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MECHANIZM KONWERSJI CHOLESTEROLU DO PREGNENOLONU Z UDZIALEM
MITOCHONDRIALNEGO KOMPLEKSU DESMOLAZY

WSTEP

Wszystkie hormony steroidowe sa pochod-
nymi cholesterolu. Ich synteza zachodzi glow-
nie w korze nadnerczy, jajnikach i jadrach, a
takze w tozysku, mozgu, skorze i tkance
thuszczowej (DABROWSKA i SZUKALSKI 1966,
SZUKALSKI 1977, MILLER 1987, HANUKOGLU
1992, BILINSKA 1997). Pierwsza reakcja w syn-
tezie wickszoSci hormonow steroidowych,
prowadzaca do wytworzenia pregnenolonu z
cholesterolu, zachodzi przy udziale mitochon-
drialnego kompleksu enzymatycznego desmo-
lazy cholesterolowe;j.

Ustalenie przebiegu enzymatycznej trans-
formacji cholesterolu w pregnenolon bylo wy-
nikiem badan nad kompleksem desmolazy
cholesterolowej prowadzonych w latach
1950-1970 (MALENDOWICZ i TRZECIAK 1974,
WOJCIECHOWSKI 1986, MILLER 1987). Reakcje
te przedstawione sa na Ryc. 1. Obecna wiedza
na temat budowy i regulacji aktywnosci tego
wieloenzymowego kompleksu jest znacznie
pehiejsza. W sklad kompleksu desmolazy

(Ryc. 2) wchodza: flawoproteina — reduktaza
adrenodoksyny (AdxR), luzno zwiazana z we-
wnetrzna blona mitochondrialna, utleniajaca
NADPH oraz adrenodoksyna (Adx), biatko ma-
cierzy mitochondrialnej i cytochrom P450scc
(ang. side chain cleavage cytochrome P450),
ktory jest integralnym biatkiem wewnetrzne;j
blony mitochondrialnej (SHIKITA i HALL 1973b,
VIJAYAKUMAR i SALERNO 1992, KMIECIAK i
TRZECIAK 1994, LEWIS i HLAVICA 2000, MILES i
wspotaut. 2000, TAKEUCHI i wspotaut. 2001,
HANNEMANN i wspotaut. 2001). Z trojeta-
powego procesu przemiany cholesterolu w
pregnenolon (Ryc. 1) pierwsza reakcje sta-
nowi 22-hydroksylacja (powstaje 22R-hydro-
ksycholesterol), druga 20-hydroksylacja z wy-
tworzeniem  20,22R-dihydroksycholesterolu
(TUCKEY i CAMERON 1993a), trzecia jest od-
szczepienie szeScioweglowego fragmentu
laicucha bocznego cholesterolu z utworze-
niem  pregnenolonu  (3-hydroksy-5-preg-
nen-20-on) i aldehydu izokapronowego

Wykaz stosowanych skrotow: A II — angiotensyna; ACTH — hormon adrenokortykotropowy; Adx — adrenodok-
syna; AdxR — reduktaza adrenodoksyny; cAMP — cykliczny AMP; CYP1 14 — podrodzina genowa cytochromow
P450, do ktorej nalezy gen cytochrom P450scc; CYP11A41—gen cytochromu P450scc; FSH — hormon folikulotro-
powy; GRP78 — ,mniejsze” biatko szoku cieplnego; HSP — biatka szoku cieplnego; LH — hormon luteinizujacy;
P450scc — cytochrom P450 odcinajacy taincuch boczny cholesterolu; PBR — obwodowy receptor benzodiaze-
pin; PKA —kinaza bialkowa A; SAP — polipeptydowy aktywator steroidogenezy; SCP, — biatko przenoszace stero-
le; StAR — biatkowy regulator steroidogenezy; TReP-132 — czynnik transkrypcyjny o masie 132 D.
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(SHIMIZU i wspolaut. 1961, DABROWSKA i
SZUKALSKI 1966, SZUKALSKI 1977, MILLER
1987, LIEBERMAN i LIN 2001). W ostatnich la-
tach badania krystalicznych form wymienio-
nych bialek pozwolily na stworzenie modeli i
poznanie struktury kompleksu desmolazy
(VIJAYAKUMAR i SALERNO 1992, GRINBERG i

wspotaut. 2000, MULLER i wspotaut. 2001,
HANNEMANN i wspotaut. 2001, TAKEUCHI i
wspotaut. 2001 oraz internetowa baza danych:
http://www.rcsb.org/pdb).

SKEADNIKI KOMPLEKSU DESMOLAZY CHOLESTEROLOWE]

REDUKTAZA ADRENODOKSYNY (AdxR)

Reduktaza adrenodoksyny jest biatkiem
luzno zwiazanym z wewnetrzna btona mito-
chondrialna. Zbudowana jest ona z 460 amino-
kwasow o masie czasteczkowej okoto 50 kD
(KIMURA 1981). Zawiera w swej strukturze 16
helis alfa i 20 struktur beta (MULLER i wspolaut.
2001). W interakcjach z fosfolipidami btony
uczestnicza przypuszczalnie dwa jony siarcza-
nowe (SO%)) znajdujace sie blisko N-kofica
czasteczki. W tym miejscu znajduja si¢ roOwniez
reszty aminokwasow hydrofobowych (Trp 420)
i zasadowych (Arg“, Arg70, Arg73, Lys42 i
Arg456), ktore reaguja ze sktadnikami btony
(MULLERi wspotaut. 2001). AdxR zawiera dwie
domeny z ktorych jedna wiaze FAD, a druga
NADP. Aminokwasami oddzialujacymi z
NADPH sa reszty His i Cys (KIMURA 1981). Gen
dla reduktazy adrenodoksyny znajduje si¢ na
chromosomie 17 w prazku 24 do 25 (SPARKES i
wspotaut. 1991).

