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WYKAZ SKROTOW

ABCALl - biatko blonowe majace kaset¢ wiazaca ATP typu Al
ABCG1 - biatko blonowe majace kasetg¢ wiazaca ATP typu G1
apo - apolipoproteina, np.

apoE - apolipoproteina E

BF - bufor inkubacyjny

CETP - biatko transportujace estry cholesterolu

CH - cholesterol

CHE - cholesterol zestryfikowany

CHM - chylomikrony

CHW - cholesterol wolny

2D-PAGE - clektroforeza dwukierunkowa, w ktéorej w pierwszym kierunku

nastepuje rozdziat lipoprotein w zelu agarozowym, a w drugim kierunku

rozdziat w gradiencie zelu poliakrylamidowego, w warunkach

niedenaturujacych
FL - fosfolipidy
HDL - lipoproteiny o wysokiej gestosci (high density lipoproteins)

HDL-apoE - czastki HDL zawierajace apoE
HDL-LpE — patrz LpE

HL - lipaza watrobowa

HLP - hiperlipoproteinemia

HSPG - proteoglikany zawierajace tancuchy siarczanu heparanu

IDL - lipoproteiny o posredniej ggstosci (intermediate density lipoproteins)
LCAT - acylotransferaza lecytyna:cholesterol

LDL - lipoproteiny o matej gestosci (low density lipoproteins)

LDLR - receptor LDL

Lp - lipoproteiny, np.

LpE - lipoproteiny zawierajace apoE jako jedyny sktadnik biatkowy

v-Lp - lipoproteiny o ruchliwosci elektroforetycznej gamma

LP - liposomy lecytynowe
LP+BF - proba kontrolna zawierajaca liposomy 1 bufor inkubacyjny
LPL - lipaza lipoproteinowa



LRP - biatko pokrewne receptorowi LDL

LUV - duze jednowarstwowe liposomy
MLV - wielowarstwowe liposomy

(O - odchylenie standardowe

PLTP - bialko transportujace fosfolipidy
rHDL - rekonstytuowane czastki HDL, np.

rHDL-apoE - rekonstytuowane czastki HDL zawierajace apoE
RCT - zwrotny transport cholesterolu z komoérek tkanek obwodowych

do watroby (reverse cholesterol transport)

Rf - ruchliwos¢ elektroforetyczna

SDS - siarczan dodecylu sodu

SDS-PAGE - elektroforeza w gradiencie zelu poliakrylamidowego, w warunkach
denaturujacych

SUV - male jednowarstwowe liposomy

TG - triacyloglicerole

wZzZ - wspotczynnik zmiennosci

WO - warto$¢ oczekiwana

VHDL - lipoproteiny o bardzo wysokiej gestosci (very high density lipoproteins)

VLDL - lipoproteiny o bardzo niskiej gestosci (very low density lipoproteins)

VLDL+BF - proba kontrolna zawierajaca VLDL 1 bufor inkubacyjny

VLDLgL:LPy - stosunek wagowy fosfolipidéw VLDL do fosfolipidow liposomow

VLDL+LP - mieszanina reakcyjna VLDL z liposomami

VLDL+LPgpernatant -  supernatant uzyskany po immunoprecypitacji —czastek
zawierajacych apoB z mieszaniny VLDLA+LP

VLDLA+LPgsg - osad uzyskany po immunoprecypitacji czastek zawierajacych apoB
z mieszaniny VLDL+LP



STRESZCZENIE

Jedna z grup czastek nalezacych do lipoprotein o wysokiej gestosci (HDL),
bioracych udziat w pierwszym etapie zwrotnego transportu cholesterolu z komoérek
tkanek obwodowych do watroby, sa czastki y-LpE zawierajace jako jedyny sktadnik
biatkowy apolipoproteing E 1 charakteryzujace si¢ ruchliwo$cia elektroforetyczna
gamma (). Nieliczne doniesienia naukowe wskazuja, ze ste¢zenie y-LpE moze wzrastac¢
w wyniku oddzialywania egzogennych fosfolipidow ze skladnikami osocza,
jednak ktore ze struktur osocza odpowiadaja za ich powstawanie, do tej pory nie byto
wiadome.

Glownym celem pracy bylo zbadanie, czy oddziatywanie miedzy lipoproteinami
o bardzo niskiej gestosci (VLDL) 1 liposomami lecytynowymi oraz nastgpujace w jego
wyniku przemiany moga skutkowaé powstawaniem czastek y-LpE.

Materiatem do badan byta surowica uzyskiwana od zdrowych oséb na czczo.
Matle, jednowarstwowe liposomy lecytynowe oraz VLDL wyizolowane metoda
ultrawirowania inkubowano w temperaturze 37°C lub 4°C, przez okres od 5 do 120
minut, przy stosunku wagowym fosfolipidow VLDL do fosfolipidéw liposomow 1:5,
1:15 1 1:30. Po inkubacji sktadniki mieszaniny reakcyjnej rozdzielano metoda
immunoprecypitacji lub ultrawirowania i poddawano ocenie pod wzglgdem ruchliwosci
elektroforetycznej, wielkosci oraz sktadu lipidowego 1 biatkowego.

Wykazano, ze oddziatywanie VLDL z liposomami lecytynowymi prowadzi
do zmian skfadu lipidowego i biatkowego czastek. W wyniku reakcji nastgpowato
zwigkszenie stezenia fosfolipidow oraz spadek stezenia cholesterolu wolnego
1 apolipoproteiny E w VLDL. Zmiany te skutkowaly zmniejszeniem ruchliwosci
elektroforetycznej VLDL. Przemiany VLDL zachodzace pod wplywem liposoméw
lecytynowych zalezaty od warunkow inkubacji: ilosci egzogennych fosfolipidow, czasu
oraz temperatury.

Na skutek inkubacji VLDL 2z liposomami powstawaly nowe czastki
lipoproteinowe niezawierajace apolipoproteiny B. Wsérod nich wyr6zniono heterogenne
populacje czastek zawierajacych fosfolipidy oraz apolipoproteing E jako jedyny
sktadnik biatkowy, o ggstosci charakterystycznej dla HDL (1,063 g/ml <d < 1,21 g/ml),
ruchliwosci elektroforetycznej gamma 1 wielkosci od 8,58 do 22,07 nm lub ruchliwosci

elektroforetycznej pre-beta i wielkosci od 9,9 do 21,08 nm. Nowo powstale czastki LpE
9



oddziatywaty z HDL w obecnosci bialek surowicy, skutkiem czego obserwowano
ich ,,znikanie” 1 powstawanie czastek o $rednicach wigkszych od $rednic HDL
przed reakcja.

Na skutek inkubacji powstawaly rowniez czastki zawierajace fosfolipidy
oraz cholesterol wolny 1 apolipoproteing E, izolowane w zakresie ggstosci
od 1,006 do 1,063 g/ml, o ruchliwosci elektroforetycznej gamma. Czastki te,
pod wzgledem skladu, gestosci 1 ruchliwosci elektroforetycznej odpowiadaly
wilasnosciom opisanym dla ,lipoprotein pe¢cherzykowych”, dla ktéorych wykazano
zdolnos¢ blokowania komérkowego wychwytu proaterogennych lipoprotein.

Uzyskane wyniki wnosza istotny wkiad w poznanie przemian lipoprotein
zachodzacych pod wpltywem liposomow lecytynowych, wykazujac powstawanie
nowych populacji czastek, w skfad ktorych wchodzi apolipoproteina E uwalniana
z VLDL. Obie grupy czastek powstajace na skutek oddzialywania VLDL z liposomami
lecytynowymi moga mie¢ duzy udziat w przeciwmiazdzycowym oddzialywaniu

liposomow, obserwowanym w badaniach in vitro 1 in vivo.

10



SUMMARY

One of the subfractions of high density lipoproteins (HDL) which take part
in reverse cholesterol transport is the subfraction of particles with gamma (y) mobility
on electrophoresis, called y-LpE, which contains apolipoprotein E as its sole
apolipoprotein. A few scientific reports indicated that concentrations of y-LpE increased
as a result of reactions between exogenous phospholipids and plasma components,
but it was not known which plasma components were responsible for y-LpE generation.

The main objective of this study was to determine whether the interaction
of lecithin liposomes with very low density lipoproteins (VLDL) and the subsequent
conversions of particles can be a source of new y-LpE particles.

Human serum was obtained from normolipidemic fasting donors. Small
unilamellar phosphatidylcholine liposomes and VLDL obtained by ultracentrifugation
were incubated at 37°C or 4°C for 5 to 120 minutes, with VLDL-phospholipid-to-
liposome-phospholipid weight ratios of 1:5, 1:15 and 1:30. Subsequently, components
of the reaction mixture were separated by immunoprecipitation or ultracentrifugation
and analyzed in terms of particle dimensions, electrophoretic mobility and lipid
and protein composition.

The interaction between lecithin liposomes and VLDL affected the lipid and
protein composition of particles taking part in the reaction. The content of
phospholipids increased and the content of free cholesterol and apolipoprotein E
decreased in VLDL during the reaction with liposomes. Changes in the particles’
composition resulted in reduced VLDL electrophoretic mobility on agarose gel.
The changes in the VLDL under the influence of liposomes depended on the incubation
conditions: the volume of exogenous phospholipids, temperature and time of
incubation.

New particles, which did not contain apolipoprotein B, were generated.
Heterogeneous populations of particles, containing phospholipids and apolipoprotein E
as the sole apolipoprotein, with densities between 1.063 g/ml to 1.21 g/ml,
either with y-mobility on agarose gel and Stokes diameters from 8.58 to 22.07 nm
or with preB-mobility and Stokes diameters from 9.9 to 21.08 nm, were generated.

The newly-formed LpE particles interacted with HDL in the presence of serum proteins.
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Consequently LpE “disappeared” and new particles, with Stokes diameters larger
than the diameters of HDL before the reaction, were generated.

New particles containing phospholipids, free cholesterol and apolipoprotein E
with densities between 1.006 g/ml and 1.063 g/ml and y-mobility were also generated.
These particles were similar in composition, density and electrophoretic mobility
to vesicular lipoproteins, which have been shown to block cellular uptake
of proatherogenic lipoproteins.

The obtained results make an important contribution to the understanding
of changes in lipoproteins taking place under the influence of lecithin liposomes,
showing the formation of new populations of particles which contain apolipoprotein E
released from VLDL. Both groups of particles generated during the interaction between
VLDL and lecithin liposomes can claim a large share of the antiatherogenic effects

of lecithin liposomes, observed in studies both in vitro and in vivo.
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1. WSTEP

1.1. Budowa i podzial lipoprotein

Lipoproteiny sa  kompleksami  zbudowanymi z  bialek  zwanych
apolipoproteinami (apo) oraz lipidow: fosfolipidow (FL), triacylogliceroli (TG),
cholesterolu wolnego (CHW) 1 zestryfikowanego (CHE). Hydrofobowe TG 1 CHE
tworza rdzen czastki, a amfipatyczne FL i CHW oraz apolipoproteiny tworza otaczajaca

go warstwe powierzchniowa (ryc. 1) [56].

APOLIPOPROTEINA

APOLIPOPROTEINA
FOSFOLIPIDY

CHOLESTEROL
WOLNY

APOLIPOPROTEINA TRIACYLOGLICEROLE
CHOLESTEROL
ZESTRYFIKOWANY

Ryec. 1. Struktura lipoprotein [96]

Lipoproteiny umozliwiaja transport w ukladzie krazenia 1 plynie
pozakomérkowym nierozpuszczalnych w wodzie lipidow. Za wigzania migdzy
sktadnikami lipoprotein odpowiadaja sity van der Waalsa 1 mostki wodorowe. Wiazania
te sa na tyle luzne, ze mozliwa jest wymiana skfadnikow warstwy powierzchniowe;j
pomigdzy czastkami lipoprotein, a jednoczesnie na tyle silne, ze mozliwy jest rozdziat
lipoprotein na r6zne klasy przy zastosowaniu metod fizykochemicznych [56].

Podstawowa metoda rozdzialu lipoprotein osocza jest metoda ultrawirowania,
w ktorej kryterium podziatu jest gestos¢ czastek, wynikajaca ze wzglednej zawartosci
lipidow 1 bialek. Przy zastosowaniu tej metody izoluje si¢ podstawowe klasy

lipoprotein: chylomikrony (CHM), lipoproteiny o bardzo niskiej ggstosci (VLDL),
13



lipoproteiny o posredniej gestosci (IDL), lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL)
oraz lipoproteiny o wysokiej gestosci (HDL) (tab. 1).

Druga powszechnie stosowana metoda rozdziatu lipoprotein jest metoda
elektroforetyczna, w ktorej kryterium rozdzialu jest ruchliwo$¢ -elektroforetyczna
czastek w polu elektrycznym. Zgodnie z tym kryterium wyrdznia sig trzy gtdwne klasy:
lipoproteiny o ruchliwosci a, pref i B, odpowiadajace lipoproteinom HDL, VLDL
1 LDL. Chylomikrony, jezeli sa obecne, pozostaja w miejscu natozenia. Obecnos¢ IDL
manifestuje si¢ obecnoscia pasma o ruchliwosci elektroforetycznej migdzy prefp oraz 3
(tab. 1).

Rozdzial  lipoprotein  mozna  réwniez  przeprowadzi¢ metodami
immunochemicznymi, ze wzgledu na zawarto$¢ rdéznych apolipoprotein

w poszczeg6lnych klasach lipoprotein (tab. 1).

Tabela 1. Charakterystyka glownych klas lipoprotein [56, 81]

Klasa CHM VLDL IDL LDL HDL
0,93 - 1,006 - 1,019 - 1,063 -
Gestos¢ (g/ml) <0,93
1,006 1,019 1,063 1,21
Srednica czastek
500 + 80 80 + 30 30 +25 28 £21 13+7
(nm)
zostaja
Ruchliwos¢ miedzy
W miejscu prep _ B o
elektroforetyczna pref i
natozenia
Sktad (%):
FL 3-7 15-20 15-20 20-22 20-30
TG 80 - 90 50-70 20-25 5-10 3-5
CHW 1-3 7-10 7-10 5-8 3-5
CHE 2-5 4-13 10-12 4 -45 15-20
apo 1-2 8-12 18 -20 20-25 45 - 55
Gtoéwna
) ' apoB48 apoB100 apoA
apolipoproteina
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Ze wzgledu na zawartos¢ lipidow wyrdznia si¢ lipoproteiny bogate w TG
oraz lipoproteiny bogate w cholesterol (CH). Do pierwszej grupy zalicza si¢ CHM
1 VLDL, do drugiej - LDL, IDL i HDL (tab. 1). Zawarto$¢ FLL wzrasta wraz z gestoscia
lipoprotein 1 jest najwigksza w czastkach HDL (tab. 1). Glownym skladnikiem
fosfolipidowym lipoprotein jest fosfatydylocholina, stanowiaca 57 - 81% masy FL [81].

Apolipoproteiny to grupa bialek rdézniacych si¢ budowa, wilasno$ciami
fizycznymi 1 funkcjami metabolicznymi. Sa one niezbednymi sktadnikami
strukturalnymi lipoprotein oraz pehlia bardzo istotne funkcje metaboliczne. Posiadaja
zdolno$¢ wiazania si¢ z receptorami komorkowymi 1 wptywaja na aktywno$¢ enzymow
uczestniczacych w metabolizmie lipidow transportowanych w lipoproteinach.
Najwyzsza zawarto$cia bialka charakteryzuja si¢ lipoproteiny HDL, najnizsza — CHM
1 VLDL (tab. 1). Wyro6znia si¢ pie¢ podstawowych rodzin apolipoprotein: A, B, C, D1 E
(tab. 2). Wyodrebnione zostaty rowniez inne rodziny (od F do P), a prowadzone badania
naukowe nadal wnosza nowe informacje na temat roli i funkcji nie do konca jeszcze
scharakteryzowanych biatek tych rodzin [50, 56]. Apolipoproteiny z rodzin A, C 1 E
maja wspolne pochodzenie genetyczne 1 stanowia grupg apolipoprotein
powierzchniowych, zwanych tez wymienialnymi. Sa to bialka amfipatyczne, ktore
moga wystegpowa¢ w 0soczu w postaci niezwigzanej z lipidami. Znaczna ich czg$¢ jest
wydzielana z komoérek w postaci wolnych lancuchow biatkowych, ktére nastgpnie
wiaza si¢ z lipidami tworzac nowe czastki lipoproteinowe lub tez przylaczaja sie
do krazacych lipoprotein. Apolipoproteiny z rodziny apoB sa bardzo hydrofobowe,
wiaza si¢ z lipidami (przede wszystkim z TG) wewnatrz komorek juz w trakcie
translacji 1 w odréznieniu do apolipoprotein z rodzin A, C 1 E nie podlegaja wymianie

migdzy roznymi klasami lipoprotein w osoczu [50, 81].
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Tabela 2. Charakterystyka glownych apolipoprotein osocza [56, 81]

Masa Stezenie | Glowne
Biatko | czasteczkowa | w osoczu | miejsce | Lipoproteiny | Podstawowa funkcja
(kDa) (g/h) syntezy
- glowny biatkowy
o sktadnik HDL
1,0 — jelito,
apoAl 28,1 HDL, CHM | - aktywator LCAT*
1,2 watroba .
- ligand receptoréw
komorkowych
' 0,3 - watroba, - rola strukturalna
apoAll 17,4 (dimer) HDL
0,5 jelito w HDL
- transport lipidow
apoAlV 44,5 0,16 jelito CHM, HDL | - aktywator LCAT?*,
LPL*
apoB48 242 jelito CHM - rola strukturalna
0.7 - rola strukturalna
apoB100 512 ; 0 watroba | LDL, VLDL | - ligand receptora
’ LDL
0,04 — VLDL, - aktywator LCAT*
apoClI 6,6 watroba
0,06 CHM, HDL | - inhibitor LPL*
0,03 — VLDL, - niezbgdny
apoCII 9 watroba
0,05 CHM, HDL | aktywator LPL
0,12 — VLDL,
apoCIII 9 watroba - inhibitor LPL
0,14 CHM, HDL
- rola nie jest jeszcze
apoD 22 watroba HDL
doktadnie poznana
0,025 — VLDL, HDL,
apoE 34,2 watroba rozdziat 1.5
0,1 CHM

* LCAT — acylotransferaza lecytyna:cholesterol, LPL — lipaza lipoproteinowa
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Lipoproteiny stanowia wigc zbior czastek réznigcych si¢ sktadem biatkowym
1 lipidowym, co wpltywa na ich wielko$¢ 1 wlasnosci fizyczne, ale roznice w skladzie
zwiazane sa przede wszystkim z funkcjami biologicznymi, jakie pelnia poszczegdlne

lipoproteiny (tab. 3).

