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Wstep

Cholesterol jest waznym sktadnikiem bton komérko-
wych oraz prekursorem hormonéw sterydowych, kwaséw
z6tciowych i witaminy D. Wobec tego musi on by¢ trans-
portowany z watroby do komaérek réznych tkanek. Cza-
steczki cholesterolu sa hydrofobowe, wiec nie moga roz-
puszcza sie w 0S0Czu — S3 przenoszone w postaci
zwigzanej z transporterem. Zasadniczym transporterem
cholesterolu do tkanek s3 lipoproteiny o niskiej gestosci
(ang. low density lipoproteins, LDL). Jednostka transportu-
jaca LDL jest dos¢ ztozona (Rycina 1.). Zbudowana jest z ku-
listej warstwy czasteczek fosfolipidéw, ktérych konce
hydrofilne skierowane sa na zewnatrz, a hydrofobowe
do wewnatrz. Korice hydrofobowe wiaza ok. tysiaca cza-
steczek cholesterolu. Na hydrofilnej powierzchni jednost-
ki transportujacej zaadsorbowana jest jedna czasteczka
biatka apolipoproteiny B (APO B).

Na powierzchni bton komérkowych znajduja sie recep-
tory LDL (LDLR), ktére rozpoznajg i wigzg APO B (Rycina 1.).
Zwigzanie APO B zapoczatkowuje proces endocytozy. Czes¢
btony komérkowej zawierajaca receptor ulega wgtobieniu,
tworzac pecherzyk otaczajacy LDLR. Pecherzyk ten oddzie-
la sie od btony komérkowej i zagtebia w cytoplazmie.
Niskie pH wnetrza komoérki powoduje oddzielenie LDL
od receptora, po czym pecherzyk dzieli sie na dwie czesci.
Pecherzyk zawierajacy uwolniony LDL taczy sie z lizoso-
mem, tworzgc wtorny lizosom. Jego enzymy uwalniajg cho-
lesterol do cytoplazmy. Pecherzyk btonowy z uwolnionym
receptorem wraca do btony komérkowej, eksponujac re-
ceptor na jej zewnetrznej powierzchni, gdzie moze on po-
nownie zwigza¢ LDL [1]. Dla recyrkulacji LDLR niezbedny
jest jego fragment zblizony strukturalnie do nabtonkowe-
go czynnika wzrostu (EGF-A) (Rycina 1.).
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Jak wynika z danych epidemiologicznych, podwyzszo-
ne stezenie LDL w osoczu jest istotnym czynnikiem ryzy-
ka rozwoju miazdzycy i jej powiktan. Lipoproteiny o niskiej
gestosci wnikaja do btony wewnetrznej tetnicy, gdzie sa
wychwytywane przez makrofagi na drodze endocytozy ich
LDLR i receptoréw wymiatajacych (LDL, ktére podlegty oksy-
dacji) oraz endocytozy fazy ptynnej. Wychwyt LDL przez
makrofagi stanowi wstep do ich przeksztatcenia w komér-
ki piankowate odgrywajace wazng role w procesie tworze-
nia blaszki miazdzycowej. Odwrotny proces, tj. transport
cholesterolu z makrofagéw i przez srédbtonek do krwi, do-
konuje sie z udziatem receptoréw HDL. Tak wiec proces
miazdzycowy zalezy od przenikania LDL do btony we-
wnetrznej tetnicy, a intensywnos¢ tego przenikania uwa-
runkowana jest stanem srodbtonka i stezeniem LDL w 0so-
czu. Stezenie LDL w osoczu zalezy od podazy cholesterolu
w diecie, jego endogennej syntezy oraz usuwania LDL
z krwi do watroby. Wychwyt LDL przez hepatocyty uwa-
runkowany jest iloscia ich LDLR. Zwiekszenie ilosci dostep-
nych watrobowych LDLR powoduje obnizenie stezenia LDL
W 0s0czU, @ zmniejszenie powoduje hipercholesterolemie.
Badania kilku ostatnich lat wskazuja, ze gtéwnym elemen-
tem regulacji dostepnosci watrobowych LDLR, a tym sa-
mym stezenia LDL we krwi, jest biatko okreslane symbo-
lem PCSKO.