ADRENODOKSYNA (Adx)

Adrenodoksyna nalezy do rodziny ferre-
doksyn, do ktorej zaliczamy bialka roSlinne,
bakteryjne i zwierzece, ktore, mimo wysokiej
homologii w obrebie odpowiednich grup
(GRINBERG i wspotaut. 2000), cechuje niska
identycznos$¢ sekwencji (ponizej 23%). Adre-
nodoksyna zostala odkryta w 1965 r. przez Ki-
mure i jego wspoOlpracownikow (KIMURA
1981, TAKEUCHI i wspotaut. 2001). Dojrzata
forma adrenodoksyny zbudowana jest z 128
aminokwasoOw o m. cz. 12 kD (GRINBERG i
wspotaut. 2000) i powstaje przez odciecie
N-koncowej presekwencji o dlugosci 58-ami-
nokwasOw. Adrenodoksyna jest bialkiem glo-
bularnym i wystepuje w formie dimeru. Kazdy
laficuch zawiera 3 helisy alfa oraz 5 struktur
beta (MULLERi wspotaut. 2001). Podobnie jak
reduktaza adrenodoksyny, jest bialkiem posia-
dajacym dwie domeny: korowa i interakcyjna.

W domenie korowej wystepuje centrum zela-
zowo-siarkowe [2Fe-2S], w ktorym atomy zela-
za wiaza si¢ z atomami siarki grup sulfhydrylo-
wych cystein i zdwoma atomami nieorganicz-
nej siarki (GRINBERG i wspotaut. 2000). Ludzka
adrenodoksyna zawiera w swojej strukturze
aminokwasy konserwatywne wsrod ferredok-
syn kregowcow, ktore nie wystepuja u roslin.
Sa to m.in. Thr Pw petli aminokwasow koordy-
nujacych klaster [2Fe-2S] (HANNEMANN i
wspolaut. 2001) oraz His’® (GRINBERG i
wspotaut. 2000). Promotor genu, kodujacy ad-
renodoksyneg, znajduje si¢ na chromosomie 11
w prazku 22 (SPARKES i wspolaut. 1991,
GRINBERG i wspotaut. 2000). Ekspresja tego
genujestregulowana przez ACTH. Gen adreno-
doksyny z nadnerczy wolu zawiera sekwencje
warunkujaca odpowiedZ na cAMP (CRS), do
ktorej wiaza si¢ czynniki transkrypcyjne SP; i
SP; oraz czynnik bialkowy ze strukturg palcow
cynkowych (CHENG i wspotaut. 2000), homo-
logiczny do mysiego bialka ZBP-89, ktore
uczestniczy w represji podstawowej aktywno-
Sci transkrypcyjnej (CHENG i wspotaut. 2000)

CYTOCHROM P450scc

Cytochromy P450 sa zaliczane do monook-
sygenaz, ktore odgrywaja istotna rol¢ w meta-
bolizmie zwiazkéw naturalnych (steroidy,
kwasy tluszczowe i zolciowe), jak tez
zwiazkéw pochodzenia zewnetrznego (leki,
pestycydy) (SZUTOWSKI 1980, COON i
wspotaut. 1992, GUENGERICH 1992,
KOBYLINSKA 1994, LEWIS i HLAVICA 2000,
GOODSELL 2001). Nalezacy do tej rodziny
biatek cytochrom P450scc, posredniczy w
przenoszeniu elektronow z NADPH na chole-
sterol (Ryc. 1). Mitochondrialny cytochrom
P450scc jest bialkiem transmembranowym,
podczas gdy cytochromy P450, znajdujace si¢
w siateczce Srodplazmatycznej, wyposazone sa
tylko w jedna lub dwie hydrofobowe domeny
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kotwiczace (USANOV i wspoétaut. 1990,
HANUKOGLU 1992, BLACK 1992).

Geny cytochromow P450 tworza nadrodzi-
ne¢, w ktorej wyrézniono 27 rodzin genowych.
Gen cytochromu P450scc, razem z genem
P450,, (cytochrom uczestniczacy w biosynte-
zie kortyzolu), zostal zaliczony do rodziny
CYP11, w ktorej wyrozniono podrodziny:
CYP11A i CYPI11B. Pierwsza z nich, zawiera
wylacznie gen cytochromu P450scc
(CYP11A1), natomiast do podrodziny CYPI 1B
zaliczono gen cytochromu P450,, (CYP11B1)
wraz z innymi, SciSle spokrewnionymi genami
(np. P450aldo cytochromu bioracego udziat w
tworzeniu aldosteronu CYP11B2) (SPARKES i
wspolaut. 1991, KMIECIAK i TRZECIAK 1994,

CYP11A4, za poSrednictwem Sciezki syg-
natowej, w  ktorej uczestniczcy cAMP
(HANUKOGLU i wspotaut. 1990, CHENG i
wspotaut. 2000, GIZARD i wspotaut. 2002) i
czynnik transkrypcyjny SF1 oraz biatko TReP -
132 (GIZARD i wspotaut. 2002). Hamujaco na
ekspresje CYPI1A wplywa angiotensyna II
(AID), ktora aktywuje kinaz¢ biatkowa C (PKC)
fosforylujaca biatka, wiazane przez element od-
powiedzi na estry forbolu (TRE) (KMIECIAK i
TRZECIAK 1994).

W 1984 r. uzyskano cDNA kodujace
P450scc z nadnerczy wotowych (MOROHASI i
wspolaut. 1984), a wkrotce po tym otrzymano
rowniez cDNA z nadnerczy ludzkich (SPARKES i
wspotaut. 1991). Z mitochondriow nadnerczy
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Ryc. 1. Proces konwersji cholesterolu do pregnenolonu.

Opis w tekscie.