Tabela 3. Gtéwne funkcje metaboliczne poszczegdlnych klas lipoprotein [56]

Lipoproteiny Glowna funkcja w ustroju
CHM transport lipidow pochodzenia egzogennego do watroby
VLDL transport TG endogennych
LDL transport CH do komorek tkanek obwodowych
HDL transport CH z komérek tkanek obwodowych do watroby

1.2. Lipoproteiny a miazdzyca

Miazdzyca jest przewlekla choroba metaboliczna naczyn krwiono$nych
o zlozonej patogenezie. Proces miazdzycowy prowadzi do zmniejszenia, a ostatecznie
do zamknigcia $wiatla naczyn, czego konsekwencja moze by¢ choroba niedokrwienna
serca, zawal migsnia sercowego lub udar niedokrwienny mézgu [70, 81].

W patogenezie miazdzycy istotna role odgrywaja zaburzenia metabolizmu
lipidow 1 lipoprotein. Do podstawowych proceséw bioracych udziat w powstawaniu
uszkodzenia miazdzycowego zalicza si¢ gromadzenie CH w $cianie naczyn
krwionosnych. Pochodzi on glownie z LDL oraz remnantow CHM 1 VLDL, dlatego
frakcje lipoprotein zawierajace apoB uznaje si¢ za proaterogenne. Ich podwyzszone
stezenie 1 retencja w osoczu sprzyjaja ich modyfikacjom, gtownie utlenieniu i agregacji.
Zmodyfikowane lipoproteiny sa wychwytywane przez makrofagi obecne w $cianie
naczyn, czego efektem jest powstawanie obtadowanych CH komoérek piankowatych.
Komoérki te produkuja czynniki wzrostowe, cytokiny i proteazy, co przyspiesza
powstawanie 1 progresj¢ blaszki miazdzycowej. Komorki piankowate ostatecznie
obumieraja, a zmagazynowany CH zostaje uwolniony do $rodowiska, uczestniczac

w tworzeniu rdzenia zaawansowanej blaszki miazdzycowej [80, 81].
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Dzialanie przeciwmiazdzycowe przypisuje si¢ lipoproteinom HDL, gléwnie
ze wzgledu na ich udziat w procesie zwanym zwrotnym transportem cholesterolu
do watroby (reverse cholesterol transport - RCT), dzigki ktoremu mozliwe jest
zmniejszanie ilosci CH w komodrkach nim obtadowanych. RCT obejmuje odbieranie
CHW z komorek tkanek obwodowych, w tym z makrofagdw, przez lipoproteiny HDL,
estryfikacj¢ CH przez acylotransferazg lecytyna:cholesterol (LCAT) oraz przekazanie
CHE z HDL do watroby [59, 74].

1.3. Biogeneza i przemiany HDL

HDL stanowia heterogenna populacj¢ lipoprotein. W krazeniu obecne sa
zarOwno prekursorowe, dyskoidalne czastki HDL, jak 1 dojrzate czastki sferyczne, a ich
wzajemne przemiany gwarantuja efektywnos¢ RCT [76].

Prekursorowe czastki HDL zbudowane sa z apolipoprotein oraz FL 1 moga
zawiera¢ niewielka ilos¢ CHW. Zrodta ich powstawania sg rozne.

Sa wydzielane przez hepatocyty i1 enterocyty, jak rOwniez przez inne komorki,
np. makrofagi. Kluczowa role w komorkowym powstawaniu prekursorow HDL
odgrywa biatko ABCAI, czyli biatko blonowe nalezace do rodziny biatek majacych
kaset¢ wiazaca ATP (tzw. biatek ABC) typu Al, ktére umozliwia taczenie si¢ wolnych
apolipoprotein z lipidami.

Prekursory HDL moga powstawa¢ rowniez na drodze pozakomodrkowe;,
np. podczas przemian dojrzatych czastek HDL. Tworza si¢ one wowczas, gdy rozmiary
lipidowego rdzenia dojrzalych HDL ulegaja zmniejszeniu lub gdy zwigksza sig ilos¢
lipidow powierzchniowych w lipoproteinach. Zmniejszenie rdzenia obserwuje si¢
na skutek dzialania lipazy watrobowej (HL), katalizujacej lipoliz¢ TG w HDL.
Zwigkszenie ilosci FL na powierzchni czastek mozliwe jest natomiast dzigki dziataniu
biatka transportujacego fosfolipidy (PLTP). PLTP wuczestniczy w transporcie FL
pomigdzy réznymi klasami lipoprotein oraz pomiedzy podfrakcjami HDL. Umozliwia
fuzj¢ czastek HDL, podczas ktoérej powstaje czastka wigksza 1 uwolniona zostaje
ubogolipidowa czastka prekursorowa.

Prekursory HDL powstaja rowniez na drodze lipolizy VLDL, katalizowanej
przez lipazg lipoproteinowa (LPL). VLDL sa heterogenna populacja lipoprotein
o roznej wielkosci. Kazda czastka VLDL zawiera jedna czasteczke niewymienialne]

18



apoB 1 wiele czasteczek wymienialnych apoE i apoC (ryc. 2). Podczas lipolizy TG
przez LPL nastgpuje zmniejszenie rdzenia lipoprotein, co prowadzi do uwolnienia
materialu powierzchniowego, z ktorego powstaja nowe czastki HDL (ryc. 2).
W transporcie materiatu powierzchniowego z VLDL do HDL uczestniczy PLTP [16,
26, 76, 81, 85].

HDL (~10nm)

apoE

VLDL (30-100 nm)

Ryec. 2. Powstawanie HDL podczas przemian VLDL [26]

W osoczu prekursorowe czastki HDL zostaja wzbogacone w lipidy pozyskane
z komorek tkanek obwodowych lub z lipoprotein zawierajacych apoB, a CHW podlega
estryfikacji katalizowanej przez LCAT. Prowadzi to do przebudowy i powstania
sferycznych, dojrzatych, matych czastek HDL; a nastgpnie duzych HDL,.

Estry cholesterolu sa nastgpnie transportowane przez HDL do watroby, gdzie ich
wychwyt nastgpuje poprzez oddzialywanie HDL z receptorami SR-B1. Czastki HDL,
ktore zawieraja apoE, moga rowniez oddziatywaé z innymi receptorami watrobowymi,
dla ktorych apoE jest ligandem (rozdziat 1.5). CHE z HDL moze by¢ rowniez
przenoszony do lipoprotein zawierajacych apoB. Odbywa si¢ to przy udziale biatka
transportujacego estry cholesterolu (CETP), ktore posredniczy w wymianie CHE na TG
z lipoprotein zawierajacych apoB. CHE jest nastepnie wychwytywany przez komorki
watroby na drodze =zaleznej od wigzania si¢ lipoprotein zawierajacych apoB

z receptorami LDL [16, 74, 81].
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1.4. Heterogennos¢ HDL a RCT

Glowna apolipoproteing HDL jest apoAl, ale w obrebie HDL wyodrebniono
takze inne biatka. Réznice w skladzie biatkowym i lipidowym czastek HDL powoduja,
ze uwzgledniajac rozne kryteria rozdziatu (gesto$¢, ruchliwos¢ elektroforetyczna,
wielkos¢, sktad biatkowy) mozna wyrdzni¢ kilkanascie podfrakcji HDL (tab. 4) [74,
76].

Tabela 4. Przyktady podfrakcji HDL [29, 39, 42, 76, 77, 88]

Metoda rozdziatu Kryterium rozdziatu Podfrakcje

HDL,(d = 1,063 — 1,125);
ultrawirowanie gestose (g/ml) HDL; (d=1,125-1,21);
VHDL (d > 1,21)

LpAl; LpAllI;
LpE; LpAlV;
chromatografia _
' sktad biatkowy LpAL:All;
powinowactwa
LpALE; LpAIlL:E;
LpAL:AILE;
ruchliwos¢ vi-Lp — vs-Lp;
elektroforeza
elektroforetyczna, prePi-Lp— preps-Lp .
dwukierunkowa '
wielkos$¢ czastek ar-Lp — ay-Lp;

Ze wzgledu na tak duza heterogenno$¢ czastek uznaje si¢ obecnie, ze termin
HDL odnosi si¢ do lipoprotein posiadajacych podobna gestos$¢, ktére moga zawierac
rozne apolipoproteiny 1 lipidy 1 wystgpowaé w osoczu w bardzo szerokim zakresie
stezen. Coraz wigksza uwage poswigca si¢ réznym, czgsto wystepujacym w niskich
stgzeniach podfrakcjom HDL, ktére moga spetnia¢ specyficzne funkcje w ustroju
1 odgrywac¢ szczegoOlnie wazna role w wywieraniu dziatania przeciwmiazdzycowego
[74].

Oddzialywanie roznych podfrakcji HDL obserwuje sig¢ takze w pierwszym,
kluczowym etapie RCT, jakim jest przekazywanie CHW 2z komoérek tkanek
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obwodowych do HDL. Proces ten moze odbywa¢ si¢ na drodze niespecyficznego
procesu dyfuzji CH z blon komoérkowych do akceptoréw lub na drodze procesow

specyficznych, w ktorych udziat biora biatka i receptory komorkowe (tab. 5).

Tabela 5. Drogi usuwania CH z komorek [74]

Droga usuwania CH
Preferowane akceptory Charakterystyka
z komorek
dyfuzja CH z bton transport pasywny,
dojrzate czastki HDL _
komorkowych dwukierunkowy
oddziatywanie prekursorowe, ubogolipidowe HDL transport aktywny,
z biatkiem ABCA1 zawierajace apoAl lub apoE jednokierunkowy
' _ dojrzate, sferyczne czastki HDL;
oddziatywanie o ' o transport aktywny,
o preferencyjnie czastki zawierajace ' _
z biatkiem ABCG1 jednokierunkowy
apoE
dojrzate, sferyczne czastki HDL; duze
oddzialywanie ' ' | transport pasywny,
czastki HDL sa lepszymi akceptorami )
z receptorem SR-B1 o dwukierunkowy
od mniejszych

Wazny udzial w RCT mniejszych ilosciowo podfrakcji HDL, niezawierajacych
apoAl, moze potwierdza¢ fakt, ze u czg$ci pacjentdow z niskim stgzeniem HDL,
spowodowanym np. niedoborem apoAl, nie obserwuje si¢ rozwoju miazdzycy.
To stymuluje naukowcow do intensywnych badan majacych na celu wyjasni¢
mechanizmy powstawania 1 przemian HDL, w sktad ktorych wchodza apolipoproteiny
inne niz apoAl, a ktore, podobnie jak LpAl, pelnia wazne funkcje w RCT [89].
Do takich czastek zalicza sig lipoproteiny, w skfad ktorych wchodzi apoE [35].
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1.5. Apolipoproteina E

1.5.1. Budowa apoE

Apolipoproteina E to bogata w argining glikoproteina o masie czasteczkowe;j
34,2 kDa, zbudowana z 299 aminokwasow [31]. Produkowana jest w roznych
narzadach: watrobie, mozgu, $ledzionie, ptucach, jajnikach, nerkach, migsniach
1 nadnerczach. Ekspresj¢ apoE stwierdzono takze w makrofagach i tkance thuszczowe;.
Glownym zrédtem osoczowej puli apoE jest watroba. Szacuje si¢, ze w tym narzadzie
powstaje 60 — 80% apolipoproteiny obecnej w osoczu [24].

ApoE, tak jak inne apolipoproteiny wymienialne, posiada w swej strukturze
22-aminokwasowe powtarzajace si¢ fragmenty rozdzielone proling, ktére tworza
amfipatyczne a-helisy [48].

ApoE zbudowana jest z dwoch domen potaczonych regionem zawiasowym,
wrazliwym na proteazy [52]. W stanie niezwiazanym z lipidami domena N-koncowa
ma posta¢ upakowanej struktury w ksztalcie pegczka, zlozonego z czterech
amfipatycznych a-helis. Domena N-koncowa odpowiada za wiazanie z receptorem LDL
(LDLR), biatkiem pokrewnym receptorowi LDL (LRP), proteoglikanami zawierajacymi
fancuchy siarczanu heparanu (HSPG) oraz za wigzanie z receptorem SR-B1 [31].

Struktura hydrofobowej domeny C-koncowej nie jest jeszcze dokladnie
scharakteryzowana. Wiadomo, ze w domenie tej znajduje si¢ gldwne miejsce wiazania
lipidow [31]. Vedhachalam wykazat, ze w domenie tej znajduje si¢ rOwniez miejsce
oddziatywania z bialkiem ABCAl [87]. Domena C-koncowa odpowiada takze
za samoasocjacj¢ apoE w przypadku braku obecnosci lipidow. Skutkiem tego,
w $rodowisku wodnym wolnym od lipidow apoE wystgpuje w postaci mieszaniny
monomerow, tetramerdéw, oktamerow 1 niewielkiej ilosci wyzszych oligomerow [48].

Podczas wiazania z lipidami nastgpuja zmiany konformacji czasteczki apoE.
Zmiany te nie sa jeszcze dokladnie poznane, poniewaz apoE wykazuje duza
elastycznos$¢ 1 moze przyjmowacé rozne konformacje w zaleznosci od wielkosci,
ksztattu, sktadu lipidowego oraz obecno$ci innych apolipoprotein w lipoproteinach,
z ktorymi si¢ faczy. Konformacja biatka decyduje o powinowactwie apoE
do receptorow [31]. Wolna apoE wykazuje najwyzsze powinowactwo do ABCALI,

natomiast nie wykazuje powinowactwa do receptora LDL [38]. Oddzialywanie z LDLR
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mozliwe jest po zwiazaniu si¢ lipidow z domena C-koncowa, prowadzacym

do rozwinigcia pgczka helis tworzacych domeng N-koncowa [48].

1.5.2. Oddzialywanie apoE z fosfolipidami

ApoE, podobnie jak apoAl, posiada zdolno$¢ spontanicznego solubilizowania
FL i tworzenia struktur podobnych do HDL pod wzgledem wielko$ci 1 gestosci [48].
Odmiennie od apoAl, ktora tworzy z FL struktury dyskowe, w przypadku apoE uwaza
si¢, ze tworzy ona preferencyjnie z FL struktury sferoidalne, gdzie czasteczki apoE
reaguja z polarnym (hydrofilowym) biegunem fosfolipidow, przyjmujac ksztatt
podkowy (ryc. 3). Takie struktury maja zdolno$¢ do znacznego zwigkszania
powierzchni rdzenia czastki, w ktérym moga by¢ upakowane lipidy hydrofobowe,

np. estry cholesterolu [49, 64, 102].

apoE

apoE .
I rdzen

fosfolipidy
biegun
hydrofobowy

biegun
hydrofilowy

Ryc. 3. Model czastki zbudowanej z dipalmitoilofosfatydylocholiny i apoE, oparty
na badaniach struktury metoda dyfrakcji promieni X [49]

1.5.3. Funkcje apoE

ApoE zalicza si¢ do biatek o plejotropowym dziataniu, a jej udziat wykazano

w roznych uktadach biologicznych (ryc. 4).
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OCHRONA, WATROBOWY
PRZEBUDOWA I WYCHWYT WATROBOWA
REGENERACJA LIPOPROTEIN SEKRECJA VLDL
TKANKI NERWOWEJ
TRANSPORT ZWROTNY
LIPIDOW W PLYNIE TRANSPORT
MOZGOWO- CHOLESTEROLU
RDZENIOWYM
HAMOWANIE
PROLIFERACJI
Hojl\g :)NSI?ZA KOMOREK
TLUSZCZOWEJ SRODBLONKA
ZMNIEJSZENIE
PODATNOSCI NA AKTYWACJA HL,
CZYNNIKI CETP, LCAT
INFEKCYJNE
HAMOWANIE STYMULACJA
AKTYWACJI 1 POWSTAWANIA
TLENKU AZOTU
L%ﬁ%gg?;g%}; HAMOWANIE HAMOWANIE
AGREGACJI OKSYDACJI
PLYTEK LDL

Ryec. 4. Funkcje apolipoproteiny E

ApoE jest skladnikiem lipoprotein i bierze udzial w utrzymaniu homeostazy
lipidow w osoczu. Jest podstawowym biatkiem bioracym udziat w transporcie lipidow
w plynie moézgowo-rdzeniowym. Produkowana jest przez komorki tkanki nerwowe;j
1 przypisuje si¢ jej udzial w ochronie, przebudowie 1 regeneracji tej tkanki. ApoE
wplywa na funkcje $rédblonka, odpowiedz zapalna organizmu i1 hemostazg. Wykazuje
dziatanie przeciwutleniajace. Udziat apoE stwierdzono w utrzymaniu homeostazy
tkanki tluszczowe;j. Istnieja takze doniesienia naukowe o wplywie apoE na podatnos¢

organizmu na czynniki infekcyjne, takie jak bakterie 1 wirusy [51, 52].

1.5.4. Przeciwmiazdzycowe oddzialywanie apoE

Kluczowa role apoE jako czynnika przeciwmiazdzycowego wykazano
w badaniach na myszach apoE-knockout, ktoére nie wytwarzaja apoE. U zwierzat tych
zaawansowana miazdzyca rozwija si¢ spontanicznie, nawet przy zastosowaniu diety
o normalnej zawartosci CH. Warto podkresli¢, ze rozwoju miazdzycy nieindukowanego
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dieta nie stwierdzono u zwierzat, u ktérych wyciszono gen dla apoAl lub LDLR.
Zastosowanie u myszy apoE-knockout diety bogatej w CH przyspiesza rozwoj
miazdzycy, prowadzac do przedwczesnej $mierci zwierzat [19, 57]. Wprowadzenie
genu dla apoE, np. na drodze transplantacji szpiku kostnego lub za pomoca wektorow
wirusowych hamuje rozwdj miazdzycy [7, 30]. Raffai wykazal, ze regresja zmian
miazdzycowych jest w takich przypadkach niezalezna od obnizenia stezenia CH [71].

O przeciwmiazdzycowej roli apoE decyduje przede wszystkim jej udziat
w utrzymaniu homeostazy lipidow w ustroju [24].

