity szlaku biosyntezy izopre-
noidow. Kluczowym enzymem w mechani-
zmach regulacyjnych zachodzgcych z ich udzia-
temjest cytozolowa kinaza mewalonianu (Tana-
ka i wspotaut. 1990, Hinson i wspotaut. 1997,
Bishop i wspotaut. 1998). Inhibitorami kinazy
mewalonianu sg: pirofosforan geranylu, pirofo-
sforan izopentenylu i pirofosforan adenozyno-
tRNA (Schemat 1). Dziatanie wyzej wymienione-
go zwigzkoéw polega na przytaczeniu sie ich do
miejsca wigazacego ATP przez kinaze, co w kon-
sekwencji uniemozliwia jej dziatanie. Niski po-
ziom cholesterolu uaktywnia kinaze mewalo-
nianu (Bishop i wspodtaut. 1998). Regulacja
szlakow przemian mewalonianu przez sprzeze-
nie zwrotne ma miejsce gtéwnie w watrobie
(Lopez iwspodtaut. 1997), w innych tkankachjej
brak lub tez ma odmienny przebieg (Dietschy i
Siperstein 1967, Bocan i wspdolaut. 1992). W
szczegoblnych przypadkach (nowotwory watro-
by) mechanizm sprzezen zwrotnych nie fun-
kcjonuje (Brown i wspotaut. 1973, Siperstein
1984, Lopez i wspétaut. 1997).

Sterole roslinne (sitosterol, kampesterol,
stigmasterol, avenosterol) sg absorbowane z po-
zywienia w ilosci ponizej 5% i prawdopodobnie
nie odgrywaja waznej roli jako inhibitory sprze-
zenia zwrotnego w regulacji enzymow szlaku
biosyntezy cholesterolu u oséb zdrowych. Sito-
sterol gromadzi sie w duzej ilosci w osoczu i
tkankach osob z sitosterolemig (ok. 10-15%
catkowitej ilosci steroli). U pacjentéow tych
aktywnos¢ i ilos¢ biatka reduktazy HMG-CoA
jest znacznie zredukowana (Jones 1997, Honda
iwspotaut. 1998b).

Do catkowitego zahamowania reduktazy
HMG-CoA dochodzi w obecnosci kompetycyj-
nych inhibitoréw tego enzymu bedacych analo-
gami strukturalnymi HMG-CoA. Pierwszym po-
znanym byta kompaktyna. Wzory strukturalne,
nazwy i synonimy kilku inhibitorow HMG-CoA
reduktazy bedacych analogami strukturalnymi
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HMG-CoA podano na Ryc. 5. 98% zahamowa-
nie aktywnosci HMG-CoA reduktazy zachodzi
juz przy 2 jiM stezeniu kompaktyny, a 40 gM
stezenie catkowicie hamuje aktywnosé¢, nie-
mniej jednak metodami immunologicznymi w
obecnosci kompaktyny lub innych analogéw
strukturalnych HMG-CoA stwierdza sie wzrost
syntezy mRNA HMG-CoA reduktazy i wzrost
ilosci biatka enzymatycznego, cho¢ jego aktyw-
Nnos¢ nie ujawnia sie (Brown i Goldstein 1980,
Bisgaier | wspoOtaut. 1997, Ness i wspotaut.
1998a). Wedtug Bisgaiera i wspotaut. (1997)
zawartos¢ mRNA dla HMG-CoA reduktazy w
watrobie szczurzych samic po diecie z atorva-
statyngwzrasta 17,2-krotnie, lovastatyng 10,7-
krotnie, simvastatyng 4,1-krotnie, pravastaty-
na 2,5-krotnie.

Mozliwos¢ zahamowania syntezy endogen-
nego cholesterolu przez analogi strukturalne
HMG-CoA byly impulsem do poszukiwania
zwigzkow wykazujgcych dziatanie hypolipi-
demiczne i antysklerotyczne. Stwierdzono, iz
inhibitory tej grupy wywotujg swe efekty po-
przez oddziatywanie na genom, na przykiad:
przezwzmozong ekspresje receptora LDL, redu-
kcje syntezy LDL-apoB, w wyniku ktorej
zmniejsza sie konwersja VLDL-apoB w LDL (Ne-
gre-Aminou i wspotaut. 1997) przez wpltyw na
ekspresje acylo-CoA: cholesterol acylotransfe-
raze (ACAT) i system biatek uczestniczacych w
endocytozie.

