CITOKROM P450 — OKSIDOREDUKTAZA (POR) V BIOSINTEZI HOLESTEROLA

CITOKROM P450 -
OKSIDOREDUKTAZA
POR) V BIOSINTEZI
HOLESTEROLA

CYTOCHROME P450 -

OXIDOREDUCTASE
(POR) IN THE
BIOSYNTHESIS OF
CHOLESTEROL

AVTORJA / AUTHORS
prof. dr. Damjana Rozman
asist. dr. Klementina Fon Tacer, dr.vet.med.

Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani, Institut za
biokemijo, Center za funkcijsko genomiko in bio-Cipe,
Zaloska 4, 1000 Ljubljana

NASLOV ZA DOPISOVANJE / CORRESPONDENCE:
E-mail: klementina.fon-tacer@mf.uni-lj.si

uvoD

Holesterol je pomemben gradnik membran zivalskih celic,
potreben tudi za nemoteno delovanje Zivénega sistema in
razvoj moskih spolnih celic. Poleg strukturne vioge ima ho-
lesterol pomembno vliogo kot izhodna spojina v biosintezi
Stevilnih bioloSko aktivnih molekul, kot so zolEne kisline in
steroidni hormoni. Nenazadnije pa je holesterol klju¢en tudi
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POVZETEK

Holesterol ima Stevilne fizioloSke vioge v organizmu
sesalcev in je kljucen za razvoj zarodka. Genetske
napake v biosintezi holesterola so vzrok razli¢nih
prirojenin napak. Patogeneza prirojenih napak je
posledica tako pomanjkanja holesterola kot tudi
Skodljivih u¢inkov sterolnih intermediatov, ki se ko-
picijo. Lanosterol 14a-demetilaza (CYP51) katalizira
prvi korak poznega dela biosinteze holesterola. Za
svoje delovanije potrebuje donorja elektronov, cito-
krom P450-oksidoreduktazo (POR). Pri nekaterih
pacientih s sindromom podobnim Antley-Bixler-ju
S0 ugotovili mutacije v genu POR. Poleg tega so
podobne teratogene simptome opazili pri otrocih
zensk, ki so med nosecnostjo uzivale azole, mocne
inhibitorje glivnih CYP51, ki se uporabljajo pri zdra-
vljenju sistemskin mikoz. Ugotovitvi nakazujeta, da
pride do razvojnih motenj zaradi napak v biosintezi
holesterola na ravni CYP51. Z nasim delom smo ze-
leli ugotoviti vpliv citokrom P450-oksidoreduktaze
na biosintetsko pot holesterola v jetrih.

Z analizo HPLC smo dolocili sterolni profil (koli¢ino
holesterola, lanosterola, 7-dehidroholesterola, lato-
sterola, FF-MAS in T-MAS) v jetrih miSi, ki imajo tki-
vno-specificno izni¢eni gen POR v jetrih. Ugotovili
smo, da izni¢enje Por povzrodi kopicenje lanoste-
rola v jetrih, kjer je normalno lanosterola in ostalih
sterolnih intermediatov razen holesterola zelo malo
ali so celo pod mejo detekcije. Mutirane misi imajo
v primerjavi s kontrolnimi zivalmi 35-krat ve¢ lano-
sterola (397 ug/g proti 11 ng/g). Kljub velikemu ko-
picenju lanosterola se koli¢ina celokupnega
holesterola v jetrih ni bistveno spremenila, ostali ste-
roli pa so bili pod mejo detekcije v obeh skupinah.
Nasi rezultati kazejo, da je POR obvezni in neza-
menljivi donor elektronov predvsem pri CYP51 po-
sredovani reakciji. Brez POR se pretvorba
lanosterola in najverjetneje tudi sinteza holesterola
de novo ustavi. Kljub temu se koli¢ina holesterola v
jetrin ne spremeni, saj homeostatski mehanizmi
omogocijo uravnavanje koncentracije holesterola v
jetrih s prevzemom LDL iz prehrane
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ABSTRACT

Cholesterol has several important physiological
functions in mammals and is also indispensable
during embryogenesis. Genetic defects of the cho-
lesterol biosynthetic pathway lead to different inborn
errors. The phenotypic abnormalities are caused by
cholesterol deficiency and accumulation of interme-
diate sterols. Lanosterol 14a-demethylase (CYP51)
catalyses the first step following cyclization of squa-
lene in cholesterol biosynthesis. CYP51 requires cy-
tochrome P450 oxidoreductase (POR) that is the
obligate electron donor for the reaction. Some pa-
tients with Antley-Bixler syndrome have mutations
in the POR gene. A similar phenotype was also ob-
served after early in utero exposure to azoles, which
are inhibitors of fungal CYP51 used to treat sys-
temic mycoses. The reason in both cases might be
the inhibition of cholesterol biosynthesis on the level
of CYP51. The aim of our work was to determine
the effect of cytochrome P450- oxidoreductase on
cholesterol biosynthesis in liver.