ApoE reguluje anaboliczne i kataboliczne drogi przemian lipoprotein bogatych
w TG. Stymuluje watrobowa produkcje TG oraz VLDL i jest wydzielana z watroby
jako sktadnik VLDL. CHM w osoczu sa wzbogacane w apoE pozyskang z innych klas
lipoprotein. Bialko to jest ligandem umozliwiajacym wiazanie si¢ lipoprotein
do receptorow komorkowych i ich endocytoze. Bardzo wazna rola apoE jest watrobowy
wychwyt 1 usuwanie z osocza czastek VLDL oraz remnantéw VLDL i CHM. Odbywa
si¢ to na drodze wiazania si¢ apoE z receptorami komorkowymi LDLR i LRP
oraz wiazania si¢ z HSPG lub kompleksem HSPG/LRP na komoérkach watroby [52].

ApoE jest aktywatorem enzymow i biatek bioracych udzial w metabolizmie
lipoprotein: HL, LCAT 1 CETP [24].

ApoE uczestniczy w RCT 1 promuje go na wszystkich jego etapach [21].
Analogicznie do apoAl, wolna lub ubogolipidowa apoE na drodze oddziatywania
z biatkiem ABCAI bierze udziat w wychwycie CH z komorek. W ten sposob tworza si¢
dyskoidalne czastki lipoproteinowe, ktore nastgpnie, na skutek estryfikacji CH
przez LCAT, ulegaja przeksztalceniu w czastki sferyczne [38, 44]. Duze, sferyczne
czastki HDL, bogate w apoE akceptuja CH z komoérek na drodze wiazania sig
z biatkiem ABC typu Gl (ABCGI1) [53]. Do wychwytu CH z komorek zdolne sa
roOwniez obecne w osoczu sferyczne czastki lipoproteinowe o ruchliwosci gamma (y),
zawierajace apoE jako jedyny sktadnik biatkowy, dla ktérych mechanizm odbierania
CH komorkowego nie zostat jeszcze ustalony [35]. ApoE jako aktywator LCAT
przyspiesza proces estryfikacji CH. Obecno$¢ apoE w lipoproteinach umozliwia
znaczne powigkszanie si¢ rdzenia tych czastek 1 akumulacj¢ w nich duzej ilosci CHE
[49]. Dzigki interakcji z receptorami SR-B1 1 LDLR apoE jest tez zaangazowana
w ostatni etap RCT, czyli przekazywanie CHE do watroby [74].
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Bardzo istotne oddzialywanie przeciwmiazdzycowe przypisuje si¢ apoE
produkowanej przez makrofagi. Wykazano, ze komorki te przy nadmiernym
obladowaniu CH zwigkszaja ekspresje apoE w celu bardziej efektywnego jego
usuwania. Niedobor apoE w makrofagach skutkuje znacznym obtadowaniem CH
1 tworzeniem si¢ komorek piankowatych, a zmiany te obserwuje si¢ mimo ekspresji
apoAl i1 biatka ABCA1 [21].

ApoE przypisuje si¢ tez inne dziatania przeciwmiazdzycowe, niezalezne
od udzialu w metabolizmie i transporcie lipidow, jak np. hamowanie agregacji ptytek
krwi, aktywacji 1 proliferacji limfocytow T oraz migracji i proliferacji komorek
srodblonka, jak réwniez hamowanie oksydacji lipidow 1 stymulacje powstawania tlenku
azotu [24].

Pozytywny wptyw apo E moze by¢ jednakze niwelowany przez izoforme apoE
(rozdzial 1.5.5), jej calkowite stezenie w osoczu, dystrybucj¢ pomigdzy rézne klasy
lipoprotein oraz typ komorek odpowiedzialnych za jej produkcje. Zarowno niedobdr,
jak 1 nadmiar apoE prowadzi do hipertriglicerydemii. Za mata ilo$¢ tej apolipoproteiny
uposledza usuwanie z osocza czastek bogatych w TG 1 ich remnantéw, natomiast
jej nadmiar stymuluje nadmierng produkcje watrobowa VLDL 1 uposledza ich lipolize,
gldwnie poprzez wypieranie z powierzchni lipoprotein aktywatora LPL — apoCII [52].
Wykazano rowniez, ze przy zwigkszonej ilosci lipidow w osoczu, apoE obecne
w VLDL lub generowane w adipocytach promuje réznicowanie si¢ tych komoérek
1 zwigkszong akumulacje lipidéw w tkance tluszczowej, co moze prowadzi¢ do rozwoju

otylosci [43].

1.5.5. Polimorfizm apoE

ApoE jest bialkiem polimorficznym, wystgpujacym w trzech glownych
izoformach: apoE2, apoE3 i apoE4. R6znia si¢ one rodzajem aminokwasow w pozycji
112 1 158 tancucha polipeptydowego. Najczesciej w populacji wystepuje izoforma
apoE3, ktora w pozycji 112 tancucha posiada cysteing, a w pozycji 158 tancucha —
argining. Najrzadziej z wymienionych wystepujaca izoforma to apoE2, w ktorej w obu
wskazanych pozycjach stwierdza si¢ obecnos¢ cysteiny. W apoE4 w obu wymienionych

pozycjach fancucha polipeptydowego wystepuje arginina [21].
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Polimorfizm apoE wplywa na wiasnosci strukturalne i funkcjonalne bialtka.
Najwigksza stabilno$¢ termiczna i chemiczna wykazuje apoE2, najmniejsza — apoE4
[24]. Izoforma apoE2 wykazuje 50 — 100-krotnie nizsze powinowactwo do receptora
LDL, w poréwnaniu do apoE3 i apoE4 [31]. W przypadku obecno$ci apoE2 obserwuje
si¢ zmniejszony wychwyt remnantow lipoprotein zwigzany 2z rozwojem
hiperlipoproteinemii (HLP) typu III wg Friedricksona. ApoE2 i apoE3 preferencyjnie
wiaza si¢ z mniejszymi, bogatszymi w FL czastkami HDL, natomiast apoE4 wykazuje
wigksze powinowactwo do duzych, bogatych w TG, czastek VLDL. Obecnos$¢ apoE4
wiaze si¢ z podwyzszonym poziomem apoB 1 CH. Stwierdzono, ze obecnosc
tej izoformy predysponuje do rozwoju miazdzycy, choroby Alzheimera i zwigkszonej
podatnosci na infekcje wirusowe. U nosicieli wirusa HIV, u ktorych wystepuje izoforma
apoE4, AIDS rozwija si¢ szybciej. Za przyczyng takiego oddzialywania uznaje si¢
wystepowanie w czasteczce apoE4 interakcji miedzy domena C- 1 N-koncowa,
prowadzaca do wuzyskania bardziej S$cistej konformacji biatka i zmian w jego

oddziatywaniu z r6znymi strukturami organizmu [52].

1.6. Lipoproteiny zawierajace apoE

ApoE jest integralnym skladnikiem wszystkich klas lipoprotein z wyjatkiem
matych LDL. StgZzenie apoE w poszczeg6dlnych klasach lipoprotein zalezy od stezenia
catkowitego apoE w osoczu, fenotypu apoE oraz stezenia i1 sktadu poszczegoInych klas
lipoprotein, ktére wptywaja na wymiang krazacej apoE [14].

U o0s6b z normolipemia ponad 60% apoE jest zwiazane z HDL, podczas gdy
w przypadku zaburzen gospodarki lipidowej jest to tylko 8% - 40% [14]. U pacjentow
z hiperlipidemia, u ktoérych wystepuje zwigkszone ryzyko zachorowania na choroby
uktadu sercowo-naczyniowego, obserwuje si¢ podwyzszone st¢zenie apoE, szczegolnie
na skutek wzrostu jej stgzenia w lipoproteinach zawierajacych apoB [5, 23]. Leczenie
atorwastatyna 1 fenofibratem powoduje obnizenie stezenia apoE w VLDL, co uznaje si¢
za jeden z czynnikdw normujacych gospodarke lipidowa [15, 62]. Wydaje si¢
natomiast, ze wyzsze st¢zenie apoE zwiazanej z HDL wiaze si¢ z efektywniejszym

dziataniem przeciwmiazdzycowym tej frakcji lipoprotein [53, 100].
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1.6.1. Lipoproteiny HDL zawierajace apoE

ApoE wystepuje przede wszystkim w podfrakcji HDL, [56]. Czastki HDL

zawierajace apoE (HDL-apoE) sa wigksze 1 wykazuja mniejsza ruchliwo$é

elektroforetyczna w stosunku do czastek HDL niezawierajacych apoE (ryc. 5).

T

pref)
I\

prefb

peeft o P
i

preid
1

-

-

LR

~

=

-

~

Rycina 5. Dystrybucja apolipoprotein w czastkach HDL rozdzielonych metoda
elektroforezy dwukierunkowej (2D-PAGE) [77]. Obecnos¢ apolipoprotein: apoAIl
(kolor zotty), apoAlV (kolor jasnozotty), apoClI (kolor srebrny), apoCIII (kolor zielony)
i apoE (kolor czerwony) przedstawiono na tle czqstek zawierajqcych apoAl (kolor
szary).

HDL-apoE odgrywaja wazna role w RCT. U myszy apoE-knockout czastki HDL
maja zredukowana zdolno$¢ akceptowania CH, zmniejszona zawarto$¢ apoAl
1 mniejsza aktywnos$¢ przeciwutleniajaca. Aktywno$s¢ LCAT u tych zwierzat jest
rowniez zmniejszona, a HDL zawieraja tylko 45% CH, w poréwnaniu do HDL zwierzat
kontrolnych [21]. Hayek zaobserwowal, ze HDL uzyskane od myszy apoE-knockout
miaty o 40% mniejsza zdolno$¢ do promowania usuwania CH z makrofagow,
w porownaniu z HDL uzyskanymi od myszy kontrolnych, a dodanie apoE do HDL
pozbawionych tej apolipoproteiny skutkowalo zwigkszeniem zdolnosci akceptowania
CH komorkowego do wartosci obserwowanych dla HDL kontrolnych [32].

U ludzi niskie stgzenie HDL, jest zwiazane z wysokim ryzykiem rozwoju
chorob sercowo-naczyniowych [95]. Zwigkszone stgzenie HDL-apoE obserwuje si¢
u 0s6b z niedoborem biatka CETP [100]. Uznaje sig, ze obecne u nich duze czastki
HDL,, ze wzgledu na podwyzszona zawartos¢ LCAT 1 apoE, wykazuja zwigkszona

zdolnos¢ do promowania usuwania CH z makrofagéw na drodze zaleznej od ABCGI1

1 moga odgrywac istotng rolg przeciwmiazdzycowa [53].
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1.6.2. Lipoproteiny HDL zawierajace apoE jako jedyny skladnik bialkowy

Cze¢$¢ osoczowej puli apoE wchodzi w sktad lipoprotein, gdzie biatko to jest
jedynym sktadnikiem biatkowym. Lipoproteiny te, okreslane jako LpE lub HDL-LpE,
stanowia niejednorodna grupe czastek, o wielkosci posredniej miedzy LDL i HDL
oraz gestosci powyzej 1,21 g/ml. Srednica czastek waha si¢ od 9 do 18,5 nm. LpE
wykazuja ro6zna ruchliwos¢ elektroforetyczna w zelu agarozowym, co stalo sig

podstawa ich podziatu na podfrakcje: y-LpE, preB-LpE i a-LpE (ryc. 6) [39].
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Rycina 6. Dystrybucja lipoprotein HDL-LpE po rozdziale metoda elektroforezy
dwukierunkowej (2D-PAGE) [42]

Obecnos¢  LpE  wykazano w  osoczu o0s6b z  normolipemia
1 hipoalfalipoproteinemia. Stwierdzono, ze osoby z niedoborem biatka CETP maja
znamiennie wyzsze st¢zenie LpE w poroOwnaniu z grupa kontrolng. Nie wykazano
natomiast réznicy stezen LpE w stosunku do grupy kontrolnej w przypadku osoéb
z niedoborem biatka ABCA1, niedoborem LCAT czy w przypadku mutacji genu apoAl
[39].

ApoE w czastkach LpE wystepuje przede wszystkim w postaci monomeru,

podczas gdy w lipoproteinach HDL zawierajacych takze inne apolipoproteiny, apoE
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wystepuje takze jako homodimer oraz heterodimer apoE-AIl [39]. Czastki LpE sa
wigksze i posiadaja mniejsza ruchliwo$¢ elektroforetyczna (rycina 5), a ich metabolizm
jest szybszy w stosunku do lipoprotein HDL, zawierajacych oprécz apoE takze inne
apolipoproteiny [41]. Czastki te zawieraja ponadto najwigkszy udziat FL i najnizszy
stosunek CHE/CHW, w porownaniu do pozostatych klas HDL-apoE [29].

Niewiele wiadomo o powstawaniu 1 przemianach czastek HDL-LpE.
W badaniach na liniach komérkowych wykazano, ze ludzkie komoérki hepatoma
1 ludzkie makrofagi wydzielaja LpE o wielkosci 7,5 — 18,5 nm 1 gestosci powyzej 1,21
g/ml [39]. Stwierdzono takze, ze LpE, podobnie jak HDL-apoE [41], uczestnicza
w transferze apoE do lipoprotein bogatych w TG w okresie popositkowym [39].

Wsérod LpE  szczegdlna uwage przyciaga frakcja o  ruchliwosci
elektroforetycznej gamma — y-LpE [42]. W badaniach naukowych wykazano bowiem,
ze czastki y-LpE, obok ubogolipidowych prekursorowych pre-LpAl, uczestnicza
w procesie wychwytu CH z komorek [35].

1.6.3. Lipoproteiny y-LpE

v-LpE sa sferycznymi lipoproteinami o wielkosci czastek w zakresie
9,5 — 16,5 nm, o gestosci powyzej 1,21 g/ml, bogatymi w sfingomieling. Szacuje sig,
ze z frakcja ta zwiazane jest tylko okoto 1 - 2% osoczowej puli apoE. Wsrod y-LpE
wyrézniono 5 podfrakeji o réznej wielkosci - od najwigkszych yi-LpE o $redniej
wielkosci czastek 16,4 nm, do najmniejszych ys-LpE o $redniej wielkosci 9,9 nm.
Frakcje o najwyzszym stgzeniu stanowi y,-LpE o $redniej wielkosci 13,3 nm (ryc. 7)

[42].
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Ryc. 7. Dystrybucja lipoprotein y-LpE po rozdziale metoda elektroforezy
dwukierunkowej (2D-PAGE) [42]

Drogi powstawania i przemian y-LpE nie sa dokladnie poznane. Produkcje
tych lipoprotein stwierdzono w komodrkach hepatoma 1 w makrofagach [35]. Krimbou
stwierdzil powstawanie y-LpE na skutek lipolizy czastek bogatych w TG [42].

W badaniach na liniach komoérkowych wykazano, ze y-LpE jest bardziej
aktywna w wychwycie CH z komorek niz frakcja preB-LpAl. Po inkubacji osocza
ludzkiego =z fibroblastami obladowanymi znakowanym CH, wyzszy poziom
radioaktywnosci stwierdzano we frakcji y-LpE [34, 35, 88-90]. Kiedy w drugim etapie
doswiadczenia osocze oddzielano od komorek 1 poddawano inkubacji w temperaturze
37°C, poziom radioaktywnosci w y-LpE spadal, a wzrastat w a-HDL 1 LDL [35, 88].
Ilos¢ CH akceptowanego przez frakcje y-LpE silnie korelowata z catkowitym
poziomem CH uwalnianego z komoérek (r = 0,89, p < 0,01), jak réwniez ze stgzeniem
cholesterolu HDL (r = 0,9, p < 0,01) [34]. O waznej roli y-LpE jako akceptora CH
komorkowego moga $wiadczy¢ rowniez wyniki badan, w ktorych wykazano,
ze podczas inkubacji fibroblastow z osoczem uzyskanym od myszy pozbawionej genu
dla apoA, uwalnianie CH z komorek nastgpowalo w stopniu porownywalnym
dla osocza uzyskanego od myszy kontrolnych. W przypadku osocza uzyskanego
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od myszy z wyciszonym genem apoE, po inkubacji osocza z fibroblastami uwolnieniu
uleglo zaledwie 5% CH (w porownaniu do warunkow kontrolnych) [35].

Polimorfizm apoE wptywat na stezenie y-LpE oraz na uwalnianie CH z blon
fibroblastow do frakcji y-LpE. W przypadku fenotypu apoE2/2 i apoE4/4 stwierdzono
bardzo niskie ste¢zenie y-LpE, a po inkubacji fibroblastéw obtadowanych CH z osoczem
0sob o tych fenotypach, we frakcji y znalazto si¢ odpowiednio 7- i 13-krotnie mniej CH
niz po inkubacji komorek z osoczem 0sob o fenotypie apoE3/3 [34].

Obecnos¢  y-LpE  stwierdzono w  roéznych rodzajach  genetycznie
uwarunkowanych niedoborow HDL: rodzinnym niedoborze apoAl, rodzinnym
niedoborze LCAT, chorobie rybich oczu i chorobie tangierskiej. Von Eckardstein
wykazal, ze w przypadku tych zaburzen transport CH z komorek do watroby byt
utrzymany, cho¢ w stosunku do osob zdrowych réznit si¢ ilosSciowo 1 jakoSciowo.
Stwierdzit on, ze we wszystkich przypadkach stopien wychwytu znakowanego CH
przez y-LpE byt poréwnywalny do wychwytu obserwowanego dla y-LpE obecnej
W osoczu 0sob zdrowych [88].

W badaniach przemian y-LpE in vitro wykazano, ze inkubacja osocza
w temperaturze 37°C skutkuje dynamicznym spadkiem st¢zenia tych lipoprotein
1 proces ten nie zalezy od obecnosci LCAT, CETP 1 LPL. Spadek stg¢zenia y-LpE byt
natomiast hamowany w obecnosci fibroblastow, ktore, jak stwierdzono w badaniach
na liniach komérkowych, same nie produkuja y-LpE [35, 42]. Krimbou stawia hipotezg,
ze FL blon komérkowych moga odgrywaé rol¢ w utrzymaniu osoczowej puli y-LpE.
Wykazatl on takze, ze lipoliza VLDL lub mrozenie osocza bogatego w TG skutkuje
wzrostem ich stgzenia 1 stwierdza, ze musi istnie¢ powiazanie migdzy lipoproteinami
bogatymi w TG a tworzeniem y-LpE, a ocena tego oddzialywania wymaga dalszych

badan [42].