SAKAKI i INOUYE 2000). Badania z zastosowa-
niem hybrydyzacji in situ pozwolily zlokalizo-
wac gen CYPI1A cztowieka w chromosomie
15 na ramieniu q, w prazku 23 do 24 (SPARKES i
wspotaut. 1991). CYPI1A czlowieka ma
dhugosc¢ okoto 20 kpz i zawiera dziewiec ekso-
now. W procesie transkrypcji powstaje specy-
ficzny mRNA o dhugosci okoto 2 kpz. Gen
CYPI11A wystepuje w tkankach syntety-
zujacych hormony steroidowe (nadnercza,
jadra, jajniki, tozysko). Uszkodzenia CYP11A sa
z reguly letalne, chociaz istnieja doniesienia o
powodzeniu terapii zastepczej w przypadku
wczesnego rozpoznania defektu  (patrz
KMIECIAK i TRZECIAK 1994). ACTH stymuluje
steroidogeneze w nadnerczach na etapie po-
miedzy cholesterolem a pregnenolonem
(SPARKES i wspotaut. 1991, GRINBERG i
wspotaut. 2000), wplywajac na transkrypcje

wotu wyizolowano roOwniez produkt biatkowy
genu CYPI11A o masie czasteczkowej 49 kD
(wedlug innych zroédet 53 kD), (SHIKITA i HALL
1973b lub 60 kD (KIMURA 1981), ktore po-
wstaja z prekursora o ciezarze 54,5 kD. Doj-
rzala forma biatka tworzy w btonie wielomery-
czny kompleks o masie czasteczkowej 850 kD
(SHIKITA i HALL 1973a, b). Monomer cyto-
chromu P450scc zbudowany jest z 482-amino-
kwasow (wg innych 7Zrodet z 520 amino-
kwasOw) (VIJAYAKUMAR i SALERNO 1992), po-
siada duza ilos¢ helis alfa [24] i o polowe mniej
struktur beta [12]. Ludzki P450scc wykazuje
82% homologii aminokwasow i 72% homologii
nukleotydow z wotowym. W uktadzie in vitro
oczyszczony monomer P450scc ulega fosfo-
rylacji katalizowanej przez kinaze C na gru-
pach -OH Ser i Thr (KMIECIAK i TRZECIAK
1994). TUCKEY i CAMERON (1993) wykazali, iz
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cytochrom P450scc ma jedno centrum ak-
tywne zlokalizowane w otoczeniu hemu, ktore
wiaze substrat i tlen czasteczkowy. W central-
nej czeSci cytochromu P450scc znajduje si¢
zaglebienie z glownymi miejscami jego od-
dzialywan z adrenodoksyna (VIJAYAKUMAR i
SALERNO 1992, TUCKEY i CAMERON 1993).
Synteza P450scc zachodzi w cytosolu, a na-
stepnie, po modyfikacji potranslacyjnej, naste-
puje przeniesienie do wewnetrznej btony mi-

tochondrialnej. Proces dojrzewania P450scc
polega na odci¢ciu N-koncowej sekwencji syg-
natowej bogatejw Leu, Alai Arg przez peptyda-
ze¢ mitochondrialng MPP w trakcie wbudowy-
wania prekursora do wewnetrznej blony
(BLACK 1992, KOJIMA i wspotaut. 2001). Kom-
pleks desmolazy jest stosunkowo trwaty. Okres
pottrwania dla cytochromu P450scc wynosi
3,5 dnia, adrenodoksyny 50 dni, zas reduktazy
adrenodoksyny 4,5 dnia (KIMURA 1981).

LANCUCH PRZENOSNIKOW ELEKTRONOW

ODDZIALYWANIA POMIEDZY POSZCZEGOLNYMI
SKEADNIKAMI KOMPLEKSU

Wszystkie skladniki kompleksu desmolazy
cholesterolowej wraz z FAD i NADPH tworza
krotki tancuch przenosnikow elektronow. Ze
wzgledu na liczbe i budowe poszczegdlnych
sktadnikéw, kompleksy cytochromow P450,
uczestniczace w przenoszeniu elektronéw u
roznych organizmow, dzielimy na trzy typy: I
—wystepujacy u wielu bakterii i we wszystkich
cukariotycznych mitochondriach, zawiera
NADP-zalezna reduktaze adrenodoksyny, adre-
nodoksyne i cytochrom P450; II — znajduje si¢
w eukariotycznych mikrosomach i ztozony jest
z dwoch biatek: NADP-zaleznej reduktazy, za-
wierajacej zarowno FAD i FMN oraz z cytochro-
mu P450; III - zbudowany podobnie jak system
typu II, lecz poszczegolne sktadniki potaczone
sa ze soba pojedynczym polipeptydem. Przed-
stawicielem III typu jest bakteryjny cytochrom
P450 BM3 (LEWIS i HLAVICA 2000, MILES i
wspotaut. 2000).

Schemat topografii sktadnikow kompleksu
cytochromu P450 typu I, omawiany w niniej-
szym artykule, przedstawiono na Ryc. 2. Re-
duktaza adrenodoksyny tworzy zagtebienie, w
ktore wpasowuje si¢ globularna adrenodoksy-
na. Istnieja dwa glowne regiony oddziatywan
miedzy tymi biatkami. Pierwszy region interak-
cji to polaczenia jonowe, utworzone przez
reszty aminokwasow domeny wiazacej NADP
AdxR a odpowiednimi miejscami w taficuchu
na powierzchni Adx (GRINBERG i wspolaut.
2000). Drugi istotny region interakcji tworza
wiazania polarne w obszarze, utworzonym
przez tzw. korowa domene¢ Adx i domene FAD
w AdxR oraz przez wiazanie krzyzowe (ang.
crosslink) miedzy Asp> Adx z Lys’’ AdxR
(MULLER i wspotaut. 2001). Polaczenia miedzy
tymi biatkami stabilizuje dodatkowo C-koniec
Adx, ktory tworzy wydluzony polipeptyd,