Badania oddziatywan kilkunastu inhibito-
réw reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
CoA przeprowadzono zaréwno w hodowlach
tkankowych (Brown i wspétaut. 1978, Brown |
Goldstein 1980), jak i na zwierzetach (Amin i
wspotaut. 1993, Bischoff i wspolaut. 1997,
Lopez | wspoOlaut. 1997, Lopez i Ness 1997,
Yasunobu iwspétaut. 1997, Bocan i wspotaut.
1998, Ness i wspotaut. 1998b); niektdre z nich
sg juz stosowane w terapii hyperlipidemii,
hypercholesterolemii i nadcisnienia tetniczego
u ludzi (Alaupovic i wspotaut. 1997, Murama-
tsu i wspotaut. 1997, Naoumova i wspétaut.
1997, Ooi iwspoétaut. 1997, Berglund iwspot-
aut. 1998, Hernandez-Perera i wspo6taut.
1998)

Atorvastatyna (Ooi i wspétaut. 1997, Alau-
povic i wspotaut. 1997) nie wykazuje efektow
toksycznych u ludzi w dawkach dziennych wy-
noszacych 10-20 mg i moze by¢ stosowana w
leczeniu hypercholesterolemii i hyperlipidemii z
pozytywnym skutkiem. Obnizenie stezenia cho-
lesterolu po zastosowaniu atorvastatyny i lova-
statyny waha sie w granicach 27-33%. W bada-
niach na zwierzetach wykazano, iz atorvastaty-
na normalizuje stezenie cholesterolu zaréwno
W surowicy, jak i w watrobie (Lopez i wspotaut.
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Ryc. 5. 1-6.

1997). W warunkach wysokiej podazy choleste-
rolu w diecie, poziom jego w surowicy czesto
utrzymuje sie w normie, lecz w watrobie jest
znacznie podwyzszony.

Innym efektem farmakologicznym niekté-
rych inhibitoréw HMG-CoA reduktazyjest efekt
hypotensyjny, wynikajacy z wptywu na ekspre-
sje syntazy tlenku azotu (NOS) i endotelin. Ator-
vastatyna (Hernandez-Perera i wspoétaut.
1998) i simvastatyna (Laufs i wspétaut. 19973,
b), ktore aktywuja odpowiednio ekspresje endo-
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teliny ET-1 i NOS, znalazty zastosowanie w
leczeniu nadcisnienia tetniczego.

Jak do tej pory, najefektywniejszym (z uwagi
na mozliwos¢ stosowania bardzo niskich ste-
zen) w leczeniu hypercholesterolemii i hyper-
lipidemii wydaje sie by¢ syntetycznie uzyskana
cervastatyna, ktorej efekty farmakologiczne
ujawniaja sie juz w dawce 2 ag/kg wagi zwie-
rzecia. Dla poréwnania podobne dziatanie lova-
statyna wywotuje w dawce 0,3 mg/kg wagi
zwierzecia (Bischoff i wspotaut. 1997).
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Ryc. 5. 7-10. Wzory strukturalne, nazwy i synonimy kilku inhibitoréow kompetycyjnych reduktazy HMG-CoA

Na uwage zastuguje rowniez antyprolifera-
cyjne dziatanie niektérych inhibitoréw redukta-
zy 3-hydroksy-3-metyloglutaiylo-CoA.

W komoérkach miesni gltadkich w obecnosci
inhibitoréw kompetycyjnych reduktazy HMG-
CoA zachodzi zahamowanie procesow prolifera-
cji. Efekty te ujawniajg sie juz w stezeniach
subhypolipidemicznych (Negre-Aminou i
wspétaut. 1997, Bellosta i wspétaut. 1998).
Aktywnosci antyproliferacyjne inhibitorow
HMG-CoA reduktazy sa rézne (Negre-Aminou i
wspotpr. 1997). Najnizszym indeksem anty-
proliferacyjnym dla komérek miesni gtadkich,
badanych w hodowlach tkankowych cechuje sie
pravastatyna, 1C25= 38 pM, najwyzszym ceriva-
statyna, 1C25 = 0,02 pM. Posrednie wartosci
indeksu ustalono dla lovastatyny, simvastaty-
ny, atorvastatyny, fluvastatyny, dla ktérych
IC25 waha sie w zakresie 0,2-1,0 pM (IC25 to
stezenie inhibitora, ktére wywotuje zahamowa-
nie proliferacji w 25%). Wszystkie wymienione
vastatyny wykazujg podobne dziatanie hypo-
lipidemiczne, lecz zawsze w wyzszych steze-

niach od ustalonych dla ujawnienia efektéw
antyproliferacyjnych.