1.6.4. Rekonstytuowane czastki HDL zawierajace apoE

Duza wiedz¢ na temat przemian czastek HDL wniosty badania
na tzw. rekonstytuowanych czastkach HDL (rHDL), preparowanych in vitro z FL
1 apolipoprotein. Dzigki uzyskaniu duzej ilosci jednoznacznie scharakteryzowanych
pod wzgledem sktadu i struktury czastek, mozliwe sa badania przemian okreslonych
grup lipoprotein [75].
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W badaniach na rekonstytuowanych czastkach HDL zawierajacych apoE
(rHDL-apoE) wykazano, ze czastki te podlegaja przemianom pod wptywem LCAT
1 biatek transportujacych lipidy. Rye wykazata, ze LCAT przebudowuje dyskoidalne
rHDL-apoE zawierajace CHW w czastki sferyczne, cho¢ szybko$¢ estryfikacji CH byta
mniejsza niz dla czastek rHDL zawierajacych apoAl (rHDL-apoAl). CETP na drodze
fuzji przeksztatcata sferyczne rHDL-apoE w czastki wigksze 1 podczas tego procesu nie
nastepowala dysocjacja apoE [75]. Settasatian wykazat, ze sferyczne czastki rHDL-
apoE pod wplywem PLTP na drodze fuzji i przearanzowan w budowie ulegaja
przeksztalceniu w czastki wigksze 1 mniejsze 1 podczas tego procesu roéwniez
nie nastepuje dysocjacja apoE. Sferyczne rHDL i1 duze produkty reakcji z PLTP
wykazywaty ruchliwo$¢ migdzy a i prel3, natomiast mate produkty reakcji — ruchliwos¢
o [78].

Nalezy zaznaczy¢, ze zmiany, jakim podlegaty rHDL-apoE byty odmienne
w stosunku do zmian, jakim podlegaja rHDL-apoAl, gdzie podczas przemian
wywolanych obecnoscia CETP lub PLTP nastepuje dysocjacja ubogolipidowej
lub wolnej apoAl [75, 77].

1.7. Liposomy lecytynowe w terapii przeciwmiazdzycowej

Badaniach epidemiologiczne wykazuja wystgpowanie odwrotnej korelacji
miedzy stezeniem cholesterolu HDL a rozwojem miazdzycy. Wspdlczesna wiedza
na temat przeciwmiazdzycowego dzialania HDL wskazuje jednak, ze to raczej nie sam
poziom cholesterolu HDL, a efektywno$¢ zwrotnego transportu cholesterolu do watroby
ma wigksze znaczenie w wywieraniu dzialania przeciwmiazdzycowego [82].
Podejmowane sa wigc proby wzmacniania efektywnosci RCT, np. poprzez
zastosowanie liposomow zbudowanych z fosfatydylocholiny, zwyczajowo nazywanych
liposomami lecytynowymi [68].

Fosfatydylocholina to fosfolipid, w ktorym reszta fosforanowa zestryfikowana
jest choling (ryc. 8). Zwiazek ten jest glownym skladnikiem blon komdrkowych,
sktadnikiem lipoprotein oraz substratem w reakcji estryfikacji katalizowanej
przez LCAT, podczas ktorej grupa acylowa fosfatydylocholiny przenoszona jest
na cholesterol wolny, w wyniku czego powstaje ester cholesterolu
i lizofosfatydylocholina.
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Ryec. 8. Budowa chemiczna fosfatydylocholiny

1.7.1. Budowa liposoméw

Liposomy to pecherzykowe kuliste struktury, tworzone przez FL. w §rodowisku
wodnym. Ze wzgledu na ksztalt 1 amfifilny charakter czasteczek FL, tworza one
preferencyjnie zamknigte dwuwarstwowe struktury, w ktérych grupy hydrofobowe

skierowane sa do siebie, a grupy hydrofilowe na zewnatrz (ryc. 9).
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Ryc. 9. Budowa liposomu jednowarstwowego
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Liposomy ze wzgledu na wielko§¢ mozna podzieli¢ na trzy gtéwne klasy: mate
jednowarstwowe liposomy (SUV — small unilamellar vesicles) o wielkosci 25 — 100
nm, duze jednowarstwowe liposomy (LUV — large unilamellar vesicles) o wielkosSci
100 — 400 nm oraz liposomy wielowarstwowe (MLV — multilamellar vesicles)
o wielkosci od 200 nm do kilku mikrometrow [37]. Bardziej efektywne
w oddzialywaniu z lipoproteinami sa liposomy jednowarstwowe: SUV i LUV [91].

1.7.2. Oddzialywanie liposomow lecytynowych z lipoproteinami osocza

W wielu badaniach in vivo 1 in vitro udowodniono, ze liposomy lecytynowe
spontanicznie reaguja z lipoproteinami osocza, a szczegolna role w tym oddzialywaniu
przypisuje si¢ apolipoproteinom, ktore posiadaja zdolno$¢ solubilizowania FL.
Skutkiem reakcji sa zmiany w strukturze lipoprotein i liposoméw. Lipoproteiny zostaja
wzbogacone w FL i1 zubozone o CHW 1 apolipoproteiny. Zwigksza si¢ wielko$¢ czastek
lipoprotein, zmniejsza si¢ ich ruchliwos$¢ elektroforetyczna 1 gestos¢ [55, 84].
W zaleznosci od stosunku skladnikéw mieszaniny inkubacyjnej, oddziatywanie moze
prowadzi¢ do przyjecia przez liposomy apolipoprotein bez zniszczenia struktury
liposomow 1/lub do rozpadu liposoméw 1 tworzenia nowych struktur, w sktad ktérych
wchodza FL 1 apolipoproteiny [91].

W badaniach in vivo 1 in vitro po podaniu liposoméw stwierdzono zwigkszona
zdolnos¢ osocza do akceptacji CH komodrkowego [28, 36, 94]. U zwierzat
doswiadczalnych po podaniu dozylnym liposoméw stwierdzono regresje zmian
miazdzycowych ~w  naczyniach  krwiono$nych  [12,  72].  Mechanizmy
przeciwmiazdzycowego oddzialywania liposoméw nie sa jednak nadal do konca
poznane.

Wykazano do tej pory, ze oddzialtywanie migdzy lipoproteinami osocza
a liposomami lecytynowymi skutkuje tworzeniem nowych lipoprotein o ruchliwosci
preB, podobnych do prekursorowych HDL, ktore oddzialuja z receptorami
komorkowymi uczestniczac w odbieraniu CH komoérkowego [28]. Rowniez
wzbogacenie dojrzatych czastek HDL w FL 1 zubozenie ich o CHW czyni je lepszymi
akceptorami CH [73, 86, 91]. Chung wykazal, ze liposomy lecytynowe
oraz tHDL zawierajace duza ilos¢ FL sa zdolne do solubilizowania 1 usuwania

pozakomoérkowych ztogow CH, obecnych w blaszkach miazdzycowych izolowanych
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z ludzkich naczyn te¢tniczych. Takiej zdolnosci nie posiadaty natywne HDL,
ale nabywaty ja po preinkubacji z liposomami i wzbogaceniu w FL [13].

Kolejny mechanizm dzialania liposomoéw oparty jest na wykorzystaniu
fosfatydylocholiny jako substratu dla reakcji estryfikacji CH, katalizowane]
przez LCAT. Fosfatydylocholina zwigksza aktywno$¢ enzymu 1 przyspiesza
estryfikacic CH, w wyniku czego nastgpuje efektywne zmniejszenie
zewnatrzkomorkowego stezenia CHW 1 wytworzenie gradientu st¢zen, ktory utatwia
dalsze uwalnianie CH z komoérek [68].

Liposomy per se maja rowniez zdolnos¢ do akceptacji duzych ilosci CHW,
moga wiegc peli¢ funkcje ,,gabek” ,pochtaniajacych” CH z blon komoérkowych
lub lipoprotein osocza, a po pozyskaniu apolipoprotein moga oddziatywac
z receptorami komorkowymi watroby, dla ktorych apolipoproteiny sa ligandami, w ten
sposOb uczestniczac w przekazywaniu CH do watroby [91]. Yan wykazat,
ze watrobowy wychwyt liposomoéw odbywa si¢ na drodze zaleznej od apoE [101].
Mendez stwierdzil, ze liposomy wyizolowane z osocza krolikow po trzech godzinach
od dozylnego podania zawieraty jako gtowny sktadnik biatkowy apoE oraz w mniejszej
ilosci apoAl i apoC [55].

Przeciwmiazdzycowe oddziatywanie liposoméw moze wynika¢ takze
z blokowania wychwytu aterogennych, obtadowanych CH lipoprotein przez makrofagi.
Williams prowadzit badania z wykorzystaniem krolikow karmionych pokarmem
bogatym w CH, u ktorych rozwija si¢ zaawansowana miazdzyca na skutek wychwytu
przez makrofagi bogatych w CH, aterogennych czastek f-VLDL. Wykazat, ze liposomy
po podaniu dozylnym pozyskiwaty apoE z B-VLDL, a nastepnie efektywnie blokowaty
ich receptorowy wychwyt. Inkubujac B-VLDL z liposomami in vitro stwierdzil on
powstanie dwoch rodzajow czastek o roznej wielkosci, zawierajacych FL
oraz pozyskana z B-VLDL apoE 1 CHW. Czastki B-VLDL po reakcji z liposomami
zostaty wzbogacone w FL [92].

Najwigcej uwagi w badaniach naukowych poswigcono dotychczas
oddziatywaniu liposomoéw z czastkami HDL 1 udzialowi w tym procesie gldéwnej
apolipoproteiny HDL: apoAl [28, 36, 84]. Wykazano m.in., ze apoAl pozyskana
z a-HDL tworzy z FL dyskowe struktury o ruchliwosci elektroforetycznej pref, ktore,
podobnie jak osoczowe pre-HDL, uczestnicza w wychwycie CH komoérkowego [28,
36]. Wiadomo jednakze, ze 1 inne apolipoproteiny oddziatuja z liposomami.
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Réwniez apoAll, druga pod wzgledem ilosciowym apolipoproteina HDL, tworzy
struktury o ruchliwosci pref podczas oddziatywania z liposomami [97, 98]. Guo
wykazal, ze wolna apoE powoduje rozpad liposoméw z podobna aktywnoscia
jak apoAl. Wykazat on réwniez, ze izolowane VLDL, podobnie jak HDL, oddziatuja
z liposomami powodujac ich rozpad. Roznica wystgpowata jednakze w rodzaju czastek
powstajacych na skutek tego oddziatywania. W przypadku inkubacji liposomow
lecytynowych z HDL w przewazajacej ilosci powstawaly struktury dyskowe.
Po inkubacji liposomow z VLDL Guo stwierdzit wystgpowanie heterogennej
mieszaniny czastek, w sktad ktorej oprocz struktur dyskowych wchodzity rowniez
wigksze struktury wielowarstwowe, jak rowniez czastki bardzo mate. Glowna
apolipoproteing izolowana z kompleksow powstatych na skutek oddziatywania HDL
z liposomami byla apoAl. W przypadku oddziatywania VLDL z liposomami, nowo
powstate struktury zawieraly apoE i niewielka ilos¢ apoC [27].

Rodrigueza uwaza, ze ciekawym byloby zbadanie, czy mobilizacja CH
na skutek podawania liposomow nastgpowataby rowniez u zwierzat nieposiadajacych
apoAl 1 ze mozliwe jest, ze obecno$¢ czastek zawierajacych inne apolipoproteiny,
np. apoE, bedzie wystarczajaca do tworzenia korzystnego efektu oddzialywania
lipoprotein z liposomami [91].

Istnieja nieliczne doniesienia, ze na skutek oddzialywania lipoprotein
z liposomami lecytynowymi moga powstawac rowniez czastki y-LpE [28, 40]. Krimbou
stwierdzil, ze inkubacja osocza z dimirystoilofosfatydylocholina skutkowala zaleznym
od dawki FL wzrostem stezenia y-LpE, a osocze po inkubacji wykazywalo zwigkszona
zdolnos¢ do wychwytu CH komorkowego. Takiego oddzialywania nie obserwowat
on w przypadku inkubacji osocza z liposomami sfingomielinowymi [40].

Nie wykazano jednakze do tej pory, ktore ze struktur osocza sa odpowiedzialne

za powstawanie y-LpE pod wplywem dzialania liposomow.
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2. CEL PRACY

Liposomom lecytynowym przypisuje si¢ dziatanie przeciwmiazdzycowe
m.in. poprzez oddziatywanie na lipoproteiny osocza. Przemiany lipoprotein zachodzace

pod wptywem liposoméw nadal nie sa doktadnie poznane, dlatego celem pracy byta:

» Ocena zmian sktadu i wlasnosci VLDL na skutek reakcji z liposomami

lecytynowymi, dla r6znych warunkéw inkubacji.

» Ocena, czy na skutek reakcji VLDL z liposomami lecytynowymi powstaja

czastki lipoproteinowe o ruchliwosci elektroforetycznej y, zawierajace apoE.

» lzolacja 1 charakterystyka czastek lipoproteinowych zawierajacych apoE
o gestosci charakterystycznej dla HDL, powstatych na skutek reakcji VLDL

z liposomami lecytynowymi.

» Ocena, czy nowo powstale czastki oddziatuja z lipoproteinami HDL.

38



3.

3.1.

MATERIALY I METODY

Odczynniki, materialy zuzywalne, aparatura

3.1.1. Odczynniki chemiczne

POCH Gliwice, Polska

aceton; amonu siarczan; chloroform; dimetyloformamid; di-sodu wodorofosforan;
etylowy alkohol bezwodny 99,8%; formaldehyd 36-38%:; gliceryna; glicyna; glikol
etylenowy; heksan; izopropanol; kwas chlorowodorowy 35-38%; kwas octowy
99,5-99,9%; magnezu chlorek; manganu chlorek; metanol; potasu bromek; potasu
chlorek; potasu diwodorofosforan; sodu azydek; sodu chlorek; sodu
diwodorofosforan;  sodu  tiosiarczan, sodu  weglan; srebra  azotan;
Tris(hydroksylo)aminometan (Tris);

Bio-Rad, Polska

akrylamid; amonu nadsiarczan (APS); bis-akrylamid; biekit bromofenolowy; czern
amidowa; di-sodu wersenian (EDTA); N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina
(TEMED); siarczan dodecylu sodu (SDS);

Sigma-Aldrich, Polska

azotan bfekitu tetrazolowego (NBT), B-merkaptoetanol, fosforan bromo-chloro-
indolu (BCIP); heparyna; kwas borny;

Merck, Polska

czern sudanowa; Triton X-100;

Fluka AG, Polska

kwas 5,5-dietylobarbiturowy; s61 sodowa kwasu 5,5-dietylobarbiturowego;

GE Healthcare, Polska

Repel-Silane ES; Tween 20;

Lachema, Czechy

agaroza,
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3.1.2. Zestawy odczynnikowe

Zestaw odczynnikowy do oznaczania st¢zenia CHC oraz zestaw odczynnikowy
do oznaczania st¢zenia TG; Pointe-Scientific, Polska

Zestaw odczynnikowy do oznaczania stezenia FL, WAKO Diagnostics, USA

Zestaw odczynnikowy do oznaczania stezenia CHW, DiaSys, Niemcy

Zestaw odczynnikowy do oznaczania stezenia apoE metoda
immunonefelometryczna, Siemens Healthcare, Polska

Zestaw odczynnikowy do oznaczania stezenia apoB metoda
immunonefelometryczna, BioMerieux, Polska

Zestaw odczynnikowy do oznaczania stezen LpE i LpE:B metoda elektroforezy

rakietowej, Sebia, Francja

3.1.3. Przeciwciala

Kroélicze przeciwciata poliklonalne przeciwko ludzkie;j apoB
(do immunoprecypitacji 1 immunodetekcji) oraz krolicze przeciwciata poliklonalne
przeciwko ludzkiej apoE (do immunodetekcji), DAKO, Polska

Kozie przeciwciata znakowane fosfataza alkaliczna, skierowane przeciwko

przeciwcialom kréliczym (do immunodetekeji), Sigma-Aldrich, Polska

3.1.4. Wzorce do elektroforezy

Wzorzec niskoczasteczkowy LMW barwiony, Bio-Rad, Polska
Wzorzec wysokoczasteczkowy HMW, GE Healthcare, Polska

3.1.5. Inne materialy

Bibuta filtracyjna Whatman 3MM Chr 1 Whatman 1Chr, GE Healthcare, Polska
Membrana z fluorku poliwinylidenu (PVDF) o $rednicy poréw 0,45 pm
(Immobilon-P Transfer Membrane), Merck Millipore, Polska

Mleko w proszku odtluszczone granulowane, Spotdzielnia Mleczarska Gostyn
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Probowki typu otwartego (Polycarbonate open-top thickwall centrifuge tubes)
oraz probowki ,,zatapialne” (typu zamknigtego) do ultrawirowania (Polyallomer
bell-top centrifuge tubes), Beckman Coulter, Polska

Saczki Diaflo Ultrafiltration Membranes PM10, Amicon, USA

Worki dializacyjne, Sigma-Aldrich, Polska

3.1.6. Aparatura

Aparat do elektroforezy i elektrotransferu Mini Protean 3 Cell, Bio-Rad, Polska
Aparat do elektroforezy horyzontalnej, Pharmacia LKB, Szwecja

Aparat do elektroforezy K20 z zasilaczem, Sebia, Francja

Aparat do elektrotransferu mokrego Biotrans, Krzysztof Kucharczyk Techniki
Elektroforetyczne, Polska

Homogenizator ultradzwickowy HD z sonda KE76, Bandelin Electronic, Niemcy
Mieszadlo magnetyczne bezsilnikowe, DHN-Wabel, Polska

Mikser do przygotowywania zeli gradientowych, Pharmacia Biotech, Szwecja
Nefelometr laserowy Behring-Laser Nephelometer, Dade Behring, Niemcy
Pehametr, Mera-Elmat, Polska, wyposazony w elektrod¢ kombinowana ERH-111,
Hydromet, Polska

Spektrofotometr T80, PG Instruments, Wielka Brytania

Spektrofotometr Epoll-2, Polska

Termostat, Cabrolab Electronic, Polska

Ultrawirowka Beckman TLX Optima wyposazona w rotor katowy TLA100.3,
Beckman Coulter, USA

Wiréwka MPW-65R, MPW, Polska

Waga analityczna AS 60/220/C/2, Radwag, Polska

Wiytrzasarka laboratoryjna stotlowa, Elpin Plus, Polska

Wiytrzasarka laboratoryjna stotowa typu ,,vortex”, Velp Scientifica, Holandia
Zestaw do zatapiania i cigcia probowek, Beckman Coulter, USA

Zasilacz do elektroforezy EV231, Consort, Belgia

Zestaw do saczenia pod zwigkszonym cisnieniem, Amicon, USA
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3.2