We used HPLC analysis to profile sterols (choleste-
rol, lanosterol, 7-dehydrocholesterol, lathosterol,
FF-MAS and T-MAS) in the liver of wild mice and
liver specific Por knock-out mice. We show that Por
deletion caused strong accumulation of lanosterol.
We observed 35-fold induction compared to wild

type (397 ug/g vs. 11 ug/g).

Despite the buildup of lanosterol, the amount of
total liver cholesterol did not change. Our results
confirm POR as an obligate and unchangeable
electron donor for CYP51 mediated reaction. POR
deficiency inhibits lanosterol conversion to FF-MAS
as well as cholesterol biosynthesis de novo. Home-
ostatic mechanisms are able to regulate cholesterol
level, most probably through uptake of exogenous
cholesterol from diet.

KEY WORDS:
cholesterol, cytochromes P450, CYP51,
lanosterol, Antley-Bixler syndrome

pri delovanju proteina Hedgehog (Hh) (1), ki uravnava em-
brionalni razvoj (2).

Molekula holesterola nastane v seriji ve¢ kot 30 reakcij in
vseh 27 ogljikovin atomov holesterola izvira iz molekule
acetil-CoA z 2 ogljikovima atomoma. Lanosterol je prvi ci-
kli¢ni intermediat v biosintetski poti (3), ki se v seriji deme-
tilacij, redukcij in oksidacij pretvori v holesterol (Slika 1) (4).
Po lanosterolu pa se biosintezna pot lo¢i na dve mozni veji
z intermediati, ki imajo nasi¢eno (5) ali nenasic¢eno (6) A24-
vez (Slika 1).

Intermediati pred-lanosterolnega dela zalagajo celico s Ste-
vilnimi biolosko pomembnimi molekulami, kot sta koencim
Q10 in hem A (7). Tudi intermediati poznega dela imajo po-
tencialne svoje bioloSke vioge. Dva sterola so izolirali iz
spolnih zlez sesalcev in vplivata na razvoj in kvaliteto jaj¢nih
celic (8, 9), iz 7-dehidroholesterola pa nastane vitamin D.
Poleg tega so z nedavnimi raziskavami pokazali, da so
pravzaprav sterolni intermediati tisti, ki so klju¢ni za pato-
genezo genetskih obolenj biosinteze holesterola (10). Le-ti
se kopicijo in povzrocijo napake pri fuziji obraznih struktur
(10) in razvoja las (11).

V po-lanosterolnem delu biosintetske poti je opisanih Sest
prirojenih napak, ki so posledica mutacij v holesterogenih
genih (12) in imajo dolocene skupne fenotipske znacilnosti.
Antley-Bixler-jev sindrom (ABS) nastane kot posledica mu-
tacij v razliénih genih, najveckrat v receptorju fibroblastnih
rastnih faktorjev 2 (FGFR2). Fenotip podoben ABS so opa-
zili tudi pri otrocih, ki so bili v maternici izpostavljeni fluko-
nazolu, antimikotiku in inhibitorju lanosterol 14a-demetilaze
(CYP51) (13). Azoli se pogosto uporabljajo v kmetijstvu in
tudi za zdravljenje zivali in ljudi. Njihovo delovanje temelji
na inhibiciji glivnega CYP51 (14). CYP51 katalizira demeti-
lacijo lanosterola v biosintezni poti sterolov (15). Tako so
pozornost pri pacientin z ABS usmerili tudi na CYP51 in
sintezo holesterola (16, 17). V fibroblastih nekaterih pacien-
tov, tistih brez mutacij v FGFR2, so ugotovili povecano ko-
licino lanosterola. Kopicenje lanosterola, ki je substrat
encima CYP51, kaze na neaktivhost encima (18). Vendar
pri pacientin mutacij v samem CYP5T niso nasli (19), kas-
neje pa so odkrili, da je pri teh pacientih okvarjen gen za
citokrom P450-oksidoreduktazo (POR) (20, 21). Protein
POR je donor elektronov v Stevilnih oksidoreduktivnih reak-
cijah, predvsem kataliziranih s citokromi P450. V biosintezi
holesterola sta to 14a-demetilacija lanosterola s CYP51 in
monooksigenacija skvalena s svalen-monooksigenazo
(SQLE) (14).
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Slika 1: Shema biosinteze holesterola. Kratice encimov predstavijajo simbol UniGene.
HMGCR- HMG-CoA-reduktaza; LBR- lamin B receptor; TM7SF2- 14-
dehidroholesterol-reduktaza; SC4MOL- sterol C4-metil-oksidaza, NSDHL -
3-(-hidroksi-A5-steroid-dehidrogenaza, HSD3B3- 3[3-ketosteroid-reduktaza, EBP-
sterol-8,7 izomeraza; SC5D- sterol-C5 desaturaza;, DHCR7- 7-dehidroholesterol-
reduktaza, POR- citokrom P450-oksidoreduktaza. FF-MAS- mejozo aktivirajoCi sterol iz
folikularne tekocine, 4,4-dimethyl-5a-cholesta-8, 14,24-triene-3[3-ol; T-MAS- mejozo
aktivirajoci sterol iz mod.