PCSK9

Biatko PCSK9 (ang. proprotein convertase subtilisin
kexin 9) czasem okreslane jest jako NARC-1 (ang. neural
apoptosis-regulated convertase 1) [2]. W jego sktad wcho-
dzi szereg domen, poczynajac od prodomeny N-kofica,
po ktérej nastepuje domena katalityczna, a nastepnie bo-
gata w cysteine domena C-konca PCSK9 przechodzi w sia-
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Rycina 1. Obieg receptoréw LDL (LDLR) w hepatocycie. Receptory, ktore zwiazaty LDL, ulegaja endocytozie, ale
po odtaczeniu LDL pod wptywem wewnatrzkomérkowego pH = 5,0 powracaja do btony komérkowej. Receptory,
z ktérymi zwigzato sie PCSK9, ulegajg endocytozie i destrukcji w lizosomach

Y = LDLR, LDL - jednostka transportujqgca LDL, SE - siateczka endoplazmatyczna, EGF — fragment LDLR podobny strukturalnie do nabtonkowego czynnika
wzrostu, niezbedny dla recyrkulacji LDLR do btony komérkowej i blokowany przez PCSK9

teczce endoplazmatycznej komorki proces autokatalitycz-
ny, w ktérym prodomena zostaje przez domene katalitycz-
na oddzielona od czasteczki PCSK9, ale nastepnie ponow-
nie sie z nig wiaze. To autokatalityczne przeksztatcenie
jest niezbedne dla transportu czasteczki PCSK9 do prze-
strzeni zewnatrzkomérkowej i do krwi. Ekspresja PCSK9
zachodzi najintensywniej w hepatocytach, a ponadto w je-
licie cienkim i w bardzo matym stopniu w nerkach, ptu-
cach, $ledzionie i grasicy [2].

Krazace PCSK9 wiaze sie z LDLR, przede wszystkim he-
patocytow. Nie stwierdzono wigzania z LDLR nadnerczy,
w ktérych LDLR obficie wystepuja [3, 4].

PCSK9 wiaze sie z fragmentem EGF-A LDLR, co powo-
duje internalizacje receptora, podobnie jak to ma miejsce
w przypadku zwigzania LDL [5]. Niskie pH (5) wnetrza ko-
morki powoduje zwiekszenie o 150 razy powinowactwa
PCSK9 do EGF. Poniewaz fragment EGF-A jest niezbedny
dla recyrkulacji receptora z endosomu do btony komérko-

wej, jego zwigzanie przez PCSK9 zatrzymuje LDLR w ko-
morce, powodujac ich redystrybucje do lizosoméw, w kté-
rych ulegaja one degradadji [6, 7]. Alternatywna droga dzia-
tania PCSK9 jest jego wewnatrzkomérkowe wigzanie sie
z receptorem, ktory ulegt internalizacji na skutek wigza-
nia z LDL, i zwigzanie go z lizosomem [8] (Rycina 1.). W ten
sposéb PCSK9 powoduje obnizenie gestosci recepto-
row LDL na powierzchni hepatocytéw, a tym samym ogra-
nicza ilos¢ LDL mogacych ulec internalizacji i metabolizmo-
wi w tych komérkach. Tak wiec wzrost ekspresji PCSK9
pocigga za sobg wzrost stezenia LDL w osoczu, a zahamo-
wanie ekspresji — jego spadek.