Bufory i roztwory

3.2.1. Bufory i inne roztwory podstawowe

Bufory:

e bufor dializacyjny bufor fosforanowy (Na") 0,01 mol/l,

e bufor do zawieszania liposoméw EDTA 0,25 mmol/l, NaN3 0,02%,

e Dbufor inkubacyjny pH 7,6 [25]

e bufor do rozpuszczania osadu - Tris-HCI1 0,01 mol/l, NaCl 1 mol/l, NaNj3;
0,02%, pH 7,4

e bufor do HDL - Tris-HC1 0,01 mol/l, NaN3 0,02%, pH 7,4

o PBS (phosphate-buffered saline) - NaCl 0,14 mol/1, KC1 2,7 mmol/l, Na,HPO4
10 mmol/l, KH,PO4 1,8 mmol/l, pH 7,3

Inne roztwory:

0,9% NaCl, d=1,006 g/ml

KBr d=1,063 g/ml

KBr d=1,21 g/ml

10% Triton X-100

heparyna 5000 1U/1

2 mol/l MnCl,

odczynnik ,,heparyna-mangan’: 1 cz. heparyny 5000 IU/1 + 1,25 cz. MnCl, 2 mol/1

3.2.2. Bufory i inne vroztwory do technik elektroforetycznych i

elektrotransferu

Bufory:

bufor do elektroforezy w zelu agarozowym (Tris-barbital), pH 9,3

Tris-HCI1 44,02 mmol/l, kwas 2,2-dietylobarbiturowy 12,38 mmol/l, s61 sodowa
kwasu 2,2-dietylobarbiturowego 43,6 mmol/l, NaN3 0,01%;

bufor elektrodowy z kwasem bornym, pH 8,4

kwas borny 125 mmol/l, Tris-HCI 90 mmol/l, EDTA 3,2 mmol/l, NaN3 0,01%;
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e Dbufor elektrodowy z SDS, pH 8,3
Tris-HCI1 25 mmol/l, glicyna 192 mmol/l, SDS 0,1%;

e Dbufor do elektrotransferu, pH 8,3
Tris-HCI1 25 mmol/I; glicyna 192 mmol/l, metanol 20%;

e Dbufor do zelu poliakrylamidowego rozdzielajacego (2D-PAGE), pH 8,0
kwas borny 160 mmol/l, siarczan amonu 189 mmol/l, EDTA 27 mmol/l, NaNj;
0,2%;

e Dbufor do zelu poliakrylamidowego zaggszczajacego (2D-PAGE), pH 6,9
Tris-H3PO4 236 mmol/I;

e Dbufor do zelu poliakrylamidowego rozdzielajacego (SDS-PAGE), pH 8.8
Tris-HCI 1,5 mol/l, SDS 0,4%;

e Dbufor do zelu poliakrylamidowego zaggszczajacego (SDS-PAGE), pH 6,8
Tris-HCI 0,5 mol/l, SDS 0,4%;

e Dbufor do obcigzania probek — mieszanina roztworow:
1,2 ml Tris-HC1 0,5 mol/l, pH 6,8 + 1 ml gliceryna + 2 ml SDS 10% + 5,25 ml H,O
+ 0,05 ml bigkit bromofenolowy 1%

e Dbufor redukujacy (przygotowywany ex tempore) — mieszanina roztworow:

1 cz. B-merkaptoetanolu + 19 cz. buforu do obcigzania probek

Inne roztwory:

e 30% roztwor akrylamidow: akrylamid:bis-akrylamid 36,5:1
e 10% APS

e 0,1% Triton X-100

e 5% izopropanol

e 10% SDS

Zele poliakrylamidowe:

e 2% zel rozdzielajacy (2D-PAGE)
233 ul 30% roztworu akrylamidow + 2917 pl H,O + 350 upl buforu do zelu
rozdzielajacego (2D-PAGE) + 2 ul TEMED + 10,5 pl 10% APS
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25% zel rozdzielajacy (2D-PAGE)

2917 pl 30% roztworu akrylamidow + 233 pl H>O + 350 pl buforu do
rozdzielajacego (2D-PAGE) + 2 ul TEMED + 10,5 ul 10% APS

zel zaggszczajacy (2D-PAGE)

600 pl 30% roztworu akrylamidow + 3840 pl H,O + 1500 pl buforu do
zaggszezajacego (2D-PAGE) + 6 ul TEMED + 60 pl 10% APS

10% zel rozdzielajacy (SDS-PAGE)

667 pl 30% roztworu akrylamidow + 824 ul H,O + 500 pl buforu do
rozdzielajacego (SDS-PAGE) + 1 ul TEMED + 10 ul 10% APS

20% zel rozdzielajacy (SDS-PAGE)

1335 pl 30% roztworu akrylamidow + 156 pl H>O + 500 pl buforu do
rozdzielajacego (SDS-PAGE) + 1 ul TEMED + 10 ul 10% APS

zel zageszczajacy (SDS-PAGE)

200 pl 30% roztworu akrylamidow + 905 pl H,O + 375 pl buforu do
zaggszezajacego (SDS-PAGE) + 1,5 pl TEMED + 15 pl 10% APS

Roztwory wykorzystywane w barwieniu probek lub zeli:

1% blekit bromofenolowy

0,05% roztwor czerni amidowe;j

0,5% roztwor czerni sudanowej w glikolu etylenowym

1% roztwor czerni sudanowej w 55° alkoholu etylowym

odbarwiacz: 5% metanol, 7% kwas octowy

roztwor pluczacy I: 50% metanol, 10% kwas octowy

roztwor pluczacy I1: 10% etanol, 5% kwas octowy

roztwor pluczacy III: 10% etanol

roztwor pluczacy IV: 10% kwas octowy

odczynnik A: 100 pl formaldehydu + 42 pl 43% Na,S,03+ 100 ml H,O
odczynnik B: 100 pl formaldehydu + 100 ml 0,4% AgNO;

odczynnik C: 100 pl formaldehydu + 1 pl 43% Na,S,03+ 100 ml 6% Na,CO;

zelu

zelu

zelu

zelu

zelu
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3.2.3. Bufory i inne roztwory do immunodetekcji metoda Western blot

o TBS (Tris-buffered saline) - 0,02 mol/l Tris-HCI, 0,14 mol/l NaCl,
0,01% NaNs pH 7.4

e roztwor blokujacy 0,5% odttuszczone mleko w TBS

e roztwor inkubacyjny przeciwciala }

e 5% Tween 20

e roztwor pluczacy: 0,05% Tween 20 w TBS

e roztwor przeciwciata I: p/ciato poliklonalne skierowane przeciwko oznaczanemu
biatku (rozdziat 3.1.3) z roztworem inkubacyjnym przeciwciata w stosunku
objetosciowym 1:1000

e roztwér przeciwciala II: p/cialo znakowane fosfataza alkaliczna (rozdziat 3.1.3)
z roztworem inkubacyjnym przeciwciata w stosunku objetosciowym 1:10000

e Dbufor do fosfatazy alkalicznej, pH 9,5
NaCl 100 mmol/l, MgCl, 5 mmol/l, Tris-HCl 100 mmol/I

e roztwor NBT: 0,05 g/ml 70% dimetyloformamidu

e roztwor BCIP: 0,05 g/ml 100% dimetyloformamidu

e roztwor substratow dla fosfatazy alkalicznej:
przygotowywany ex tempore; 10 ml buforu do fosfatazy alkalicznej + 66 pl
roztworu NBT + 33 ul roztworu BCIP

e roztwor zatrzymujacy reakcje: 20mM EDTA w TBS
3.3. Otrzymywanie VLDL
3.3.1. Material badany
Lipoproteiny VLDL izolowano z surowic pulowanych, otrzymanych ze zlewek
surowic pozyskanych na czczo od osob zdrowych, wykonujacych badania okresowe
w Laboratorium Centralnym Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku, po

zrealizowaniu  zleconych badan laboratoryjnych. Wyselekcjonowane surowice

pulowano 1 konserwowano azydkiem sodu (stgzenie koncowe NaNs3 w surowicy: 0,1%).
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VLDL izolowano z surowic pulowanych spehiajacych nastgpujace kryteria:
CHC < 200 mg/dl, TG < 150 mg/dl oraz brak obecnosci CHM 1 frakcji posrednich
w lipidogramie. Pule, ktére nie spetiaty tych kryteriow, byly odrzucane. Izolacja

VLDL nastgpowata maksymalnie do 28 godzin od pobrania krwi.

3.3.2. Izolacja VLDL metodg ultrawirowania

Konserwowana azydkiem sodu surowicg pulowana poddawano ultrawirowaniu
wg zmodyfikowanej procedury opisanej przez McEneny [54]. Zastosowano probowki
typu otwartego Beckman zamiast probéwek typu zamknigtego Beckman (rozdziat 3.1.5)
1 wydhuzono czas wirowania z 60 do 90 minut.

Do probéwek przenoszono 1,8 ml surowicy pulowanej, a nastgpnie ostroznie
nawarstwiano 1,2 ml 0,9% NaCl o d = 1,006 g/ml (ryc. 10A). Probowki umieszczano
w rotorze katowym Beckman TLA-100.3 i wirowano w ultrawiréwce Beckman TLX
Optima przy nastgpujacych parametrach: 100 000 obr/min (541 000 x g), 90 min,
temperatura 4°C, akceleracja (acc): 5, deceleracja (decc): 9.

Po zakonczeniu wirowania probowki ostroznie wyjmowano z rotora
1 pozostawiano na 15 minut w statywie (ryc. 10B). Nastgpnie ostroznie, za pomoca
pipety, $ciagano gorna frakcj¢ zawierajaca VLDL o objetosci okoto 1,2 ml, tak, aby nie

naruszy¢ dolnej frakcji, zawierajacej biatka i pozostate lipoproteiny.

A B
<— VLDL
0,9% NaCl ————
< 0,9%NaCl
surowica
pulowana LDL, HDL

- L biatka surowicy

przed po
ULTRAWIROWANIE

Ryc. 10. Otrzymywanie VLDL metoda ultrawirowania. A - obraz
przed ultrawirowaniem, po nawarstwieniu 0,9% NaCl na surowicg pulowana,
B — obraz po ultrawirowaniu i 15 minutach stabilizacji frakcji w statywie
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Po oddzieleniu VLDL ich objgtos¢ mierzono, a nastepnie frakcje¢ niezwlocznie
umieszczano w worku dializacyjnym i poddawano dializie (16 godz., temperatura 4°C,
z mieszaniem, objetos¢ buforu dializacyjnego (rozdziat 3.2.1) okoto 200-krotnie

wigksza od objgtosci dializowanej probki). Po zakonczeniu dializy ponownie mierzono

objetos¢ VLDL.

3.3.3. Charakterystyka VLDL

Po dializie w uzyskanej frakcji VLDL oznaczano st¢zenie FL, TG, CHC, CHW,
CHE, apoE 1 apoB (rozdzial 3.10, 3.11) oraz przeprowadzano rozdziat
elektroforetyczny frakcji w zelu agarozowym (rozdziat 3.12.1).

W tabeli 6 przedstawiono st¢zenia skladnikow lipidowych oraz apoE i apoB
dla surowic pulowanych oraz izolowanych z nich VLDL. Na rycinie 11 przedstawiono

przyktadowy rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym surowicy pulowane]
i VLDL.

Tabela 6. Stezenie sktadnikow lipidowych oraz apoE i1 apoB w surowicy pulowanej
oraz wyizolowanych VLDL (n = 29). Wyniki dla VLDL po przeliczeniu na materiat
natywny.

Sktadnik: FL TG CHC | CHW | CHE | apoE | apoB

srednia [mg/dl] | 214,8 | 96,0 173,0 | 51,1 121,9 3,7 78,9

OS [mg/dl] 19,2 18,4 17,3 5,4 13,8 0,6 13,9

surowica
pulowana

WZ [%] 8,9 19,2 10,0 10,6 11,3 16,2 17,6

srednia [mg/dl] | 18,0 47,2 12,8 6,2 6,5 1,2 7,7

OS [mg/dl] 3,59 13,0 3,0 1,5 1,7 0,3 1,9

VLDL

WZ [%] 199 | 27,5 | 234 | 242 | 262 | 250 | 24,7
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+

<—— albumina

a-lipoproteiny —> <— o-globuliny
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Ryc. 11. Przykladowy obraz rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym
surowicy pulowanej oraz VLDL izolowanych metoda ultrawirowania.
A — barwienie na obecnos¢ lipidow, B — barwienie na obecnos$¢ biatek (rozdziat
3.12.1).

3.4. lIzolacja lecytyny i przygotowanie liposomow

Lecytyne izolowano w Zakladzie Chemii Klinicznej GUMed z zoltek jaj
kurzych, wg procedury opisanej przez Singletona [79]. Porcje lecytyny zawieszone
w heksanie przechowywano w atmosferze azotu, w temperaturze -70°C. Czystos¢
lecytyny potwierdzano metoda chromatografii cienkowarstwowej, na ptytkach
pokrytych zelem krzemionkowym, z zastosowaniem uktadu rozwijajacego chloroform :
metanol : kwas octowy : woda w stosunku 6 : 3 : 0,8 : 0,4.

Mate jednowarstwowe liposomy (SUV) uzyskiwano wg procedury opisanej
przez Huanga [33]. Po rozmrozeniu porcje lecytyny osuszano w strumieniu azotu.
Nastepnie FL zawieszano w 0,01 mol/l buforze fosforanowym (rozdziat 3.2.1)
1 pozostawiano w ciemnym miejscu, w temperaturze pokojowej, na okoto 16 godzin,
w celu specznienia. Zawiesing FL sonikowano (tryb ciagly; 25% mocy; 5 cykli (gdzie
1 cykl: sonikowanie 5 minut, przerwa 5 minut); chlodzenie lodem) do uzyskania
klarownego, opalizujacego roztworu. Otrzymane w ten sposob mate jednowarstwowe
liposomy (SUV) wirowano (10000 obr/min; temperatura 4°C, 30 min.) w celu usunigcia
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zanieczyszczen tytanowych pochodzacych z sondy. Przygotowane liposomy
lecytynowe (LP) przechowywano w temperaturze 4°C, w atmosferze azotu
1 wykorzystywano do doswiadczen w ciagu 10 dni. Stgzenie FL w LP wynosito $rednio

5750 £+ 900 mg/dl (§rednia + OS, n = 17).

3.5. Inkubacja VLDL z liposomami lecytynowymi

3.5.1. Podstawowe warunki inkubacji

Podstawowe warunki inkubacji przyjeto na podstawie pracy Williamsa [92],
ktory inkubowat VLDL z LP 2 godziny w temperaturze 37°C, przy stosunku biatka
VLDL do FL w LP 18 mg : 900 mg. Przyjmujac dla VLDL $redni stosunek stezenia
biatka do fosfolipidow 10:17,5 [56], ustalono, ze stosunek wagowy fosfolipidow VLDL
do fosfolipidow liposomow (VLDLp:LPr.) w badaniach Williamsa wynosit 1:29.

Na podstawie tych danych za podstawowe warunki inkubacji w pracy przyj¢to:
czas inkubacji 2 godziny, temperatura inkubacji 37°C, stosunek wagowy VLDLpp:LPgL
1:30.

3.5.2. Protokél postepowania

VLDL, LP oraz bufor inkubacyjny (BF) (rozdziat 3.2.1) ogrzewano
do temperatury 37°C. Nastgpnie okreslona objetos¢ VLDL mieszano z okreslona
objetoscia LP, uzyskujac mieszaning reakcyjna VLDL z LP (VLDL+LP) o stosunku
wagowym VLDLp:LPrp 1:30. Objetos¢ VLDL 1 LP do mieszaniny reakcyjnej
wyznaczano na podstawie oznaczenia wyjsciowych stezen FL w VLDL 1 LP 1 obliczano
wg schematu:

A) mg FL w VLDL - 100 ml [na podstawie stezenia FL w VLDL (mg/dl)]

X (mg FL) - objetos¢ VLDL do reakceji (ml)
B) X (mg FL VLDL bioracych udziat w reakcji) x 30 =
Y (mg FL LP bioracych udzial w reakcji)

C) mg FL w LP - 100 ml [na podstawie stezenia FL w LP (mg/dl)]

Y (mg FL-LP bioracych udziat w reakcji) - objetos¢ LP do reakcji (ml)
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Przygotowywano rowniez dwie kontrole. Pierwsza: VLDL+BF stanowita probka
VLDL z buforem inkubacyjnym (BF), dodanym w objetosci rownej objetosci LP
w mieszaniniec VLDL+LP. Druga kontrolg: LP+BF stanowita probka LP z buforem
inkubacyjnym, dodanym w objetosci rownej objetosci VLDL w mieszaninie
VLDL+LP.

VLDLALP oraz probki kontrolne (VLDL+BF, LP+BF) mieszano 1 inkubowano
w temperaturze 37°C przez 2 godziny.

Po zakonczeniu inkubacji probki schtadzano do temperatury 4-C i skladniki
mieszaniny reakcyjnej rozdzielano metoda immunoprecypitacji (rozdzial 3.6)
oraz poddawano analizie metoda elektroforezy w zelu agarozowym (rozdzial 3.12.1)

1 metoda elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE (rozdziat 3.12.2).

3.6. Rozdzial VLDL od skladnikéw mieszaniny reakcyjnej niezawierajacych

apoB metoda immunoprecypitacji

Rozdziat VLDL od pozostalych sktadnikow mieszaniny reakcyjnej
przeprowadzano metoda immunoprecypitacji, wg zmodyfikowanej procedury opisane;j
przez Nielsena dla izolacji lipoprotein zawierajacych apoB z pelnej surowicy [58].

Zaktadajac, ze apoB jest niewymienialnym, strukturalnym sktadnikiem czastek
VLDL, dodanie przeciwcial anty apoB bedzie prowadzi¢ do selektywnego
wytracania si¢ z mieszaniny reakcyjnej VLDL w postaci osadu, natomiast czastki
niezawierajace apoB, czyli liposomy 1 pozostate produkty reakcji, pozostana

W supernatancie.