Dziatanie antyproliferacyjne inhibitorow
HMG-CoA reduktazy moze by¢ wykorzystane w
leczeniu arterosklerozy. Zastosowanie terapii
musi by¢jednak poprzedzone badaniami mode-
lowymi z uzyciem kultur tkankowych i doktad-
nie przetestowane na zwierzetach z uwagi na
ewentualng toksycznosé¢ tych zwigzkéw. Nie-
ktére ze znanych inhibitoréw oprécz efektéw
hypolipidemicznych i antyproliferacyjnych wy-
kazujg wilasciwosci teratogenne. Przykiadem
vasatyny z wlasciwosciami teratogennymi jest
lovastatyna (cyt. za Henck i wspotaut. 1998).
Inne zwiagzki, takiejak: simvastyna i fluvastyna
cho¢ nie wykazujg wtasciwosci teratogennych
wptywajgjednak niekorzystnie na rozwoj i prze-
zywalnosc¢ ptodow szczurdw, stad inhibitory re-
duktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA
winny by¢ stosowane z wielkg ostroznoscig w
szczegoblnosci w czasie cigzy.

Brak zahamowania biosyntezy izoprenoi-
déw i steroli wobec mevinoliny u roslin i bakterii
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doprowadzit do wykrycia niezaleznego od me-
walonianu szlaku biosyntezy izoprenoidéw, o
czym wspomniano juz we wstepie niniejszej
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pracy (Rohmer i wspotaut. 1993, Schwender
i wspotaut. 1996).

REGULACJA TRANSKRYPCJI GENU | TRANSLACJI mRNA REDUKTAZY HMG-CoA

Transkiypcyjna regulacja reduktazy 3-hy-
droksy-3-metyloglutarylo-CoA przez gtéwny
produkt koricowy — cholesterol byta przedmio-
tem intensywnych badan. Wiekszos¢ tych ba-
dan przeprowadzona zostata na komoérkach jaj-
nikéw chomikéw chiriskich (CHO). Dodanie
cholesterolu do $rodowiska hodowlanego ko-
morek znacznie obniza poziom mMRNA redukta-
zy HMG-CoA, co wskazuje na transkrypcyjna
kontrole aktywnosci genu reduktazy tych ko-
morek (Lopez i wspéltaut. 1997) przez choleste-
rol, koncowy produkt szlaku jego biosyntezy.
Stwierdzono réwniez, ze nadmiar cholesterolu

pochodzacy z pozywienia znaczgco zahamowuje
biosynteze cholesterolu w watrobie (Accad i
Farese 1988, Chambers i Ness 1998, Honda, i
wspotaut. 1998a,b).

Koniecznym dla wywarcia hamujacego efe-
ktu wymogiem strukturalnym jest niezestiy-
fikowana grupa w pozycji 3 pierscienia steroi-
dowego. Obecnos¢ grupy ketonowej lub hydro-
ksylowej w pozycji 6, 7 lub 25 zwieksza znacznie
efekt. Wysunieto stad przypuszczenie, ze utle-
nione pochodne cholesterolu wystepujace w
Sladowych ilosciach razem z cholesterolem sg
wiasciwymi inhibitorami transkrypcji redukta-

Ryc. 6. Wzory cholesterolu i wazniejszych oksysteroli — stosowanych w badaniach nad indukcjg syntezy

MRNA dla reduktazy HMG-CoA.
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zy HMG-CoA (cyt. za w enr 1980). POZniejsze
badania wykazaty, ze oksysterole: 22-hydro-
ksycholesterol, 24-hydroksycholesterol, 24,25-
epoksychole-sterol i 7-ketocholesterol (Ryc.6)
sg skuteczniejszymi inhibitorami niz sam cho-
lesterol w regulacji jego biosyntezy (Accad i
Farese 1998, Christenson iWSpé’raut. 1998)

Za zalezng od steroli regulacje transkrypcji
odpowiedzialny jest region otaczajacy sekwen-
cje 5 korica genu reduktazy HMG-CoA. Zawiera
on 1 lub wiele kopii odmio nukleotydowej se-
kwencji 5-CACCECAC-3 okreslanej terminem
sterolowy element regulatorowy 1 (SRE 1, ang.
sterol regulatory element) (0sborne i Wspétaut.
1988, smith i wspotaut. 1988, Honda | WSPOt-
aut. 1998a, Chambers 1998, Ness |
wspétaut. 1998). Podobny element wystepuje
réwniez w promotorze genu receptora dla lipo-
protein o malej gestosci (receptor LbL) (Osbor-
ne 1 wspélaut. 1988, smith i wspotaut. 1988,
Laufsa iWSp()’raut. 1997, Lopez i Ness 1997),
syntazy HMG-CoA (EC 4.1.3.5) (smith i wspo6t-
aut. 1988, Hondaa i wspétaut. 1998a) i kinazy
mewalonianu (EC 2.7.1.36) (Tanaka i Wspétaut.
1990, Hinson i wspOtaut. 1997, Bishop | WSpO}-
aut. 1998).