zaglebiajacy sie w gleboka szczeline pomiedzy
dwiema globularnymi domenami AdxR. Jed-
nak polaczenie w tym rejonie jest raczej luzne i
dosc¢ elastyczne. Oprocz tych szerokich obsza-
row oddzialywan istnieje tez szereg pojedyn-
czych potaczen poprzez wiazania wodorowe,
sily van der Waalsa, ktore wystepuja miedzy
resztami [2Fe-2S] centrum katalicznego w Adx
a pierScieniem izoalloksazynowym FAD AdxR
(MULLER i wspotaut. 2001). Adx nie wykazuje
znaczacych roznic konformacji miedzy forma
wolna a forma wystepujaca w kompleksie z
AdxR, natomiast takie roznice wystepuja w re-
duktazie adrenodoksyny (AdxR). Arg®*’ i Lys®’
w AdxR, bedace punktami kontaktowymi
biatek, ulegaja zblizeniu podczas tworzenia
kompleksu. AdxR ma rowniez zdolno$¢ do
wzajemnej reorientacji  swoich  domen
(MULLER i wspotaut. 2001). Adrenodoksyna
jest w przyblizeniu dwukrotnie mniejszym
biatkiem od cytochromu P450scc i wpasowuje
sie w utworzone przez niego zaglebienie, w
taki sposob, ze jej centrum zelazowo-siarkowe
znajduje si¢ nieomal prostopadle naprzeciw
hemu (GRINBERG i wspotaut. 2000). Mata, 35-a-
minokwasowa domena zawiera kwasne amino-
kwasy w odcinku 72-79, ktore odpowiadaja za
potaczenia zarOwno z reduktazg adrenodoksy-
ny, jak i z cytochromem P450scc (GRINBERG i
wspotaut. 2000, MULLER i wspotaut. 2001). Za-
rowno utleniona, jak i zredukowana adreno-
doksyna, wigza sie z tym samym obszarem cyto-
chromu P450scc. W miejscach interakcji
P450scc z adrenodoksyna wystepuja amino-
kwasy zasadowe m.in. Lys™ ~, ktora tworzy
wiazanie krzyzowe z Asp”® domeny interakcyj-
nej adrenodoksyny. Pozostate aminokwasy za-
sadowe P450scc, w petli otaczajacej centrum
zelazowo-siarkowe Adx, tworza obszar dodat-
kowych oddzialywan z kwasnymi aminokwasa-
mi adrenodoksyny (MULLER i wspotaut. 2001,
MULLER E.-C. i wspotaut. 2001). Istnieja od-
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mienne opinie dotyczace roli C-koncowego
odcinka Adx, ktory wpasowuje si¢ w szczeling
utworzona przez reduktaze adrenodoksyny,
wedlug MULLERA i wspoétaut. (2001) nie odgry-
wa on istotnej roli w tworzeniu kompleksu z
cytochromem, natomiast zdaniem innych
uczestniczy w interakcji Adx z cytochromem
P450scc (NOVIKOVA i wspotaut. 2000).

chodnych, jak C,,, C,s, Cy4, wywoluje znaczne
obnizenie procesu hydroksylacji w pozycji C,,,
co prawdopodobnie jest wynikiem zmiany
orientacji C,, i C,, w stosunku do hemu cyto-
chromu P450scc. Zwiazki te, z uwagi na mozli-
wos¢ ich syntezy (np. C,s hydroksycholeste-
rol) zudziatem cytochromu P450scc, moga by¢
regulatorami procesu syntezy pregnenolonu,

MATRIX
NADPH +H’
NADP’
FAD

PRZESTRZEN MIEDZYBLONOWA

Hem PABOscc

PREGNENOLON
+ kwas izokapronowy
+3H,0

(S
o¢ CHOLESTEROL + 30,

Ryc. 2. Schemat budowy kompleksu mitochondrialnej desmolazy cholesterlowe;j.

Opis w tekScie.
PRZENOSZENIE ELEKTRONOW

W procesie przenoszenia elektronow biora
udzial dwa substraty ulegajace utlenieniu: cho-
lesterol i NADPH. Do utworzenia dwoch grup
hydroksylowych, wprowadzanych sekwencyj-
nie do pierScienia steroidowego, wykorzysta-
ne zostaja dwa atomy tlenu czasteczkowego.
Trzeci atom tlenu zostaje wprowadzony do
struktury drugiego produktu reakcji, jakim jest
kwas izokapronowy. W reakcji zuzywane sa 3
mole NADPH i 3 mole O,. Z badan nad sekwen-
cja reakcji hydroksylacji, prowadzacych do
syntezy pregnenolonu (patrz TUCKEY i
CAMERON 1993) wynika, ze po pierwszej hy-
droksylacji powstaje 22R-hydroksy-choleste-
rol, w drugiej tworzy si¢ 22R-20-dihydroksyc-
holesterol (Ryc. 1). Doswiadczenia prowadzo-
ne z uzyciem analogow strukturalnych chole-
sterolu wykazaly wysoka specyficznos¢ struk-
tury centrum aktywnego wzgledem 22R-cho-
lesterolu. Wiele przebadanych hydroksypo-

nie s3 jednak wykorzystywane do jego syntezy.
Stwierdzono rowniez, iz niektore zwiazki
wiazace si¢ z centrum aktywnym cytochromu
P450scc, np. 22-ketocholesterol, calkowicie
hamuja proces syntezy pregnenolonu

(TUCKEY i CAMERON 1993). Dla pelnej aktyw-
nosci cytochromu P450scc potrzebne sa row-
niez fosfolipidy (KIDO i KIMURA 1979, TUCKEY
i CAMERON 1993). Sekwencje reakcji hydroksy-
lacji przedstawiono na Ryc. 3. Pierwszy etap
polega na redukcji przez NADPH grupy proste-
tycznej (FAD") w reduktazie adrenodoksyny
(reakcja dwuelektronowa) (reakcja 1). Zredu-
kowana adrenodoksyna oddaje jeden elektron
na kompleks cytochrom P-450scc (Fe+5) z sub-
stratem (cholesterol) — reakcja 2, co prowadzi
do redukcji cytochromu P-450scc (Fe+2), ktory
nast¢pnie wiaze tlen czasteczkowy (reakcja 3).
W kolejnej reakcji nastepuje przyjecie drugie-
go elektronu z adrenodoksyny (reakcja 4). Na
tym etapie zelazo cytochromu P450scc jest
trojwartoSciowe, a zwiazany z kompleksem
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tlen ma ladunek [-2]. Nast¢pnie jeden z ato-
mow tlenu ulega redukcji do wody (reakcja 5),
a usuniecie atomu wodoru z substratu (reakcja
6), prowadzi przejsciowo do wytworzenia wol-

hydroksycholesterol, SciSle zwiazany z cyto-
chromem P450scc, zostaje nastepnie prze-
ksztalcony w trzecim cyklu w pregnenolon i
kwas izokapronowy. Te ostatnie zwiazki sa

nego rodnika. W nastepnej reakcji tworzy si¢  uwalniane z kompleksu enzymatycznego
NADPH +H' 0, RH R-OH
T
NADP' AdR B Fe” RH Fe" R OH
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7 /Fe +RH
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+
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Ryc. 3. Cykl hydroksylacji zachodzacy z udzialem cytochromu P450scc.