Figure 1: Schematic representation of post-squalene part of cholesterol biosynthesis.
Abbreviations of enzyme names correspond to UniGene Symbols. HMGCR- HMG-
COA reductase; LBR- lamin B receptor; TM7SF2- 14-dehydrocholesterol reductase;
SC4MOL- sterol C4-methyl oxidase, NSDHL- 3--hydroxy-A5-steroid dehydrogenase,
HSD3B3- 3B-keto-steroid reductase, EBP- sterol 8, 7 isomerase; SC5D- sterol- C5
desaturase; DHCR7- 7-dehydrocholesterol reductase. FF-MAS- follicular fluid meiosis
activating sterol, 4,4-dimethyl-5a-cholesta-8, 14,24-triene-33-ol; T-MAS- testis meiosis
activating sterol, 4,4-dimethyl-5a-cholesta-8,24-diene-33-ol.

Da bi preuciti vpliv POR na metabolizem holesterola, smo  landa Wolfa (University of Dundee) (pet v vsaki skupini)
analizirali sterolni profil v jetrih misi z izniCenim genom Por.  Analizo sterolov smo izvedli po Ze opisanem postopku (22)

Z manjsimi spremembami. Iz zamrznjenih in posusenih jeter
(angl. freeze-dried) smo ekstrahirali lipide v ekstrakcijski te-

MATERIALI IN METODE kocini (75% n-heptan : 25% izopropanol (v/v)). Organsko

fazo smo posusili in ekstrahirane lipide umilili z enourno in-
kubacijo v raztopini 10% KOH v 80% etanolu pri 60°C. Po
alkalni hidrolizi smo pH uravnali z 1M KH,PO, in ponovno
izvedli ekstrakcijo, kot je opisana zgoraj. Organsko fazo

Jetra misi diviega seva in L-PORKO (misi z iznicenim  smo posusili, raztopili v mobilni fazi za analizo HPLC z nor-
genom Por v jetrih) smo dobili iz laboratorija prof. dr. Ro-  malno fazo in izvedli loditev na koloni ChromSpherSi, 5 um,
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250x4.6 mm (Varian) z mobilno fazo 99,5% n-heptan
(J.T.Baker):0,5% izopropanol (J.T.Baker) (v/v) s pretokom
1,00 mL/min. Koli¢ino holesterola smo dolodili na osnovi
kromatograma analize z normalno fazo pri 200 nm. Ker se
lanosterol in T-MAS na normalni fazi ne locita, smo frakcijo
z intermediati (8-20 minut) polovili, posusili, raztopili v ace-
tonitrilu in jih analizirali s pomocjo separacije na reverzni
fazi na koloni C8-LiChrospher RP-8, 5 um, 250x4,6 mm
(Varian) z mobilno fazo (v/v) 93% acetonitril (Fischer Scien-
tific): 7% vode s pretokom 1,00 mL/min. Na osnovi reten-
cijskih ¢asov (RT) standardov smo lahko dolocili lanosterol
(Sigma L5768; RT 24,5 min na reverzni fazi in holesterol
(Steraloids C6760; RT 21,3 min na normalni fazi), medtem
ko so bili 7-dehidroholesterol (Steraloids C3000), latosterol
(Steraloids C7400-000) in T-MAS in FF-MAS (laboratorijski
standardi (22) pod mejo detekcije.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Zeleli smo preusiti viogo citokrom P450-oksidoreduktaze
(POR) na biosintezo holesterola v jetrin. Citokrom P450-
oksidoreduktaza (POR) namre¢ sodeluje kot donor elek-