W ostatnich latach zidentyfikowano biatka
SREBPs (ang. sterol regulatoiy element binding
proteins), ktére sg zwigzane z btonami endopla-
zmatycznego retikulum (ER) i wystepujgw przy-
blizeniu w tej samej ilosci w wiekszosci tkanek.
Spadek poziomu cholesterolu indukuje dwue-
tapowy proces proteolityczny, ktéry uwalnia
NH2 -koricowg czes¢ biatka o masie 68 kDa z
btony ER, zawierajgcg motyw kierujacy do ja-
dra. SREBP migruje dojadra i wigze siez SRE-1
aktywujac transkrypcje genu syntazy, redukta-
zy HMG-CoA, kinazy mewalonianowej i recep-
tora LDL (smith i wspoOtaut. 1988, Tanaka |
WSpélaut. 1990, Lopez iNess 1997) F’I’Oteolity-
czna aktywacja SREBP jest regulowana przez
inne zwigzane z btong biatko — SCAP (ang.

I Ness
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SREBP cleavage activiting protein). SCAP pra-
wdopodobnie zawiera domene wrazliwg na ste-
rol, ktéra kontroluje stezenie sterolu w blonie.
Przypuszcza sie, ze zmiany poziomu cholestero-
lu w blonie zmieniajg interakcje pomiedzy
SREBP i SCAP. Kiedy poziom sterolu jest niski,
SREBP jest rozszczepiane przez proteinazy i
czes¢ z koncem aminowym migruje do jadra
Goldstein 1997, Accad | Farese
1998). W obecnosci dostatecznej ilosci steroli
biatka regulatorowe nie sg aktywne i transkryp-
cja genu reduktazy HMG-CoA spada do pozio-
mu podstawowego (smith | wspotaut. 1988).

Wykazano poza tym, ze cholesterol pocho-
dzacy z pozywienia obniza réwniez skutecznie
translacje mMRNA reduktazy HMG-CoA przez
konwersje kompleksu aktywnie translacjono-
wanej formy polisomalnej do nieaktywnej
translacyjnie formy monosomalnej (Lopez |
wspotaut. 1997).

Niesterolowe zwigzki — pochodne mewalo-
nianu hamuja réwniez translacje mRNA redu-
ktazy HMG-CoA oraz przyspieszajg degradacje
biatka reduktazy HMG-COA (Simonet i Ness
1989, Canedella 1997, Hinson | WSpé’raut.
1997). Obnizenie syntezy mewalonianu powo-
duje zmniejszenie sie poziomu izoprenylowa-
nych biatek, ktére uczestniczg w regulacji pro-
cesu translacji i degradacji biatka reduktazy
HMG-COA (Russer1 1992).

Przedstawione w tym artykule procesy regu-
lacji aktywnos$ci reduktazy HMG-CoA sg ele-
mentem wielorakich mechanizméw zaangazo-
wanych w kontrole komodrkowej homeostazy
stezenia cholesterolu. Godnym podkres$lenia
jest, iz rozne tkanki dysponujg odrebnymi ze-
stawami procesow regulacyjnych, a dokiadne
ich poznanie umozliwia stosowanie Srodkow
farmakologicznych (inhibitory kompetycyjne
reduktazy HMG-CoA) w leczeniu niektérych
schorzen wynikajgcych z nieprawidtowego me-
tabolizmu cholesterolu.

(Brown i

HMG-CoA REDUCTASE — A KEY ENZYME IN BIOSYNTHESIS OF ISOPRENOIDS AND CHOLE-
STEROL BIOSYNTHESIS

Summary

3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA)
reductase catalyzes the rate limiting step in cholesterol and
isoprenoid biosynthesis in eucariotic cells. The regulation
of HMG-CoA reductase activity occurs at the transcription,
and translation steps, and the enzyme activity modulation
at the cellular level. The most important regulatory mech-
anisms are: covalent modification by phosphorylation and
dephosphorylation and allosteric interactions with various

metabolites of the mevalonate pathway. The enzyme activity
appeared to be regulated also by proteolysis and the redox
status of the cell. In this paper the influence of competitive
inhibitors of HMG-CoA reductase, analogues of HMG-CoA
(e.g. cerivastatin, lovastatin, atorvastatin, etc.), on the
enzyme activity in pathological conditions are also de-
scrided.
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