Opis w tekScie.

22-hydroksycholesterol (reakcja 7). W kolej-
nym cyklu reakcji hydroksylacji, ktorych sub-
stratem jest 22-hydroksycholesterol, wytwo-
rzony zostaje 22,20-dihydroksycholesterol.
Produkt dwoch cykli hydroksylacji: 22R,20-di-

(COON i wspotaut. 1992, MILES i wspotaut.
2000, LIEBERMAN i LIN 2001).

TRANSPORT CHOLESTEROLU I KONWERSJA CHOLESTEROLU DO PREGNENOLONU

Synteza steroidow w nadnerczach zachodzi
w odpowiedzi na wydzielany ACTH z przednie-
go ptlata przysadki mozgowej. W gonadach pro-
ces syntezy hormonow steroidowych stymu-
luja wydzielane przez przedni ptat przysadki
mozgowej LH i FSH (MALENDOWICZ i TRZECIAK
1974; KIMURA 1981; HANUKOGLU 1992;
BILINSKA 1997, 1999). Poczatkowo sadzono, ze
dzialanie tych hormon6éw ma istotne znaczenie
w przemianie cholesterolu w pregnenolon po-
przez wplyw na aktywnoS¢ cytochromu
P450scc. Pozniejsze badania wykazaly jednak,
Ze na inicjacje i podtrzymanie steroidogenezy
najistotniejszy wpltyw ma dostepnos¢ choleste-
rolu dla kompleksu enzymatycznego desmola-
zy (STOCCO 2000a). W poczatkowej fazie synte-

zy pregnenolonu w nadnerczach, po stymula-
¢ji za pomoca ACTH, trwajacej okoto 2 minut,
wykorzystany zostaje endogenny cholesterol,
zgromadzony w wewnetrznej blonie mito-
chondrialnej. Stezenie cholesterolu w zew-
netrznej i wewnetrznej blonie mitochondrial-
nej wynosi odpowiednio 31,4 i 44,6 nmol/mg
biatka (KIMURA 1981). P6zniej kompleks des-
molazy zuzywa cholesterol z kropli lipidowych
lub tez pochodzacy z btony plazmatycznej i
syntetyzowany de novo. Mobilizacja choleste-
rolu z kropli lipidowych nastepuje w odpowie-
dzi na stymulacjc hormonami tropowymi
(ACTH, LH, FSH), ktore aktywuja cyklaze¢ ade-
nylanowa. Zsyntetyzowany cAMP uczynnia ki-
naze¢ biatkowa A (PKA), ktora poprzez fosfory-



Mechanizm kRonwersji cholesterolu do pregnenolonu

139

lacje, uaktywnia hydrolaze estréw cholesterolu
(WOJCIECHOWSKI 1986; HANUKOGLU 1992;
KMIECIAK i TRZECIAK 1994; STOCCO 1998,
2000a2).

Przeniesienie cholesterolu z zewnetrznej
btony mitochondrialnej do btony wewnetrz-
nej, gdzie znajduje si¢ kompleks cytochromu
P450scc, to dalszy, istotny, nie do konca pozna-
ny, etap w procesie steroidogenezy. Otwartym
pytaniem jest czy te same procesy i czynniki,
ktore sa wlaczone w wewnatrzkomorkowy
transport cholesterolu miedzy btona plazma-
tyczna i roznymi organellami, dostarczaja cho-
lesterol do zewnetrznej btony mitochondrial-
nej. Wsrod biatek komorki wystepuja specy-
ficzne biatka, okreSlane jako biatka prze-
noszace sterole (ang. sterol carrier protein,
SCP), ktore biora udzial w réznych procesach,
np. w przeksztatceniu skwalenu w cholesterol,
w metabolizmie cholesterolu do kwasow
z0lciowych, a takze wewnatrzkomorkowym
transporcie cholesterolu (MALENDOWICZ i
TRZECIAK 1974, WOJCIECHOWSKI 1986). W
transporcie cholesterolu do zewng¢trznej btony
mitochondrialnej, uczestniczy prawdopodob-
nie jedno z biatek SCP, a mianowicie biatko
SCP, (ang. sterol carrier protein,) (KAN i
UNGAR 1973, BAUM i wspolaut. 1997,
GALLEGOS i wspotaut. 2001). Poczatkowo
sadzono, ze bialko to mogtoby utatwiac takze
przemieszczenie sie cholesterolu z zewnetrz-
nej do wewnetrznej blony mitochondrialne;j,
jednak pozniejsze badania nie potwierdzily tej
hipotezy. Juz w 1965 r. GARREN i wspotaut.
oraz VERNIKOS-DANIELIS i HALL wykazali, ze in-
hibitory biosyntezy biatek: puromycyna, cyklo-
heksoimid i aktynomycyna D hamuja mito-
chondrialna steroidogeneze wywotana przez
ACTH. Pozniejsze badania wykazaty, ze proces
ten zachodzit w wyniku zahamowania syntezy
»blizej nieokreSlonych biatek”, nie bylo jednak
wsrod nich desmolazy (KIMURA 1981;
CHERRADI i wspoélaut. 1998; STOCCO 1998;
2000b; SEOCINSKA 2002). Wykazano takze, ze
syntetyzowane pod wplywem ACTH biatka
maja krotki okres pottrwania.