Zaskakujace jest stwierdzenie, ze fragment PCSK9 wig-
zacy sie z LDL jest oddalony od centrum katalitycznego en-
zymu. Stwierdzono ponadto, Ze nieczynna katalitycznie
odmiana PCSK9 oddziatuje z LDLR tak samo jak czynna
katalitycznie. Tak wiec interakcja PCSK9 — LDLR nie jest
wynikiem proteolitycznego dziatania tego enzymu [9, 10].
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Jego autokatalityczne przeksztatcenie jest natomiast nie-
zbedne dla wydzielenia zsyntetyzowanego PCSK9 z ko-
morki do przestrzeni zewnatrzkomérkowej i osocza.

Mutacje PCSK9 w populacjach ludzkich

Zainteresowanie PCSK9 zostato rozbudzone odkryciem,
Ze mutacje tego genu (F216L i S127R) sa, obok mutacji ge-
néw kodujacych LDLR i APO B, zaangazowane w rozwdj au-
tosomalnej dominujacej hipercholesterolemii prowadzacej
do przedwczesnego rozwoju miazdzycy [11]. Obecnie zna-
nych jest juz wiele mutacji PCSK9 powodujacych nasilenie
intensywnosci destrukcji LDLR (ang. gain of function, GOF)
lub jej spadek (ang. loss of function, LOF). Mechanizm tych
zmian w wypadku poszczegblnych mutacji moze by¢ réz-
ny. Poszczegblne mutanty PCSK9 moga sie roznic stopniem
powinowactwa do EGF-A LDLR. Ponadto PCSK9 jest degra-
dowane przez inne proproteinowe konwertazy: PC5/6A oraz
furyne (furin). Poszczegdlne mutanty moga by¢ przez nie
degradowane z rézng intensywnoscia. Wreszcie czastecz-
ki PCSK9 moga sie taczyé w homodimery i homotrimery
o zwiekszonej aktywnosci w degradacji LDLR. Niektére mu-
tanty PCSK9 wykazuja zwiekszonga zdolnos¢ do tworzenia
takich potaczen [1, 12].

W spoteczenstwach zachodnich najliczniej wystepuja mu-
tacje typu LOF U 2,6% Afroamerykanéw substytucja amino-
kwasoéw Y142X i C679X powoduje 28-procentowy spadek za-
wartosci LDL w osoczu i 88-procentowy spadek ryzyka
choroby wiencowej [13]. W3rdd przedstawicieli rasy kauka-
skiej wystepujaca w 3,2% mutacja R46L powoduje
15-procentowy spadek zawartosci LDL w osoczu i 45-procen-
towy spadek ryzyka choroby wieficowej [13] oraz schorzen
tetnic obwodowych [14]. W populacji polskiej substytucje
R46L stwierdzono w 2,6%, przy czym osoby bedace nosicie-
lami tej mutacji miaty zawartos¢ LDL w osoczu o ok. 14% niz-
sza od zawartosci u 0s6b nieposiadajacych tej odmiany
PCSK9. W grupie tej stwierdzono zmniejszenie o ok. 50% ry-
zyka chorobowosci w odniesieniu do zawatu serca i pozosta-
tych choréb uktadu sercowo-naczyniowego [15].

W r6znych populacjach wykryto ponadto szereg innych
mutacji (L253F A433T, Y142x i C679x) zwigzanych z niskim
stezeniem LDL i redukcjg ryzyka choroby wiencowej [12].
Ponadto znaleziono osobe, u ktorej stwierdzono 2 inakty-
wujgce mutacje PCSK9, brak tego biatka w osoczu oraz ni-
ski poziom LDL (14 mg/dl) przy braku jakichkolwiek obja-
woéw chorobowych [12].

W r6znych populacjach wystepuja réwniez mutacje ty-
pu GOF zwiazane z hipercholesterolemia i przedwczesna
miazdzyca (S127R, D129G, F216L, D374H). Ciezka forma
hipercholesterolemii spowodowana substytucja amino-
kwaséw D374Y wystepuje wzglednie czesto w populacjach
Wielkiej Brytanii i Norwegii. U nosicieli tej mutacji miaz-
dzyca i jej powiktania rozwijaja sie o ok. 10 lat wczesniej
niz w catej populacji [16, 17].