3.6.1. Ustalenie warunkéw immunoprecypitacyjnej metody rozdzialu

Do stalej objetosci VLDL dodawano ro6zne objetosci przeciwciat anty apoB
(rozdziat 3.1.3), tak, aby stosunek objetosciowy VLDL:przeciwciala wynosit
odpowiednio: 1:1, 2:1, 3:1, 5:1, 7:1 1 10:1. Kontrolg¢ stanowita probka VLDL
bez dodatku przeciwcial. Probki, zgodnie z procedura Nielsena, inkubowano 24 godz.
w temperaturze 4°C. Po zakonczeniu inkubacji probki wirowano (5000 x g; 40 minut,
4°C). Nastepnie supernatanty ostroznie $ciggano pipeta, a osady 1-krotnie przemywano

lodowatym PBS i ponownie odwirowywano (5000 x g; 15 minut, 4°C). PBS ostroznie
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$ciagano pipeta i odrzucano, a osady osuszano przez 15 minut w temperaturze 37°C
1 zawieszano w buforze do rozpuszczania osadu (rozdziat 3.2.1).
W otrzymanych osadach i supernatantach oznaczano stezenie TG (rozdzial

3.10), a nastgpnie wyznaczano procent zawartosci TG w supernatantach (a) i osadach
(b) oraz odzysk catkowity (¢) wg wzorow:

(a) %TGsupernatant: (TGsupernatant/ TGrontrola) X 100%,

(b) %TGosad = (TGosad/ TGiontrola) X 100% oraz

(c) odzysk catkowity [%] = % T Ggupernatant + %0 T Gosad

Doswiadczenie przeprowadzono dla trzech roéznych puli VLDL. Odzysk
catkowity przedstawiono w tabeli 7, a procentowy rozktad TG pomigdzy supernatantem
1 osadem na rycinie 12. W osadzie po immunoprecypitacji powinna znajdowac si¢ cala
pula TG obecna w probce kontrolnej (WO dla %TGesaq: 100%). W supernatancie
nie powinny by¢ obecne sktadniki VLDL (WO dla %TGgupernatant: 0%).

Tabela 7. Odzysk [%] TG VLDL po immunoprecypitacji VLDL z mieszaniny
reakcyjnej, dla réznych stosunkow objetosciowych VLDL:przeciwciala anty apoB
($rednia = OS; n = 3).

Stosunek objetosciowy Pula I Pula II Pula III
VLDL:przeciwciata [%] [%] [%]

1:1 102 +4,7 107,4 £2,1 92,0+ 7,7
2:1 - - 91,9+4,4
3:1 95,4+9,2 97,6 £2,9 91,3+ 6,4
5:1 91,1 +4,9 96,1 £ 0,7 91,7+5,5
7:1 94,5+7,1 959 +2,3 -

10:1 87,1+7,5 93,6 £5,2 91,8+ 1,1
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Ryc. 12. Procentowa zawarto$¢ TG w supernatantach (%TGgupernatant) 1 0sadach
(% TGosad), po immunoprecypitacji VLDL przeciwcialami anty apoB, obliczona
w odniesieniu do zawartosci TG w probce kontrolnej, dla réznych stosunkow
objetosciowych VLDL:przeciwciata. Wyniki przedstawiono jako wartosci
srednie £ OS, n = 3. WO dla %TGysaq - wartos¢ oczekiwana dla procentowej
zawartosci TG w osadzie; WO dla %TGgupernatan: - Wartos¢ oczekiwana dla
procentowej zawartosci TG w supernatancie

Dla stosunkow objetosciowych VLDL:przeciwciala od 1:1 do 3:1,
w supernatantach nie stwierdzano obecnosci TG (ryc. 12). Cala pula VLDL ulegata
straceniu i TG oznaczano jedynie w osadzie (ryc. 12). Sredni odzysk dla TG
po immunoprecypitacji dla tych stosunkéw byt zadowalajacy (tab. 7) i wyniost 96,8%.

W przypadku stosunkéw objgtosciowych od 5:1 do 10:1, osad po odwirowaniu
byt mniej zbity, co skutkowalo jego pobieraniem w trakcie oddzielania supernatantu,
skutkiem czego dla 2 puli VLDL w supernatancie wykazano obecnos¢ TG (ryc. 12).
Sredni odzysk dla tych prob byl nieco nizszy niz w przypadku stosunkow
objetosciowych 1:1 - 3:1 1 wynosit 92,8% (tab. 7).

Na podstawie uzyskanych wynikow zdecydowano o zastosowaniu
w prezentowane] pracy stosunku objgtosciowego VLDL:przeciwciata 2:1,
w odroznieniu od stosunku objetosciowego 1:1 stosowanego przez Nielsena [58],
co zagwarantowalo mniejsza krotno$¢ rozcienczenia roztworu liposoméw 1 produktow
reakcji niezawierajacych apoB po immunoprecypitacji, a jednoczesnie dalo pewnos¢

catkowitego wytracania VLDL.
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3.6.2. Protokoél postepowania dla immunoprecypitacyjnej metody rozdziatu

Po zakonczeniu inkubacji prob (rozdziat 3.5), do probek VLDL+LP i VLDL+BF
dodawano poliklonalnych przeciwciat anty apoB (rozdzial 3.1.3), w stosunku
objetosciowym 2:1. Probki dokladnie mieszano i inkubowano w temperaturze 4°C
przez 24 godz. Nastgpnie probki poddawano wirowaniu (5000 x g, 40 minut, temp.
4°C), po czym ostroznie pipeta oddzielano supernatant. Osad przemywano lodowatym
PBS w objetosci rownej objetosci probki do immunoprecypitacji, ponownie wirowano
(5000 x g, 15 minut, temp. 4°C), po czym ostroznie usuwano PBS znad osadu.
Nastepnie osad osuszano w temperaturze 37°C przez 15 minut, po czym zawieszano go
w buforze do rozpuszczania osadu (rozdziat 3.2.1), dodawanego w objgtosci réwnej
objetosci probki 1 przeciwcial. Osad w buforze dokfadnie mieszano, a objgtosc
otrzymanej probki osadu mierzono.

W uzyskanych supernatantach i osadach oznaczano sktadniki lipidowe (rozdziat
3.10). Stezenie apoE, ze wzgledu na specyfike stosowanej metody, oznaczano
w supernatantach (rozdziat 3.11.2). Koncowe stezenia skladnikéw wyrazano

po przeliczeniu, uwzgledniajac rozcienczenie prob na etapie immunoprecypitacii.

3.6.3. Odzysk dla immunoprecypitacyjnej metody rozdzialu

Odzysk dla metody immunoprecypitacji oceniono na podstawie oznaczanych
sktadnikow lipidowych (tab. 8). Odzysk liczono jako sumg stezen danego skladnika
lipidowego w supernatancie 1 osadzie, w stosunku do st¢zenia tego sktadnika w petnej
mieszaninie przed immunoprecypitacja, wg wzorow:

[(VLDLALPgpernatant T VLDLALP 04)/ VLDL+LP] x 100% oraz
[(VLDLABFpermatant + VLDL+BF00)/ VLDL+BF] x 100%.
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Tabela 8. Odzysk [%] sktadnikéw lipidowych mieszanin VLDL+LP i VLDL+BF

dla immunoprecypitacyjnej metody izolacji VLDL. Wyniki przedstawiono
jako wartos$ci srednie = OS; *p<0,0001.
Sktadnik lipidowy
Odzysk %] FL TG CHC CHW CHE
(n=30) (n=15) (n=30) (n=15) (n=15)
VLDL+LP | 100+ 12,6* | 87,9+10,5 | 91,8+7,7 84,4 +8,1 | 102,5+10,5
VLDL+BF | 87,1 +6,4* 85,3+7,8 | 87,6+10,8 80,6 £ 5,4 96,9 £ 9,4

Dla TG, CHC, CHW i CHE uzyskane warto$ci odzysku dla mieszaniny
reakcyjnej 1 kontrolnej nie réznity si¢ statystycznie znamiennie (tab. 8). W przypadku
odzysku dla FL stwierdzono rdznicg statystycznie znamienna, ktéra moze wynikad
ze znamiennie wyzszego stezenia FL w VLDL+LP, w stosunku do préby kontrolnej
VLDL+BF.

Sredni odzysk, wyznaczony na podstawie wartosci odzyskow dla sktadnikow
lipidowych (tab. 8), wyniost odpowiednio: 93,3% dla VLDL+LP oraz 87,5%
dla VLDLA+BF. Biorac pod uwagg specyfike metody immunoprecypitacji, takie wartosci
odzysku uznano za zadowalajace.

3.7. Modyfikacje warunkow inkubacji VLDL z liposomami
W celu oceny wplywu warunkow inkubacji na przebieg reakcji VLDL z LP
przeprowadzono doswiadczenia, w ktérych modyfikowano podstawowe warunki

inkubacji (rozdziatl 3.5). Oceniono wptyw stosunku wagowego VLDLpp:LPrr, wpltyw
temperatury oraz wptyw czasu inkubacji na przebieg reakcji VLDL z LP (tab. 9).
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Tabela 9. Warianty warunkéw inkubacji VLDL z LP

Warunki inkubacji
Modyfikowany czynnik
' Stosunek wagowy
Czas (minuty) Temperatura (°C)
VLDLFLZLPFL
Stosunek wagowy FL 120 37° 1:5; 1:15; 1:30
Temperatura inkubacji 120 4°; 37° 1:30
Czas inkubacji 5; 15; 305 60; 120 4°; 37° 1:30

3.7.1. Badanie wplywu ilosci egzogennych FL na przebieg reakcji VLDL z

liposomami

W doswiadczeniach oceniajacych wptyw ilosci egzogennych FL na przebieg

reakcji z VLDL, do stalej objetosci VLDL dodawano rdézne objgtosci LP,

tak, aby stosunek wagowy VLDLg; :LPr wynosit odpowiednio 1:30, 1:15, 1:5. Réznice
w objetosciach koncowych prob niwelowano poprzez dodanie odpowiedniej objgtosci
buforu inkubacyjnego (BF) (rozdziat 3.2.1). Kontrolg stanowita probka VLDL+BF.
VLDLALP 1:30 (czyli mieszanina reakcyjna; stosunek VLDLpp:LPrp 1:30),
VLDL+LP 1:15, VLDL+LP 1:5 oraz VLDL4BF inkubowano 2 godz. w temperaturze
37°C. Po zakonczeniu inkubacji probki poddawano immunoprecypitacji 1 wykonywano

oznaczenia  skladnikow  lipidowych oraz  apoE  (rozdzial  3.10, 3.11)

oraz zelu agarozowym (rozdzial 3.12.1)

1 dwukierunkowa 2D-PAGE (rozdziat 3.12.2).

przeprowadzano elektroforezy: w

Sredni odzysk wszystkich skladnikéw lipidowych dla mieszanin: VLDL+LP
1:15 1 VLDL+LP 1:5 po immunoprecypitacyjnej izolacji VLDL (rozdziat 3.6.2),
wynidst odpowiednio 94,6% 1 93,6% (n = 10) 1 byl porownywalny do odzysku

uzyskanego dla prob inkubowanych przy stosunku VLDLgp :LPgp, 1:30 (rozdziat 3.6.3).
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3.7.2. Badanie wplywu temperatury na przebieg reakcji VLDL z liposomami

W doswiadczeniach oceniajacych wptyw temperatury na przebieg reakcji VLDL
z liposomami, w odpowiedniej temperaturze (37°C i 4°C) mieszano doprowadzone
do temperatury inkubacji VLDL i liposomy, tak, aby stosunek wagowy VLDLpp:LPgL
wynidst 1:30, uzyskujac w ten sposob proby: VLDL+LP37° (gdzie VLDL+LP —
mieszanina reakcyjna, 37° - temperatura inkubacji 37°C) i VLDL+LP4°. Kontrole
stanowity probki VLDL z buforem inkubacyjnym: VLDL+BF37° 1 VLDL+BF4°.

Probki inkubowano w odpowiedniej temperaturze (37°C lub 4°C) przez 2 godz.
Po zakonczeniu inkubacji probki poddawano immunoprecypitacji i wykonywano
oznaczenia  sktadnikow  lipidowych  oraz  apoE  (rozdzial  3.10, 3.11)
oraz przeprowadzano elektroforezy: w zelu agarozowym (rozdziat 3.12.1)
1 dwukierunkowa 2D-PAGE (rozdziat 3.12.2).

Sredni odzysk wszystkich sktadnikow lipidowych dla préb VLDL+LP4°
1 VLDL+BF4® wyniost odpowiednio 92,7% 1 86,8% (n = 11), co jest wartoscia
poréwnywalna dla prob VLDL+LP i VLDL+BF, inkubowanych w temperaturze 37°C
(rozdziat 3.6.3).

3.7.3. Badanie Kinetyki reakcji VLDL z liposomami w temperaturze 4°C i
37°C

W doswiadczeniach oceniajacych wplyw czasu inkubacji na przebieg reakcji
VLDL z liposomami w rdéznej temperaturze, rdwnolegle przygotowywano 6 prob z tej
samej puli VLDL do inkubacji z LP w temperaturze 37°C 1 6 do inkubacji
w temperaturze 4°C, przy stosunku wagowym VLDLp :LPp. 1:30. W ten sposéb
uzyskiwano nastgpujace proby badane:

e dla temperatury inkubacji 37°C:

VLDL+LP37° 5' (gdzie VLDL+LP — mieszanina reakcyjna, 37° - temperatura

inkubacji 37°C, 5' — czas inkubacji 5 minut) oraz VLDL+LP37° 15"

VLDL+LP37° 30', VLDL+LP37° 60, VLDL+LP37° 120' oraz kontrola

VLDL+BF37° 120,
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e dla temperatury inkubacji 4°C:

VLDL+LP4" 5'; VLDL+LP4° 15'; VLDL+LP4° 30, VLDL+LP4° 60',

VLDL+LP4" 120" 1 kontrola VLDL+BF4° 120 .

Probki po zmieszaniu inkubowano w odpowiedniej temperaturze przez okres
czasu wskazany w nazwie probki, po czym reakcje przerywano metoda
immunoprecypitacji (rozdziat 3.6.2) albo probg niezwlocznie poddawano rozdzialowi
elektroforetycznemu w zelu agarozowym (rozdziat 3.12.1).

Sredni odzysk sktadnikow lipidowych (FL i CHW), po immunoprecypitacyjnej
izolacji VLDL, dla prob VLDL+LP37° 5', VLDL+LP37° 15, VLDL+LP37° 30',
VLDL+LP37° 60' oraz VLDL+LP4° 5' VLDL+LP4® 15, VLDL+LP4" 30,
VLDL+LP4® 60" wyniost odpowiednio 100,1%, 101%, 97,1%, 104% oraz 98,7%,
95,5%, 93,2% 1 98,6%, co jest porownywalne z odzyskiem dla prob VLDL+LP
1 VLDLA+BF, inkubowanych w podanych temperaturach przez 2 godziny (rozdziat 3.6.3,
3.7.2).

3.8. Rozdzial skladnikow mieszaniny reakcyjnej metodg ultrawirowania

Po zakonczeniu inkubacji prob wedlug procedury podstawowej (rozdziat 3.5),
schtodzona mieszaning reakcyjna poddawano rozdzialowi metoda ultrawirowania.

Do 6 probowek ,zatapialnych” Beckman (rozdziat 3.1.5) odpipetowywano
po 1 ml mieszaniny reakcyjnej, a nastgpnie nawarstwiano po 2,2 ml NaCl
o d=1,006 g/ml. Probéwki zatapiano, a nastgpnie umieszczano je w rotorze katowym
Beckman TLA-100.3 1 wirowano w ultrawirowce Beckman TLX Optima
przy nastgpujacych parametrach: 100 000 obr/min (541 000 x g), 2 godz. 15 min,
temperatura 4°C, akceleracja (acc) 5, deceleracja (decc) 9.

Po zakofczeniu wirowania proboéwki ostroznie wyjmowano =z rotora
1 pozostawiano w statywie na 15 minut. Nastgpnie, za pomoca zestawu do cigcia
proboéwek firmy Beckman, przecinano probowke, oddzielajac VLDL od liposomow
1 pozostatych produktow reakcji (ryc. 13). Warunki ultrawirowania oraz miejsce cigcia
ustalono na podstawie rozdziatu probek barwionych na obecno$¢ lipidow oraz oceny

gradientu ggstosci tworzonego w proboéwce w trakcie ultrawirowania (ryc. 13).
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Ryc. 13. Rozdzial VLDL od liposomoéw 1 pozostatych produktow reakcji metoda
ultrawirowania.

A — Obraz mieszaniny reakcyjnej VLDL+LP, barwionej na obecnos¢ lipidow,
po ultrawirowaniu. Po zakonczeniu inkubacji probke VLDL+LP schiadzano
i dodawano do niej roztworu czerni sudanowej w glikolu etylenowym (rozdziat 3.2.2)
w stosunku objetosciowym 10:1. Probke inkubowano 20 minut w temperaturze 4°C,
a nastepnie wirowano (12000 obr/min, 10 minut). Do probowki ,, zatapialnej”
Beckman (rozdziatl 3.1.5) przenmoszono 1 ml barwionej probki i nawarstwiono
2,2 ml 0,9% NaCl o d=1,006 g/ml. Probowke zatapiano i wirowano (100 000
obr/min; 2 godz. 15 min, temp. 4°C, acc 5, decc 9). Po zakonczeniu ultrawirowania
probke pozostawiano w statywie na 15 minut, po czym wykonano zdjecie.
Za odpowiednie miejsce rozdzialu przyjeto widocznq strefe przejasnienia miedzy
frakcjami.

B — Gradient ggstosci (n = 3). Po zakonczeniu inkubacji do probowki ,,zatapialnej”
Beckman przenoszono 1 ml schiodzonej probki VLDL+LP i nawarstwiano 2,2 ml
0,9% NaCl o d=1,006 g/ml. Probowke zatapiano i wirowano (warunki jw).
Po zakonczeniu wirowania probke pozostawiano w statywie na 15 minut. Nastepnie
ostroznie usuwano zatopiony szczyt probowki, po czym delikatnie, za pomocq
kapilary szklanej i pipety automatycznej, odciqgano od dolu probowki frakcje
o objetosci okoto 500 ul. Objetos¢ frakcji mierzono, a nastepnie metodq wagowq
wyznaczano gestos¢ kazdej z frakcji.

Frakcje gorne zawierajace VLDL (ryc. 13) pulowano, uzyskujac w ten sposob
frakcje 1. Jej objetos¢ mierzono, a frakcje poddawano dializie (warunki dializy
jak dla VLDL — rozdziat 3.3.2).

Frakcje dolne pulowano i1 mierzono objgtos¢ powstatej frakcji, po czym metoda
wagowa Wwyznaczano jej gestos¢. Nastgpnie za pomoca KBr gestos¢ frakcji

doprowadzano do gestosci 1,063 g/ml. Tak przygotowana frakcj¢ rozporcjowywano
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do 6 probowek ,,zatapialnych” Beckman (rozdziat 3.1.5), a nastgpnie nawarstwiano
roztwor KBr o d=1,063 g/ml do objetosci 3,2 ml. Probowki zatapiano, umieszczano
w rotorze katowym Beckman TLA-100.3 i wirowano w ultrawirowce Beckman TLX
Optima przy nastgpujacych parametrach wirowania: 100 000 obr/min (541 000 x g),
3 godziny, temperatura 4°C, akceleracja (acc) 5, deceleracja (decc): 9.