Jedno z pierwszych biatek, wyodrebnione
przez Pedersena i Brownaw 1983 r. to biatko o
masie czasteczkowej 3,2 kD — nazwane SAP
(ang. steroidogenesis activator peptide) (XU i
wspotaut. 1991). Struktura C-koncowego frag-
mentu SAP (608-636) jest homologiczna do
fragmentu biatka szoku cieplnego (ang. glu-
cose regulatory protein, GRP78) z nadnerczy
szczura (r6znice dotycza tylko dwoch amino-

kwasow). Stwierdzono rowniez, ze inhibicja
biosyntezy biatka SAP, nie miata wplywu na
przenoszenie cholesterolu do wewnetrznej, a
jedynie do zewnetrznej btony mitochondr-
ialnej (PRIVALLE i wspotaut. 1983, STOCCO
2000a). Dane te wskazywaly na istnienie in-
nego regulatora transportu cholesterolu.
Biatkiem tym jest, wykryte w laboratorium
Orme-Johnson, a nastepnie oczyszczone przez
STOCCO w 1991 r., biatko o m. cz. 30 kD na-
zwano StAR (steroidogenic acute regulatory
protein). Okazato sie, ze StAR posSredniczy w
przeniesieniu cholesterolu z blony zewne-
trznej do wewnetrznej (STOCCO 2000). StAR
zostalo rowniez zklonowane, a nastepnie
zsekwencjonowane w 1994 roku (CLARK i
wspotaut. 1994). W formie prekursorowej ma
ono mase 37 kD (285 aminokwasow (BOSE i
wspotaut. 1999), a w dojrzalej 30 kD. StAR jest
fosfoproteing; zawiera dwa miejsca fosforylacji
na resztach Ser, z ktorych jedna ulega fosforyla-
cji przez kinaze biatkowa A, za$ druga przez
kinaze biatlkowa C. Procesy fosforylacji zwiek-
szaja aktywnoSC¢ StAR (STOCCO 2000a,
ARTEMENKO i wspotaut. 2001). Na skutek sty-
mulacji komorki hormonami tropowymi nas-
tepuje szybkie zwickszenie syntezy prekur-
sorowego biatka StAR w cytoplazmie. Biatko to
jest wiazane przez biatka opiekuncze (HSP
708), ktore uniemozliwiaja faldowanie si¢ pre-
kursora, co jest warunkiem umozliwiajacym
import do mitochondrium (Ryc. 4A). Podczas
transportu StAR jest wbudowywane w blone,
przypuszczalnie przy udziale bialek TOM
(translokaza zewnetrznej blony mitochon-
drialnej) i TIM (translokaza wewng¢trznej
btony  mitochondrialnej) (WOJTKOWSKA
2002). Poczatkowo sadzono, ze utworzenie
miejsc kontaktowych miedzy btonami mito-
chondrialnymi jest wystarczajace do trans-
portu zaréwno StAR jak i cholesterolu
(STOCCO 2000a,b). PoZniej stwierdzono, ze
C-koficowy fragment zawierajacy aminokwasy
63-193 (domena START) jest niewrazliwy na
dzialanie proteaz oraz, ze jedynie ten odcinek
jest niezbedny dla przeniesienia cholesterolu.
Podczas importu biatka StAR i cholesterolu do-
mena START pozostaje na powierzchni btony
zewnetrznej, zas fragment N-koncowy jest ko-
nieczny dla przemieszczenia StAR do wew-
netrznej btony mitochondriow. Przed rozpo-
czeciem importu lub rownoczesnie z nim, se-
kwencje Ckoncowego fragmentu StAR od-
dziatuja z dotad niezidentyfikowanymi sktad-
nikami zewnetrznej blony mitochondrialnej.
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Proponowano, ze moga by¢ to bialko SCP,,
PBR (obwodowy receptor benzodiazepin)
(CHERRADI i wspotaut. 1998, STOCCO 1998,
SELOCINSKA 2002), a takze wspomniany juz pep-
tyd SAP, wspotdziatajacy z GTP (XU i wspotaut.
1991, CHERRADI i wspotaut. 1998). Jego udzial
jest synergistyczny z SAP, podczas gdy SCP,
wspotdziala z innymi czynnikami (XU i
wspotaut. 1991). Obwodowy receptor benzo-
diazepin PBR, zidentyfikowany w 1977 r. w
blonach komoérek nerwowych mozgu szczura
(VERMA i SNYDER 1989, SEOCINSKA 2002),
wedhug Papadopoulos’a moze tworzy¢ kanal,
ktory umozliwia przemieszczenie cholesterolu
z zewnetrznej do wewnetrznej btony mito-
chondrialnej (LISCUM i MUNN 1999). Lokaliza-
cja ekspresji PBR oraz stymulujacy efekt jego
ligandow na synteze hormonow steroidowych,
wydaje sie potwierdza¢ to przypuszczenie.
Zniszczenie genu PBR w hodowlach komoérek
nowotworowych Leydiga, w warunkach pra-
widlowych syntetyzujacych hormony steroi-
dowe, powoduje zahamowanie transportu
cholesterolu do mitochondriow i uniemozli-
wia ich syntez¢. Z tych informacji wynika, ze
StAR i PBR wspotdziataja w regulacji trans-
portu cholesterolu do mitochondriow i
ulatwiaja jego przemieszczenie do wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej; uproszczony me-
chanizm transportu przedstawia Ryc. 4A.

Po obserwacji zmian rozpuszczalnoSci
biatka StAR w roznym pH pojawila si¢ inna
koncepcja, dotyczaca udziatu tego biatka w
transporcie cholesterolu (Ryc. 4B). W pH
3.5-4.0 staje si¢ ono tzw. plynnym (ang. mol-
ten) biatkiem globularnym (BOSE i wspotaut.
1999; STOoCCO 2000, 2001). Dzieki dziataniu
pompy protonowej utworzenie odpowiednie-
go mikroSrodowiska moze powodowac zmia-
ny konformacyjne bialtka, w szczegolnoSci w
obrebie domeny 63-193, z rOwnoczesnym
otwarciem si¢ kieszeni hydrofobowej, umozli-
wiajacej przechwycenie cholesterolu z zew-
netrznej btony mitochondrialne;j.