Tak wiec badania polimorfizmu genu kodujacego PCSK9
dostarczyty powaznych argumentéw przemawiajacych

Kardiologia Polska 2009; 67: 7

za podstawowym znaczeniem tego biatka w regulacji za-
wartosci LDL w osoczu u ludzi. Doswiadczenia na zwierze-
tach oraz in vitro na hodowlach komérek zwierzecych i ludz-
kich dostarczyty bardziej bezposrednich dowodéw oraz
pozwolity na wyjasnienie mechanizméw dziatania PCSK9,
ktére czesciowo zostaty juz powyzej przedstawione.

Dos$wiadczenia na zwierzetach

Frank-Komenetsky i wsp. [18] stwierdzili, ze uciszenie
genu PCSK9 u myszy poprzez wstrzykniecie matego inter-
ferujacego RNA (siRNA) (5 mg/kg) powodowato 60-70-pro-
centowe zmniejszenie zawartosci transkryptu mRNA dla
PCSK9 w watrobie oraz ok. 30-procentowy spadek steze-
nia PSCK9 w surowicy. U szczuréw zabieg ten powodowat
spadek watrobowego mRNA dla PCSK9 o 50-60%, spadek
stezenia cholesterolu w osoczu o0 50-60% oraz 3-5-krotny
wzrost ilosci watrobowych LDLR. U matp podanie
5 mg/kg siRNA powodowato po 72 godz. obnizenie zawar-
tosci LDL w osoczu 0 56% i jego powrdt do wyjsciowego
poziomu po 14 dniach. U matp i myszy stwierdzono spa-
dek stezenia PCSK9 w osoczu. Uciszenie genu PCSK9 nie
miato wptywu na HDL i tréjglicerydy (TG).

Podobne wyniki uzyskano u myszy z wytaczeniem ge-
nu PCSK9 typu knock-out. Zwiekszeniu liczby LDLR w wa-
trobie nie towarzyszyto zwiekszenie ich mRNA, co wska-
zuje, ze byto ono wynikiem zahamowania ich destrukcji,
a nie zwiekszenia ekspresji. Ponadto u myszy tych stwier-
dzono nasilenie dziatania statyn obnizajacego stezenie
cholesterolu we krwi [19]. W innym badaniu zahamowa-
nie ekspresji genu PCSK9 antysensowym oligonukleoty-
dem powodowato obnizenie zawartosci LDL w osoczu réw-
niez u myszy z hipercholesterolemia [20].

Transgeniczne myszy z nadekspresja ludzkiego PCSK9
wydzielaty do plazmy znaczne ilosci tego biatka, co powo-
dowato spadek liczby LDLR w hepatocytach oraz wzrost
stezenia cholesterolu do poziomu stwierdzanego u myszy
z knock-outem LDLR [21]. Podobne wyniki uzyskano u my-
szy zainfekowanych adenowirusem konstytutywnie powo-
dujacym nadekspresje mysiego PCSK9-Ad. U zwierzat tych
stwierdzano 5-krotny wzrost stezenia LDL bez zmian HDL
oraz prawie catkowite znikniecie biatka LDLR z watroby [22].

Nadekspresja PCSK9 u myszy transgenicznych powo-
dowata spadek zawartosci LDLR réwniez w watrobie po-
taczonych z nimi krazeniowo myszy normalnych. Stanowi
to dowdd, Ze z LDLR wiaze sie PCSK9 krazace we krwi [23].