tronov pri dveh reakcijah v biosintezni poti, pri monooksi-
genaciji skvalena s skvalen-epoksidazo in pri 14a-demeti-
laciji lanosterola s CYP51 (Slika 1). Razvita sta bila dva
modela misi z izniCenim genom Por specificno v jetrih (L-
PORKO) (23, 24). V jetrih miSi diviega seva in L-PORKO
(23) smo analizirali sterolni profil. Dolocili smo koli¢ino ho-
lesterola in lanosterola (Slika 2), medtem ko je bila koli€ina
7-dehidroholesterola, latosterola, FF-MAS in T-MAS pod
mejo detekcije. Koli€ina lanosterola je v jetrih misi L-
PORKO 35-krat poveCana (397,48+138,87 ug/g vs.
11,55+5,17 ug/g; Slika 2A in B). Lanosterol je substrat za
CYP51-posredovano reakcijo. Njegovo kopiCenje kaze na
to, da je CYP51 neaktiven in da je za CYP51 POR neza-
menljiv donor elektronov. Monooksigenacija skvalena je v
biosintezni poti pred CYP51 (Slika 1) in oc¢itno potece kljub
odsotnosti POR. Skvalen-monooksigenaza ima verjetno al-
ternativni vir elektronov, kot na primer citokrom b,/NADH-
reduktazo (25).

Kljub velikemu kopi¢enju lanosterola, ki kaze na to, da je
sinteza holesterola na ravni CYP51 moc¢no inhibirana ali
celo ustavljena, se koliCina celokupnega holesterola v jetrin
ni bistveno spremenila (4233,54+837,14 ug/g vs.
5104,10+1869,77 ug/g; Slika 2C in D). Ko koli¢ina hole-
sterola pade, transkripcijski faktor SREBP2 namre¢ aktivira
tako biosintezno pot kot tudi prevzem holesterola iz plazme

2 ko Ko
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Slika 2: Kolicina lanosterola in holesterola v jetrih misi z
izni¢enim genom Por. Reprezentativni kromatogrami
lanosterola (puscica) po analizi HPLC z reverzno fazo (A) in
holesterola (puscica) z normalno fazo (C). Na osnovi
kromatogramov smo dolocili koli¢ino lanosterola (B) in
holesterola (D) v jetrih misi diviega seva (beli stolpci) in

0 misi z izniCenim genom Por (Crni stolpci). Rezultati

predstavijajo srednjo vrednost in standardno deviacijo
petih Zivali.
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Figure 2: Lanosterol and cholesterol amount in the liver of
wild type and liver specific Por knock-out mice.
Representative reverse phase (A) and straight phase (C)
HPLC chromatograms of lanosterol (A) and cholesterol (C)
analysis. Quantification of lanosterol (B) and cholesterol
(D) in the liver of wild type (white bars) and liver specific
Por knock-out (black bars) mice. Results represent mean
+ SD of 5 animals.
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preko z receptoriem LDL posredovane endocitoze (26). V
jetrin misi L-PORKO je poviSano izrazanje holesterogenih
genov, vendar to ne zadostuje za sintezo holesterola (24).
Povecan pa je tudi prevzem lipoproteinov LDL, kar kaze
znizana raven serumskega holesterola za 65% pri misih L-
PORKO (23).

SKLEP

Z na8o analizo smo pokazali, da je encim citokrom P450-
reduktaza nujen pri 14o-demetilaciji lanosterola v biosinte-
zni poti holesterola. Posledica napak v genu Por oziroma
eksperimentalno izniCenje gena je neaktivnost encima POR
in posledi¢na inhibicija CYP51 in akumulacija lanosterola.
Metilirani steroli pa ne morejo funkcionalno zamenjati ho-
lesterola (5), kar je skupaj s pomanjkanjem holesterola klju-
¢no pri patogenezi ABS in teratogenem delovanju azolov.
Kljub temu, da je biosintetska pot prekinjena, pa je koli¢ina
holesterola nespremenjena, najverjetneje zaradi homeo-
statskih mehanizmov, ki omogocajo uravnavanje koli¢ine
holesterola na ravni prevzema holesterola iz LDL delcev.
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