Po zakonczeniu wirowania proboéwki ostroznie wyjmowano z rotora
1 pozostawiano w statywie na 15 minut. Nastepnie przecinano probowki na wysokosci

odpowiadajacej gestosci 1,063 g/ml (ryc. 14).
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Ryc. 14. Rozdziat liposomow 1 pozostatych produktéw reakcji metoda
ultrawirowania na frakcje o ggstosci powyzej 1 ponizej 1,063 g/ml.

A — Obraz liposoméw 1 produktow reakcji barwionych na obecno$¢ lipidow
po ultrawirowaniu. Po zakonczeniu inkubacji i rozdziale VLDL+LP zgodnie z opisem
do ryciny 134, mierzono objetos¢ frakcji dolnej, a nastepnie jej gestosc
doprowadzano do gestosci 1,063 g/ml. Frakcje umieszczano w probowce
. zatapialnej” Beckman (rozdzial 3.1.5) i uzupelniano roztworem KBr o d=1,063
g/ml. Probowke zatapiano i wirowano (100 000 obr/min; 3 godz., temp. 4°C, acc 5,
decc 9). Po zakonczeniu ultrawirowania probke pozostawiono w statywie
na 15 minut, po czym wykonano zdjecie.

B — Gradient ggstosci (n = 3). Do probowki nawarstwiano 3,2 ml roztworu KBr
o gestosci d=1,063 g/ml, probowki zatapiano i wirowano (warunki jw);
postepowanie z probkq po ultrawirowaniu zgodnie z opisem do ryciny 13B.

Frakcje gorne o gestosci ponizej 1,063 g/ml pulowano, uzyskujac w ten sposob
frakcje 11 (1,006 < d < 1,063 g/ml). We frakcji tej znajdowaly si¢ liposomy 1 produkty
reakcji o gestosci w zakresie 1,006 <d < 1,063 g/ml.
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Frakcje dolne o gestosci powyzej 1,063 g/ml pulowano, uzyskujac frakcje III
(d > 1,063 g/ml). We frakcji Il znajdowaty si¢ produkty reakcji posiadajace gestosc
odpowiadajaca gestosci lipoprotein HDL (tab. 1).

Objetos¢ frakeji II 1 III mierzono, a nastgpnie frakcje poddawano dializie

(warunki dializy jak dla VLDL - rozdziat 3.3.2).

3.8.1. Zageszczanie frakeji

Po uzyskaniu frakcji I, II i III metoda ultrawirowania (rozdziat 3.8) i dializie,
objetos¢ frakcji mierzono.

Nastepnie frakcje II 1 11 zaggszczano w aparacie Amicon pod ci$nieniem azotu.
Frakcje II zaggszczano do objetosci okoto 6 ml, czyli objgtosci odpowiadajacej
wyjsciowej objetosci mieszaniny reakcyjnej poddawanej ultrawirowaniu (6 x 1 ml).
Frakcje III zageszczano do objetosci okoto 0,5 ml, czyli zaggszczano ja okoto 12-
krotnie w stosunku do wyj$ciowej objetosci mieszaniny reakcyjnej. Po zageszczeniu

frakcji II 1 I1I mierzono ich objgtos¢.

3.8.2. Charakterystyka frakcji rozdzielonych metoda ultrawirowania

We frakcjach I, II 1 III oznaczano st¢zenie FL, CHC, CHW oraz apoE (rozdzial
3.10, 3.11). Stezenie skladnikow wyrazano w przeliczeniu na VLDL, uwzgledniajac
zmiany objgtosci na etapie ultrawirowania, dializy 1 zaggszczania prob w aparacie
Amicon.

Frakcje poddawano analizie metoda elektroforezy w zelu agarozowym (rozdzial
3.12.1), metoda elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE (rozdziat 3.12.2) oraz metoda
elektroforezy w gradiencie zelu poliakrylamidowego denaturujacego SDS-PAGE
(rozdziat 3.26.3).

Dla frakcji Il oceniono roéwniez gestos¢ frakcji (rozdziat 3.8.4).
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3.8.3. Poréwnanie metody ultrawirowania z immunoprecypitacyjng metoda

rozdzialu VLDL od pozostalych produktéw reakcji

Poroéwnano procentowy rozktad FL, CHC 1 apoE pomigdzy VLDL (frakcja I)
a liposomy i produkty reakcji (frakcja II + frakcja III), rozdzielonych metoda
ultrawirowania (rozdzial 3.8) z procentowym rozkladem pomigdzy VLDL (osad)

a liposomy 1 produkty reakcji (supernatant) rozdzielonych metoda immunoprecypitacji

(rozdziat 3.6.2) (tab. 10).

Tabela 10. Procentowy udziat FL, CHC 1 apoE pomiedzy VLDL oraz liposomy
1 produkty reakcji rozdzielone metoda ultrawirowania i metoda immunoprecypitacji.
Wyniki przedstawiono jako $rednig + OS; n=7.

VLDL Liposomy i produkty reakcji
_ ' immuno- ' ' immuno-
ultrawirowanie o ultrawirowanie o
precypitacja precypitacja
FL 58+1,0 59+0,6 94,2+1,0 94,1 £0,6
CHC 52,1 £5,9 54,1 £3,8 47,9+5,9 45,9 £3,8
apoE 73,8 £6,4 77,0 £6,7 25,6 £6,8 23,0+£6,7

Nie stwierdzono roznicy statystycznie znamiennej w procentowym rozkladzie
FL, CHC 1 apoE pomigdzy frakcje rozdzielane metoda immunoprecypitacji

oraz ultrawirowania. We frakcji II 1 III uzyskanych metoda ultrawirowania

nie stwierdzono obecnosci apoB, co potwierdza, ze frakcje te nie zawieraja VLDL.
Sredni odzysk wyznaczony na podstawie odzyskow dla FL, CHC i apoE

(tab. 11) wyniost 73,7%, co biorac pod uwage wieloetapowos¢ procedury rozdziatu

frakcji metoda ultrawirowania jest wartoscia satysfakcjonujaca.

Tabela 11. Odzysk dla FL, CHC i apoE, po rozdziale mieszaniny inkubacyjnej metoda
ultrawirowania. Wyniki przedstawiono jako §rednia = OS; n= 7.

Oznaczany sktadnik Odzysk [%]
FL 71+£54
CHC 73 £5,1
apoE 77+5,9
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3.8.4. Ocena gestosci frakeji III metodg ultrawirowania

W celu oceny, czy czastki lipoproteinowe obecne we frakcji III posiadaja
gestos¢ charakterystyczna dla HDL (1,063 g/ml < d < 1,21 g/ml) czy VHDL (d > 1,21
g/ml) (tab. 4), frakcje III poddano dalszemu rozdziatowi metoda ultrawirowania.

W tym celu po oddzieleniu frakcji o gestosci powyzej 1,063 g/ml (rozdziat 3.8),
mierzono jej objetos¢ 1 gesto$¢, a nastgpnie za pomoca statego KBr doprowadzano
gestose frakeji do gestosci 1,21 g/ml. Frakcje przenoszono do probowek ,,zatapialnych”
Beckman (rozdziat 3.1.5), a nastgpnie nawarstwiano roztwor KBr o d = 1,21 g/ml
do wypeienia probowki (3,2 ml). Probowki zatapiano i wirowano w ultrawirOwce
Beckman TLX Optima przy nastgpujacych parametrach: 100 000 obr/min
(541 000 x g), 3 godz., temperatura 4°C, akceleracja (acc): 5, deceleracja (decc): 9.

Po zakonczeniu wirowania proboéwki ostroznie wyjmowano z rotora
1 pozostawiano w statywie na 15 minut. Nastgpnie za pomoca zestawu do cigcia

probowek firmy Beckman dokonywano cigcia na wysokosci odpowiadajacej gestosci
1,21 g/ml (ryc. 15).
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Ryc. 15. Gradient ggstosci dla rozdziatu frakcji o gegstosci powyzej 1 ponizej
1,21 g/ml (n = 3). Do probowki nawarstwiano 3,2 ml roztworu KBr o gestosci
d = 1,21 g/ml, probowki zatapiano i wirowano (100 000 obr/min; 3 godz., temp.

4°C, acc 5, decc 9), postepowanie z probkq po ultrawirowaniu zgodnie z opisem
do ryciny 13B.

Frakcje o gestosci powyzej 1,21 g/ml (frakcja IIIA) 1 ponizej 1,21 g/ml (frakcja

[IIB) pulowano, a nastgpnie mierzono ich objetos¢ 1 poddawano dializie (warunki
dializy jak dla VLDL - rozdziat 3.3.2).
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Po zakonczeniu dializy mierzono objgtos¢ frakceji 1 zaggszczano je w aparacie
Amicon do objetosci okoto 0,5 ml. Objetos¢ frakcji IIIA 1 IIIB po zaggszczeniu
mierzono.

Nastepnie w obu frakcjach oznaczano stezenie FL, CHC (rozdziat 3.10) i apoE
(rozdziat 3.11). Stezenia skladnikéw wyrazano w przeliczeniu na st¢zenie w VLDL,

uwzgledniajac zmiany objetosci probek na etapie rozdziatu.

3.9. Badanie oddzialywania frakeji IIl z HDL

3.9.1. Otrzymywanie HDL

HDL otrzymywano poprzez wytracanie lipoprotein zawierajacych apoB
z surowicy w obecnosci heparyny i jonéw manganu (II).

Do 1 cz. surowicy pulowanej stabilizowanej azydkiem sodu (0,1%) dodawano
0,1 cz. odczynnika ,,heparyna-mangan” (rozdzial 3.2.1) i inkubowano w temperaturze
pokojowej 30 minut. Po zakonczeniu inkubacji, osad z lipoproteinami zawierajacymi
apoB odwirowywano (10000 obr/min, 15 min, 15°C) i ostroznie S$ciagano pipeta
supernatant zawierajacy HDL 1 biatka surowicy. Supernatant dializowano do buforu

do HDL (rozdziat 3.2.1).

3.9.2. Inkubacja frakeji Il z HDL

Frakcje¢ III po rozdziale metoda ultrawirowania (rozdzial 3.8) dializowano
do buforu do HDL (rozdzial 3.2.1), a nastgpnie zageszczano (rozdzial 3.8.1).
Tak przygotowana frakcje¢ III mieszano z HDL (rozdzial 3.9.1) w stosunku
objetosciowym 4:1 1 inkubowano 2 godz. w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu
inkubacji mieszaning reakcyjna poddawano rozdzialowi metoda elektroforezy
dwukierunkowej 2D-PAGE (rozdzial 3.12.2). Kontrolg stanowila frakcja Il zmieszana
z buforem do HDL (stosunek objetosciowy 4:1) i HDL zmieszane z buforem do HDL
(stosunek objgtosciowy 1:4).
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3.10. Metody stosowane do oznaczania stezenia skladnikow lipidowych

Stezenie FL, CHC, CHW i1 TG oznaczano manualnie przy pomocy gotowych
zestawow odczynnikowych (rozdzial 3.1.2), opartych o metody enzymatyczne z reakcja
Trindera jako reakcja wskaznikowa, z odczytem absorbancji metoda ,.end-point”
1 kalibracja metod prostoliniowa powtarzalna.

Stezenie FL oznaczano metoda enzymatyczna z wykorzystaniem fosfolipazy D,
oksydazy  choliny 1  peroksydazy.  Odczytu  absorbancji ~ dokonywano
na spektrofotometrze T80 (PG Instruments) przy dlugosci fali A = 600 nm. Precyzja
w serii niejednoczesnej: WZ =+£2.7% (n = 8).

Stezenie TG oznaczano metoda enzymatyczng z wykorzystaniem lipazy, kinazy
glicerolu, oksydazy glicerolofosforanowej 1 peroksydazy. Odczytu absorbancji
dokonywano na spektrofotometrze Epoll-2 przy dlugosci fali A = 546 nm. Precyzja
w serii niejednoczesnej: WZ = +£1,4% (n = 8).

Stezenie CHC oznaczano metoda enzymatyczng z wykorzystaniem esterazy,
oksydazy cholesterolu 1 peroksydazy. Odczytu absorbancji dokonywano
na spektrofotometrze Epoll-2 przy dlugosci fali A = 546 nm. Precyzja w serii
niejednoczesnej: WZ ==+2,4% (n = 8).

Stezenie CHW oznaczano metoda enzymatyczng z wykorzystaniem oksydazy
cholesterolu 1 peroksydazy. Odczytu absorbancji dokonywano na spektrofotometrze
Epoll-2 przy dlugosci fali A = 546 nm. Precyzja w serii niejednoczesnej: WZ = £3,5%
(n=73).

Stezenie CHE wyliczano jako réznice stgzen CHC 1 CHW.
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Krotno$¢ rozcienczenia 1 objgtos¢ prob do oznaczen modyfikowano,

w zalezno$ci od stezenia analitu w probcee, a stezenie koncowe obliczano na podstawie

WZOoru:
_ abshadanej (/odczynnika + Vbadanej/ szorca R
Cbadanej - b wzorca (/ v X v X
a Swzorca odczynnika + wzorca _4 badanej
gdzie:
c- stezenie

abs - absorbancja
V- objetos¢

R - krotnos$¢ rozcienczenia proby badanej przed analiza

3.11. Metody stosowane do oznaczania st¢zenia apoE i apoB

3.11.1. Immunonefelometryczne metody oznaczania apoE i apoB

Stezenie apoE oraz stgzenie apoB w probkach surowic, VLDL, VLDL+LP,
VLDLA+BF (rozdziat 3.3, 3.5) oraz we frakcjach I, II i IIl (rozdzial 3.8) oznaczano
manualnie, przy zastosowaniu gotowych zestawdéw odczynnikowych (rozdzial 3.1.2),
wykorzystujacych immunochemiczne zmetnieniowe metody oznaczania apolipoprotein,
z odczytem metoda ,,end-point”, z kalibracja nieprostoliniowa niepowtarzalna. Odczytu
zmetnienia dokonywano na nefelometrze laserowym Behring-Laser Nephelometer.
Probki zawierajace duze stgzenie FL przed oznaczeniem solubilizowano (rozdziat
3.12.3). Stezenie biatka w probce badanej odczytywano z krzywej kalibracyjnej,
wyznaczone] w programie GraphPad Prism 4.0 i przeliczano, uwzgledniajac objgtosé
probki 1 krotnos¢ rozcienczenia probek przed analiza.

Precyzja w serii niejednoczesnej dla oznaczania apoE: WZ = +4,1%, precyzja

w serii niejednoczesnej dla oznaczania apoB: WZ ==£3,8% (n= 7).
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3.11.2. Oznaczanie st¢zenia apoE metoda elektroforezy rakietowej

W probkach supernatantow i1 osadow, uzyskanych po rozdziale sktadnikow
mieszaniny reakcyjnej metoda immunoprecypitacji znajduja si¢ przeciwciata anty apoB
(rozdziat 3.6). Ich obecnos¢ interferuje 1 uniemozliwia ocen¢ st¢zenia apoE metoda
immunonefelometryczna (rozdziat 3.11.1). Z tego wzgledu do oznaczenia stezenia
biatka w probkach po immunoprecypitacji zastosowano zestawy odczynnikowe firmy
Sebia, oparte o metodg elektroforezy rakietowej (rozdziat 3.1.2), w ktdrej nie obserwuje
si¢ tego typu interferencji. Zestaw odczynnikowy Sebia umozliwia oznaczenie
catkowitego stgzenia apoE w osoczu oraz stezenia apoE w lipoproteinach
niezawierajacych apoB. Oznaczenie apoE w czastkach niezawierajacych apoB odbywa
si¢ poprzez oznaczenie stezenia apoE w supernatancie, po wytraceniu czastek
zawierajacych apoB metoda immunoprecypitacji z przeciwciatami anty apoB.

Probki VLDL+LP oraz VLDLA+LPgpernatant przed oznaczeniem solubilizowano
(rozdziat 3.12.3). Na zel agarozowy nanoszono po 5 pl probek VLDL+LP, 10 ul prébek
VLDLALPgypernatant 01az po 5 pl roztwordw kalibratora o wzrastajacej zawartosci apoE,
przygotowanych zgodnie z instrukcja producenta. Probki pozostawiano do wchionigcia
na 20 minut. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w aparacie K20 firmy Sebia,
przy stabilizowanym napigciu 50V, przez okres 4 godzin, w temperaturze pokojowe;j.
Po zakonczeniu elektroforezy zele wybarwiano zgodnie z instrukcja producenta.
Uzyskane rozdziaty skanowano i za pomoca programu GelScan V. 1.45 (Krzysztof
Kucharczyk Techniki  Elektroforetyczne, Polska) mierzono wysokos$¢ rakietek
dla probek badanych i1 dla kalibratoréw. Na podstawie wynikéw dla kalibratorow
w programie GraphPad Prism 4.0 wyznaczano krzywa kalibracyjna, z ktorej
odczytywano stezenia dla prob badanych. Stezenia koncowe apoE obliczano,
uwzgledniajac rozcienczenie prob 1 objetos¢ probek do badania.

Stezenie apoE w probkach VLDLALP,gq obliczano jako réznice VLDLA+LP
1 VLDLALPgypernatant-
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3.11.3. Porownanie

metody

elektroforezy

rakietowej i metody

immunonefelometrycznej oznaczania apoE

Na podstawie oznaczen stezenia apoE w prébach VLDL+LP oceniono zgodnos¢

wynikow uzyskanych

immunonefelometryczna (ryc. 16).
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Ryc. 16. Porownanie wynikdw oznaczen st¢zenia apoE w probkach VLDLA+LP
metoda immunonefelometryczna i elektroforezy rakietowej. A — wykres korelacji,
B — wykres Blanda-Altmana (n = 19).

Stwierdzono  dobra

zgodnosé

wynikéw

oznaczania apoE  metoda

immunonefelometryczng 1 elektroforezy rakietowej. Wspotczynnik korelacji Pearsona

wyniost r = 0,918 (p < 0,0001) (ryc. 16A). Srednia roéznica miedzy metodami wyniosta

-0,32 mg/l (ryc. 16B).