Regulacja ekspresji i dzialania PCSK9
Regulacja ekspresji PCSK9 przez cholesterol

Bezposrednim aktywatorem ekspresji LDLR i PCSK9
w komérkach jest czynnik transkrypcyjny SREBPS-2 (ang.
sterol regulatory element biding proteins) [24, 25]. Zsynte-
tyzowany SREBPS-2 zostaje zakotwiczony w siateczce en-
doplazmatycznej i w otoczce jadra komérkowego w kom-
pleksie z biatkiem SCAP (ang. SREBP cleavage activating
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protein). SCAP jest wtasciwym sensorem stezenia chole-
sterolu w przestrzeni siateczki endoplazmatycznej i jego
zawartosci w jej btonach. Jezeli stezenie to jest wyzsze
niz 5%, SCAP przytrzymuje SREBP w ER, a wiec nie moze
on wptywac na ekspresje genéw. Wobec tego ekspresja
LDLR sie zmniejsza, co chroni komoérke przed przetadowa-
niem cholesterolem. Co prawda, jednoczesnie zmniejsza
sie rowniez ekspresja PCSK, co zmniejsza destrukcje LDLR
(skutek odwrotny do zahamowania ekspresji). Wydaje sie
jednak, ze zahamowanie ekspresji przewaza. Jezeli steze-
nie cholesterolu spada do 3%, SCAP transportuje SREBP
do aparatu Golgiego, gdzie ulega on przeksztatceniu umoz-
liwiajgcemu jego transfer do jadra komorkowego. Tam wig-
ze sie on z promotorami r6znych genéw, m.in. z PCSK9 oraz
LDLR, pobudzajac ich ekspresje. A wiec znowu mamy dwa
przeciwstawne efekty: nasilenie ekspresji LDLR i nasilenie
ich destrukcji. W tym wypadku zmiana ekspresji LDLR prze-
waza, wobec czego gestos¢ LDLR w btonie komérkowej sie
zwieksza, co umozliwia nasilenie dokomoérkowego trans-
portu cholesterolu. Tak wiec regulacja poprzez SREBP eks-
presji LDLR stanowi mechanizm komérkowej homeostazy
cholesterolowej [26-28].

Nie jest jasne, jaki jest sens biologiczny jednoczesne-
go pobudzania przez SREBP-2 ekspresji PCSK9 i LDLR. Jed-
na z mozliwosci jego wyjasnienia stwarza fakt, ze ostabia-
nie przez PCSK9 efektéw zmian ekspresji LDLR dotyczy
tylko watroby, poniewaz PCSK9 nie dziata na receptory LDL
w innych komérkach. W ten sposéb PCSK9 moze tagodzi¢
skutki zmian ekspresji LDLR hepatocytéw przez ich we-
wnatrzkomaérkowy cholesterol w stosunku do poziomu LDL
w osoczu. Na przyktad dieta bogata w cholesterol zwiek-
sza jego doptyw do watroby i wychwyt przez hepatocyty.
Prowadzi to do zmniejszenia ekspresji LDLR. Gdyby nie by-
to to buforowane przez jednoczesne zmniejszenie destruk-
¢ji LDLR na skutek zahamowania ekspresji PCSK9, prowa-
dzitoby do bardzo znacznego ograniczenia usuwania LDL
z krwi, co dodatkowo przyczynitoby sie do bardzo duzych
wzrostow zawartosci cholesterolu w osoczu. Ten mecha-
nizm moégtby dziata¢ odwrotnie np. w gtodzeniu, kiedy za-
chodzi wzrost ekspresji LDLR i PCSK. Tak wiec bytby to cze-
sto wystepujacy w ustroju mechanizm samoograniczenia
uktadu sptaszczajacy skutki zmian jego aktywnosci. Inna
mozliwos¢ to ograniczenie czasu przetrwania receptora LDL
przez skrécenie cyklu ekspresji i destrukcji, co mogtoby
korzystnie wptywac na jego stan czynnosciowy [19].