Wedtug Schroedera (PETRESCU i wspotaut.
2001), StAR funkcjonuje jak typowe biatko
transportujace lipidy, poniewaz dziala na ze-
wnetrznej blonie mitochondrialnej i posiada
wspomniana juz domene¢ okreSlona jako
START (ang. related lipid-transfer, StAR),
tworzaca hydrofobowy kanat (STOCCO i
wspotaut. 2001). Domena START po przejSciu
przez zewnctrzna btone mitochondrialna, w
obrebie przestrzeni miedzyblonowej zmienia
konformacje i wchodzi w interakcje z wewne-

trzna btone mitochondrialna, przenoszac cho-
lesterol do centrum aktywnego cytochromu
P450scc. Transport cholesterolu z udzialem
biatka StAR przedstawia Ryc. 4B. Gdy tylko im-
port biatka StAR zostaje zakoficzony i nie ma
ono juz kontaktu z blona zewnetrzna, zostaje
zatrzymany proces przenoszenia cholesterolu
do wewnetrznej blony mitochondrialnej. Tak
wiec, stala synteza i dojrzewanie prekursora
StAR, ktorej towarzyszy interakcja miedzy
C-koficowym fragmentem StAR i btona zewne-
trzna, jest nieodzowna dla przemieszczania si¢
cholesterolu z cytosolu do wewnetrznej btony
mitochondrialnej (STOCCO 1998, 2000a, b).

Biatko StAR jest kodowane przez genomo-
wy DNA i syntetyzowane w cytozolu, a nastep-
nie szybko importowane do mitochondriow.
Tylko nowo zsyntetyzowane biatlko uczestni-
czy w transporcie cholesterolu (ARTEMENKO i
wspotaut. 2001). Nadekspresja cDNA StAR w
komorkach steroidogennych i nowotworo-
wych komorkach COS powoduje wzrost pro-
dukcji steroidow nawet przy braku stymulacji
hormonalnej (SUGAWARA i wspotaut. 1995a,b).
Ekspresja StAR jest regulowana pozytywnie
przez gonadotropiny i cCAMP oraz negatywnie
przez prostanglandyne F2 (PGF2) (STOCCO
1998, SHEA-EATON i wspotaut. 2002) i biatka re-
gulowane przez kinaze C (PKC). Zwickszenie
stezenia PGF2 podwyzsza iloS¢ mRNA cFos, co
z kolei powoduje redukcje mRNA StAR
(SHEA-EATON i wspotaut. 2002; STOCCO 1998,
2001). Zagadnienia te omoéwione zostaly w pra-
cy przegladowej na temat regulacji genu StAR:
(STOCCO i wspoétaut. 2001). Stwierdzono row-
niez, ze inhibitor hydrolazy estréw cholestero-
Iu, CEH (fosforan dietyloumbeliferonu), ob-
niza syntez¢ bialka StAR. Stala ekspresja biatka
StAR jest istotnym punktem kontroli steroido-
genezy (STOCCO 1998). StAR jest biatkiem wy-
soce konserwatywnym. U myszy i szczurOw
sekwencje aminokwasOw biatka StAR sa w 96%
identyczne, ludzkie i mysie sa wzgledem siebie
w 92% podobne, aw 87% identyczne, wotowe i
mysie sa homologiczne w 84%. Oprocz tego,
czesciowy owczy cDNA jest w 80% identyczny
z odpowiednimi sekwencjami innych gatun-
kow (STOCCO 1998).

Przy omawianiu regulacji ekspresji genu cy-
tochromu P450scc wspomniano, ze angioten-
syna II wptywa hamujaco na ten proces
(CHERRADI i wspotaut. 1998), Transport wol-
nego cholesterolu do zewnetrznej btony mito-
chondrialnej pobudza angiotensyne II za po-
Srednictwem kalmodulino-zaleznej kinazy II;
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mechanizm ten nie zostal jednak doktadnie po-
znany, ale przypuszcza si¢, ze w tym procesie
uczestnicza biatka cytoszkieletu i SCP, (XU i
wspotaut. 1991, CHERRADI i wspoétaut. 1998).
Wykazano, ze kalmodulino-zalezna kinaza II
stymuluje syntez¢ de novo biatka StAR. Przy-

wspotaut. (1989) oraz XIANG i LAMBERTH
(1989) wynika, ze siarczan cholesterolu wyste-
pujacy w komorce, cho¢ nie wiaze si¢ z cyto-
chromem P450scc, hamuje przemiane choles-
terolu w pregnenolon. Ma on prawdopodob-
nie wplyw na dostepnoS¢ cholesterolu dla

Biatko StAR
C-koniec

Biatko StAR

sekwencja
sygnatowa

MATRIX

A />scpz %

/ sekwencja
START (63-193)

cholesterol

@ Biatko StAR

g

Biatko StAR

MATRIX

@SCPZ-cholesterol

Ryc. 4. Sposoby transportu cholesterolu do wewnetrznej blony mitochondrialne;.

A. transport cholesterolu z udzialem biatka StAR, receptora benzodiazepin (PBR) oraz biatek TOM i TIM; B. trans-
port cholesterolu z udzialem biatka StAR, ktorego sekwencja START tworzy kanat utatwiajacy translokacje.

puszcza sie roOwniez, iz zmiany w puli cytosolo-
wego wapnia prowadza do zwickszenia steze-
nia [Caz+] w macierzy mitochondrialnej, co
prowadzi do wzrostu stezenia NADPH, nie-
zbednego w biosyntezie steroidow (CHERRADI
iwspotaut. 1998, HOMMA i wspotaut. 2000).

W regulacji biosyntezy hormonow stero-
idowych w nadnerczach moze rOwniez uczest-
niczy¢ siarczan cholesterolu. Z prac LAMBETH i

kompleksu desmolazy. Nie wyklucza si¢ mozli-
wosci, ze hamujacy efekt zwiazany jest z proce-
sem translokacji cholesterolu. W nadnerczach
ludzi dorostych i ptodow ludzkich istnieje
prawdopodobnie odrebny system syntezy ste-
roidow, wykorzystujacy siarczan cholesterolu
jako substrat (KORTE i wspolaut. 1982,
MANSON i wspotaut. 1983).
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REGULACJA BIOSYNTEZY HORMONOW STEROIDOGENEZY W LOZYSKU

W ludzkim tozysku synteza hormonow ste-
roidowych (MANSON i BOYD 1971, MEIGS i
SHEEN 1977, BOGUSEAWSKI 1983) inicjowana
jest przez odciecie tancucha bocznego choles-
terolu, w przeciwienstwie do innych tkanek,
nie wymaga wysokiej sprawnosci transportu
cholesterolu ze wzgledu na niska zawartos$¢
P450scc w tozysku (10-25%), w porownaniu
do innych tkanek produkujacych steroidy
(TUCKEY i HEADLAM 2002). W tozysku nie ulega
rowniez ekspresji biatko StAR, lecz funkcjo-
nuje w nim mniej wydajny jego homolog, a
mianowicie biatko MLN 64 (STRAUSS i
wspotaut. 1996, STOCCO 1998, STOCCO 2000b,
STOCCO 2001, BEN-ZIMRA i wspotaut. 2002).
Inne réznice w steroidogenezie tozyskowej do-
tycza odmiennoSci regulacji procesu tran-
skrypcji. Podstawowym tkankowo specy-
ficznym czynnikiem posredniczacym w
cAMP-zaleznej ekspresji P450scc i innych hy-
droksylaz steroidow w nadnerczach i gona-
dach jest SF1. Ten kluczowy regulator trans-
krypcji w tkankach steroidogenicznych nie
ulega ekspresji w lozysku. Jego funkcje w tozy-
sku przejmuje biatko okreSlone mianem PNF
(placental nuclear factor) (BOSE i wspotaut.
1995, BEN-ZIMRA i wspotaut. 2002, SHEA-EATON
i wspotaut. 2002).

Badania nad czynnikami wplywajacymi na
konwersje cholesterolu do pregnenolonu w

tozysku wykazaly, ze rOwniez dostarczanie ele-
ktronéw do kompleksu desmolazy jest czyn-
nikiem regulujacym ten proces (TUCKEY i
wspotaut. 1997, BOSE i wspotaut. 1996). W
tozysku stezenie reduktazy adrenodoksyny i
adrenodoksyny jest nizsze niz w nadnerczach.
Stwierdzono, ze steroidogeneza w sonifiko-
wanych mitochondriach z aktywnoScia
P450scc wzrasta po dodaniu egzogennej re-
duktazy adrenodoksyny, natomiast dodanie
zredukowanej adrenodoksyny nie wywotuje
takiego efektu, a dodanie utlenionej hamuje ja
(TUCKEY i SADLEIR 1999, TUCKEY i wspotaut.
2001). Aktywnos$¢ cytochromu P450scc jest
wiec limitowana przez st¢zenie reduktazy ad-
renodoksyny (AdxR), ktére pozwala mito-
chondrialnemu systemowi desmolazy praco-
wac z 16% wydajnoscia w stosunku do jego
wydajnosci maksymalnej (TUCKEY i HEADLAM
2002, TUCKEY i wspotaut. 2001). Z uwagi na to,
iz utleniona i zredukowana forma adrenodo-
ksyny wiaza si¢ z tym samym miejscem na cy-
tochromie P450scc, szybko$¢ konwersji cho-
lesterolu do pregnenolonu zalezy od zmian
stezenia zredukowanej adrenodoksyny
(TUCKEY i wspotaut. 1997, STOCCO 2000a,
TUCKEY i HEADLAM 2002).

PODSUMOWANIE

W artykule przedstawiono dane dotyczace
budowy kompleksu mitochondrialnej desmo-
lazy, ktory uczestniczy w konwersji cholestero-
Iu do pregnenolonu. Mitochondrialny kom-
pleks desmolazy z kory nadnerczy i innych tka-
nek zawiera: NADPH — zalezna reduktaze adre-
nodoksyny; adrenodoksyne i cytochrom
P450scc, nalezacy do rodziny genowej
CYPI11A. Budowa krystalicznych biatek kom-
pleksu desmolazy, jak i proces transportu elek-
troné6w w tym kompleksie zostaly stosunkowo

dobrze poznane. Mechanizmy regulacji aktyw-
noSci systemu nie sa jeszcze w pelni znane; uzy-
skane dane wskazuja na specyficznosS¢ tkan-
kowa w ich oddzialywaniach. Ostatnio wykaza-
no, ze jednym z czynnikow ograniczajacych
proces konwersji cholesterolu w pregnenolon
jest transport cholesterolu do wewnetrznej
btony mitochondrialnej; wymaga on statej syn-
tezy biatka StAR (nadnercza) lub biatka o po-
dobnej strukturze i funkcji (fozysko).

CONVERSION OF CHOLESTEROL TO PREGNENOLONE BY THE MITOCHONDRIAL DESMOLASE
COMPLEX

Summary

The data concerning the structure of the mito-
chondrial desmolase complex, which converts choles-

terol to pregnenolone has been described. The
desmolase contains: NADPH dependent adrenodoxin
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reductase (AdxR), soluble adrenodoxin (Adx) and
cytochrom P450 of the CYP 11 gene family. The crystal
structure of the desmolase components, as well as the
electron transport mechanism conducted by this com-
plex, were recently established; the mechanisms
which regulate the desmolase activity are fragmentally
recognized, however, tissue specific regulatory sys-
tems exist. The main factor limiting desmolase activity,

recently discovered, is the delivery of cholesterol from
the outer to the inner mitochondrial membrane. This
system depends on a permanent synthesis of choles-
terol transporting protein StAR (in adrenals) or pro-
teins with a similar function in other tissues (eg. pla-
centa).
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