Interakcja PCSK9 ze statynami

Statyny aktywuja SREBP-2, ktéry pobudza ekspresje
zaréwno PCSK9, jak i LDLR. Wobec tego statyny pobudza-
ja zaréwno tworzenie, jak i destrukcje LDLR. Podobnie jak
sie to dzieje w wypadku zmniejszenia komérkowej zawar-
tosci cholesterolu, pobudzenie ekspresji PCSK9 ostabia
efekt pobudzenia ekspresji LDLR i spadku zawartosci LDL

w osoczu. Wobec tego zahamowanie ekspresji PCSK na-

sila efekt dziatania statyn, natomiast zwiekszenie tej eks-
presji moze by¢ przyczyna opornosci na statyny [19].

Wplyw stanéw zapalnych na ekspresje PCSK9

Infekcje i zapalenia prowadza do gtebokich zaburzen
w metabolizmie lipidéw, a w szczegblnosci do obnizone-
go wychwytu LDL [29]. Wykazano, ze infekcja, a nawet ja-
towe zapalenie, powoduje u myszy wielokrotny wzrost eks-
presji PCSK9 w watrobie i nerkach oraz spadek biatka
receptoréw LDL w watrobie i wzrost stezenia LDL w oso-
czu [30]. Wynik ten dostarcza niewatpliwie co najmniej
jednego z ogniw taczacych procesy zapalne z nasileniem
zmian miazdzycowych.

Regulacja przez fibraty

Ekspresja PCSK9 jest hamowana przez fibraty na po-
ziomie promotora. Ponadto fibraty pobudzajg ekspresje
dwu innych proproteinowych konwertaz: PC5/6A oraz fu-
ryny, ktére degradujg PCSK9 [31].

Blokowanie wigzania PCSK9 z LDLR

Oddziatywanie PCSK9 na stezenie LDL w osoczu uwa-
runkowane jest jego zwiazaniem z domena EGF-A recep-
toréw LDL. Shan i wsp. [32] otrzymali syntetyczny peptyd
EGF-A, ktory wigzat sie z PCSK9, blokujac tym samym je-
go wigzanie z LDLR. W wyniku tego syntetyczny EGF-A za-
pobiegat degradacji przez PCSK9 receptoréw LDL i spad-
kowi poboru LDL w hodowli hepatocytéw HepG2.

Plejotropowe dziatania PCSK9

Zwykle tak bywa, ze nowo odkryte czynne biatko, po-
za pierwotnie opisang funkcja, zaangazowane jest w sze-
reg innych, nieraz licznych zjawisk. Wydaje sie, ze dotyczy
to réwniez PCSK9. Stwierdzono mianowicie, Zze pobudza
ono regeneracje hepatocytéw w uszkodzonej watrobie [8]
oraz pobudza réznicowanie neuronéw [2].

Podsumowanie

Badania genetyczne populacji ludzkich oraz doswiad-
czenia na zwierzetach i doswiadczenia in vitro na komor-
kach ludzkich i zwierzecych dowodza, ze PCSK9 jest gtow-
nym regulatorem stezenia LDL w osoczu krwi ludzi
i zwierzat, a tym samym ma istotny wptyw na rozw6j miaz-
dzycy i jej powiktan. Regulacja polega na wigzaniu sie
PCSK9 z domeng EGF-A receptoréw LDL watroby, ich in-
ternalizacji i destrukcji w lizosomach. W wyniku tego licz-
ba dostepnych receptoréw LDL maleje, a tym samym ma-
leje wychwyt LDL przez watrobe, co prowadzi do wzrostu
ich stezenia w osoczu. PCSK9 ostabia hipolipemizujacy
efekt dziatania statyn. Doswiadczalnie wykazana mozli-
wos¢ hamowania ekspresji PCSK9 przez uciszanie jego ge-
nu lub blokowanie jego destrukcyjnego wptywu na LDLR
przez syntetyczny EGF-A otwiera droge do dalszych badan
nad wykorzystaniem roli PCSK9 w metabolizmie LDL w za-
pobieganiu i leczeniu miazdzycy.
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