3.12. Techniki elektroforetyczne zastosowane w pracy

3.12.1. Elektroforeza w zelu agarozowym

Na wypoziomowane 1 odtluszczone ptytki szklane wylewano goracy, 0,75% zel

agarozowy w buforze Tris-barbital (rozdzial 3.2.2) 1 pozostawiano do zastygnigcia.

Probki badane o objgtosci 2 - 20 ul (2 pl — immunodetekcja na obecnos$¢ apoE

1 apoB; 5 - 20 pl — barwienie na obecno$¢ lipidow lub biatek; objetos¢ zalezna
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od stezenia frakcji) nanoszono za pomoca aplikatorow firmy Cormay na zel agarozowy
1 pozostawiano do wchtonigcia.

Elektroforez¢ prowadzono w buforze Tris-barbital (rozdziat 3.2.2)
przez 75 minut, przy stabilizowanym napigciu 160 V, z chlodzeniem woda. Czas
rozdzialu kontrolowano poprzez obserwacj¢ rozdzialu dla prébki surowicy barwione;j
roztworem czerni sudanowej w glikolu etylenowym (rozdziat 3.2.2), zmieszanego
z surowica w stosunku objetosciowym 1:1.

Zel agarozowy po rozdziale barwiono na obecno$¢ lipidow lub biatek
albo przeprowadzano transfer pasywny czastek na blone PVDF (rozdzial 3.14.1)
lub, w przypadku elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE, wycinano fragment
agarozy z rozdziatem lipoprotein i przeprowadzano rozdzial w zelu poliakrylamidowym
niedenaturujacym (rozdziat 3.14.2).

W celu wybarwienia frakcji rozdzielonych na zelu agarozowym na obecnos¢
biatek lub lipidow, zel suszono w strumieniu cieptego powietrza, a nastgpnie
umieszczano w roztworze czerni sudanowej w alkoholu etylowym (rozdziat 3.2.2)
(barwienie na obecnos$¢ lipidow) lub w roztworze czerni amidowej (rozdzial 3.2.2)
(barwienie na obecno$¢ biatek). Barwienie prowadzono do momentu uwidocznienia si¢
frakcji (okoto 5 — 10 minut). Nastgpnie zel z nadmiaru barwnika optukiwano woda, a tto

odbarwiano w roztworze odbarwiacza (rozdziat 3.2.2).

3.12.2. Elektroforeza dwukierunkowa w gradiencie zelu poliakrylamidowego

niedenaturujgcego (2D-PAGE) 2-25%

Elektroforeza dwukierunkowa w gradiencie zelu poliakrylamidowego
niedenaturujacego (2D-PAGE) umozliwita rozdziat lipoprotein ze wzgledu
na ich ruchliwos¢ elektroforetyczna (I kierunek, w zelu agarozowym) 1 wielkos$¢ czastek
(I kierunek, w  zelu poliakrylamidowym). Rozdzial  przeprowadzono

wg zmodyfikowanej procedury opisanej w [99].

Przygotowanie zelu poliakrylamidowego niedenaturujacego 2-25%

Zel rozdzielajacy z liniowym gradientem stezenia akrylamidow od 2% do 25%
(rozdzial 3.2.2) przygotowywano za pomoca miksera do przygotowywania zeli
gradientowych. Na powierzchni¢ przygotowanego zelu rozdzielajacego nawarstwiano
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okoto 0,5 cm 5% izopropanolu. Zel pozostawiano do polimeryzacji w temperaturze
pokojowej na 1 — 1,5 godziny. Po spolimeryzowaniu zelu rozdzielajacego, z jego
powierzchni usuwano izopropanol, a powierzchni¢ zelu przeplukiwano woda
destylowana i osuszano bibula Whatman 1Chr. Nastgpnie na zel rozdzielajacy
nawarstwiano zel zageszczajacy (rozdziatl 3.2.2) 1 pozostawiano do polimeryzacji na
1 — 1,5 godziny. Zel przechowywano w buforze elektrodowym z kwasem bornym
(rozdziat 3.2.2) w temperaturze 4°C 1 wykorzystywano do elektroforezy w ciagu 3 dni

od przygotowania.

Przeprowadzenie elektroforezy

I kierunek (w zelu agarozowym)

Elektroforez¢ w zelu agarozowym prowadzono zgodnie z procedura podana
w rozdziale 3.12.1, z modyfikacja dotyczaca objgtosci naktadanej probki. Do I kierunku
elektroforezy dwukierunkowej, do rowkoéw wykonanych z uzyciem bibuty Whatman
1Chr, naktadano 100 — 120 ul rozdzielanej proby.

11 kierunek (w zelu poliakrylamidowym)

Zel poliakrylamidowy umieszczano w aparacie do elektroforezy horyzontalnej
z wbudowang chtodnica przeplywowa, zapewniajaca temperature rozdziatu okoto 10°C.
Komory aparatu wypehiano buforem elektrodowym z kwasem bornym (rozdziat 3.2.2)
1 przeprowadzano pre-elektroforezg: 100 V, 30 min.

Po zakonczeniu pre-elektroforezy 1 zakonczeniu rozdziatu lipoprotein w zelu
agarozowym, z zelu agarozowego wycinano pasek agarozy, w ktorym znajdowal si¢
rozdziat frakcji badanej 1 ukladano go na zelu zageszczajacym w taki sposob,
aby frakcje w zelu poliakrylamidowym poruszaty si¢ prostopadle w stosunku do ruchu
lipoprotein w zelu agarozowym (ryc. 17). Obok paska agarozy na zelu

poliakrylamidowym nanoszono 10 pl wzorca HMW (rozdziat 3.1.4).
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Ryc. 17. Schemat elektroforezy dwukierunkowe;j
Elektroforez¢ w zelu poliakrylamidowym prowadzono przez 16 godz.,
przy stabilizowanym napigciu 160 V, z chtodzeniem woda.

Po zakonczeniu elektroforezy przeprowadzano elektrotransfer bialek z zelu

rozdzielajacego na blong PVDF wg procedury opisanej w rozdziale 3.74.2.

3.12.3. Elektroforeza pionowa w gradiencie zelu poliakrylamidowego

denaturujacego (SDS-PAGE) 10-20%

Elektroforeza pionowa w gradiencie zelu poliakrylamidowego denaturujacego

umozliwita rozdzial biatek lipoprotein ze wzgledu na ich masg czasteczkowa.

Przygotowanie zelu poliakrylamidowego z SDS 10-20%

Za pomoca miksera do przygotowywania zeli gradientowych przygotowywano
zel rozdzielajacy o liniowym gradiencie stgzenia akrylamidow od 10% do 20%
(rozdziat 3.2.2). Na powierzchni¢ zelu nawarstwiano okoto 0,5 cm 5% izopropanolu.
Zel pozostawiano do polimeryzacji w temperaturze pokojowej na 1 — 1,5 godziny.

Po spolimeryzowaniu zelu rozdzielajacego usuwano izopropanol, a powierzchni¢ zelu
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przeptukiwano woda destylowana i1 osuszano bibula Whatman 1Chr. Nastepnie na zel
rozdzielajacy nawarstwiano zel zageszczajacy (rozdziat 3.2.2) i w zelu umieszczano
form¢ w ksztalcie grzebienia do utworzenia studzienek. Zel pozostawiano
do polimeryzacji na 1 — 1,5 godziny. Zel przechowywano w buforze elektrodowym
z SDS (rozdziat 3.2.2) w temperaturze 4°C 1 wykorzystywano do elektroforezy w ciagu

3 dni od przygotowania.

Przygotowanie prob do rozdzialu:

Solubilizacja prob

Probki bogate w FL poddawano procesowi solubilizacji. Mieszano je
z 10% Tritonem X-100 w stosunku objetosciowym 1:1, dokladnie mieszano
na mieszadle typu ,,vortex” 1 inkubowano w temperaturze 56°C przez 1 godzing.
Po zakonczeniu inkubacji probki schladzano w lodzie i wirowano (12000 obr/min,
3 minuty).
Przygotowanie probek z dodatkiem [-merkaptoetanolu

Probki mieszano z buforem redukujacym (rozdzial 3.2.2) w stosunku
objetosciowym 1:1, a nastgpnie umieszczano je na 5 minut w temp. 95°C, po czym
schtadzano w lodzie 1 wirowano (12000 obr/min, 3 minuty).
Przygotowanie probek bez dodatku p-merkaptoetanolu

Probki mieszano z buforem do obciazania probek (rozdzial 3.2.2), w stosunku

objetosciowym 1:1.

Przeprowadzenie elektroforezy

Plytke¢ z zelem poliakrylamidowym umieszczano w aparacie do elektroforezy
pionowej firmy Bio-Rad. Komorg wypelniano buforem elektrodowym z SDS (rozdziat
3.2.2) 1 ostroznie usuwano formg¢ w ksztalcie grzebienia. Nastgpnie przeprowadzano
pre-elektroforezg: 25V, 15 min.

Po zakonczeniu pre-elektroforezy do studzienek w zelu nanoszono odpowiednio
przygotowane probki badane o objetosci 10 — 23 ul (w zaleznosci od stgzenia biatka)
oraz probke wzorca LMW (rozdziat 3.1.4) o objetosci 10 pl.

Elektroforez¢ prowadzono przez 30 minut przy stabilizowanym napigciu 70 V,
a nastgpnie zwigkszano napigcie do 155 V 1 prowadzono rozdzial przez 1,5 godz.

Przebieg rozdziatu $ledzono na podstawie rozdziatu wzorca LMW.
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Po zakonczeniu elektroforezy zel rozdzielajacy wybarwiano metoda barwienia
srebrem (rozdziat 3.13) lub przeprowadzano elektrotransfer bialek na blong PVDF
(rozdziat 3.14.2).

3.13. Detekcja bialek po rozdziale w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE

metoda barwienia srebrem

Zel poliakrylamidowy inkubowano kolejno: w roztworze ptuczacym I (rozdziat
3.6.2) przez 12 godzin, w roztworze ptuczacym II (rozdziat 3.6.2) przez 25 minut;
w roztworze pluczacym III (rozdziat 3.6.2) dwukrotnie po 10 minut.

Nastepnie zel inkubowano w odczynniku A (rozdziat 3.6.2) przez 1 minute,
po czym nadmiar odczynnika usuwano phluczac zel w wodzie (trzykrotnie
po 1 minucie). Nastgpnie zel umieszczano w odczynniku B (rozdzial 3.6.2)
1 inkubowano go 20 minut, po czym nadmiar odczynnika usuwano jak wyzej.
W ostatnim etapie zel umieszczano w odczynniku C (rozdzial 3.6.2) 1 inkubowano
do momentu pojawienia si¢ prazkéw. Reakcje przerywano umieszczajac zel

w roztworze pluczacym IV (rozdziat 3.6.2).

3.14. Transfer bialek z zelu na blon¢ PVDF

3.14.1. Transfer pasywny z zelu agarozowego

Po zakonczeniu elektroforezy w zelu agarozowym przeprowadzano transfer
pasywny czastek na blong¢ PVDF (rozdziat 3.1.5). Transfer prowadzono przy obciazeniu
okoto 1,5 kg przez okres 1,5 godz., w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
przeprowadzano immunodetekcje na obecno$¢ apoE lub apoB, zgodnie z procedura

opisana w rozdziale 3.175.

3.14.2. Elektrotransfer z Zelu poliakrylamidowego

Po zakonczeniu elektroforezy 2D-PAGE (rozdziat 3.12.2) lub SDS-PAGE
(rozdziat 3.12.3) przeprowadzano elektrotransfer lipoprotein lub bialek z Zzelu na blong

PVDF. Elektrotransfer prowadzono w buforze do elektrotransferu (rozdzial 3.2.2),
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w temperaturze 4°C, przy stabilizowanym napieciu 30 V, przez 26 godz. dla zeli
po rozdziale 2D-PAGE 1 8 godz. dla zeli po rozdziale SDS-PAGE.

Po zakonczeniu elektrotransferu cze¢s¢ blony z rozdziatem dla wzorca oddzielano
od czesci blony z rozdziatem dla probek badanych. Blong z rozdziatem
elektroforetycznym lipoprotein lub biatek poddawano immunodetekcji (rozdziat 3.15).

Blong z rozdziatem dla wzorca HMW (rozdziat 3.1.4) umieszczano w roztworze
czerni amidowej (rozdzial 3.2.2) 1 barwiono 3 godz., po czym odbarwiano tlo
w roztworze odbarwiacza (rozdziat 3.2.2), a nastgpnie blon¢ suszono w strumieniu
cieptego powietrza. Blong z rozdzialem dla barwionego wzorca LMW (rozdziat 3.1.4)

bezposrednio po elektrotransferze suszono w strumieniu cieptego powietrza.

3.15. Immunodetekcja apoE i apoB na blonie PVDF metoda Western blot

Blong po transferze pasywnym (rozdziat 3.14.1) lub elektrotransterze (rozdziat
3.14.2) umieszczano w roztworze blokujacym (rozdzial 3.2.3) na okres 1 godz,
z ciaglym mieszaniem. Po zakonczeniu inkubacji, roztwor blokujacy usuwano,
wytrzasajac blong w roztworze pluczacym (rozdziat 3.2.3) 5 razy po 5 minut.

Nastgpnie blong umieszczano w roztworze przeciwciata I, specyficznego
dla identyfikowanego biatka (rozdzial 3.2.3). Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej, przez 12 - 18 godz., z ciaglym mieszaniem. Po zakonczeniu reakcji roztwor
przeciwciala I usuwano wytrzasajac blong w roztworze ptuczacym (jak wyzej).

Nastgpnie blong umieszczano w roztworze przeciwciata Il skoniugowanego
z fosfataza alkaliczna (rozdzial 3.2.3). Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze
pokojowej, przez 1 godz., z ciaglym mieszaniem. Po zakonczeniu reakcji roztwor
przeciwciala II usuwano wytrzasajac blong w roztworze ptuczacym (jak wyzej).

Nastepnie blony umieszczano w roztworze substratu dla fosfatazy alkalicznej
(rozdziat 3.2.3) 1 inkubowano do momentu wywotania plam na blonie (okoto 5 - 10
minut). Reakcje¢ przerywano umieszczajac blong w roztworze przerywajacym (rozdziat
3.2.3) na okoto 10 minut, z ciaglym mieszaniem.

Blong suszono w strumieniu cieptego powietrza i razem z blonami wzorcow

przechowywano bez dostgpu $wiatta.
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3.16. Analiza densytometryczna rozdzialéw elektroforetycznych

Po rozdziatach elektroforetycznych frakcji zele agarozowe po wybarwieniu
(rozdziat 3.12.1), zele SDS-PAGE po wybarwieniu (rozdziat 3.13) i blony PVDF
po immunodetekcji (rozdzial 3.15) skanowano, a nastgpnie przy uzyciu programu
komputerowego do obrobki zeli GelScan V. 1.45 (Krzysztof Kucharczyk Techniki
Elektroforetyczne, Polska) przeprowadzano analize¢ densytometryczna uzyskanych

rozdzialow.

3.17. Ocena wielkoSci czastek lipoproteinowych oraz masy czasteczkowej bialek

lipoprotein

Srednice Stokesa czastek lipoproteinowych oceniano na podstawie analizy
densytometrycznej rozdziatow elektroforetycznych 2D-PAGE (rozdziat 3.12.2),
po transferze czastek na blong¢ PVDF (rozdziat 3.14.2) i immunodetekcji apoE (rozdziat
3.15). W programie GelScan V. 1.45, na podstawie densytogramu rozdziatu frakcji,
wyodrebniano populacje czastek lipoproteinowych. Nastepnie dla maksymalnego piku
w wyodrebnionej populacji program GelScan wyznaczal droge migracji czastek. Droga
migracji wyznaczana byta rowniez dla biatlek wzorca HMW (rozdziat 3.1.4).

Wielkos¢ czasteczek biatek wzorca HMW (tyreoglobulina — 17 nm; ferrytyna —
12,2 nm; katalaza — 9,51 nm; dehydrogenaza mleczanowa — 8,16 nm; albumina —
7,1 nm) 1 wyznaczona dla nich droga migracji stuzyty do wyznaczenia w programie
GraphPad Prism krzywej kalibracyjnej, z ktérej odczytywano $rednice czastek
lipoproteinowych dla wyodrgbnionych populacji czastek. Wyznaczona $rednice czastek
dla danej populacji przyjmowano jako modalna $rednicg dla tej populacji.

Masy czasteczkowe biatek lipoprotein oceniano na podstawie analizy
densytometrycznej rozdziatow elektroforetycznych SDS-PAGE (rozdzial 3.12.3)
po barwieniu zeli srebrem (rozdziat 3.13) lub po transferze biatek na blong PVDF
(rozdziat 3.14.2) 1 immunodetekcji apoE (rozdzial 3.15). Na podstawie densytogramu
rozdziatu biatek, w programie GelScan V. 1.45, wyznaczano droge migracji dla biatek
wzorca LMW (rozdziat 3.1.5) oraz droge migracji badanych biatek. Na podstawie masy
czasteczkowej biatek wzorca LMW (miozyna — 200 kDa; B-galaktozydaza - 127 kDa;
albumina wolowa — 85 kDa; anhydraza weglanowa — 40,7 kDa; inhibitor trypsyny —
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31,9 kDa; lizozym — 18,7 kDa; aprotynina — 7,5 kDa) i ich drogi migracji, za pomoca
programu GraphPad Prism wyznaczano krzywa kalibracyjna, z ktorej odczytywano

masy czasteczkowe bialek.

3.18. Analiza statystyczna danych

Oceng statystyczna wynikoéw przeprowadzono przy uzyciu programu GraphPad
Prism 4.03 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

Normalno$¢ rozktadu cechy oceniano testem Shapiro-Wilka. Dla zmiennych
podlegajacych rozktadowi normalnemu wyniki przedstawiano jako $rednia + OS
(odchylenie standardowe). Znamienno$¢ roznic miedzy grupami oceniano przy pomocy
testu t-studenta dla zmiennych powiazanych. Zalezno$§¢ miedzy cechami oceniano
na podstawie wspotczynnika korelacji Pearsona (r).

Srednice  Stokesa  czastek  lipoproteinowych  podlegaly  rozkladowi
nieparametrycznemu 1 ich rozkilad przedstawiono jako mediang i1 zakres wartosci
(od minimalnej 1 maksymalnej).

Znamienno$¢ statystyczng przyjeto na poziomie p<0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Zmiany zachodzace na skutek oddzialywania VLDL 2z liposomami

lecytynowymi

VLDL inkubowano z LP 2 godz. w temperaturze 37°C, przy stosunku wagowym
VLDLp:LPrr  1:30. Po zakonczeniu inkubacji VLDL oddzielano metoda
immunoprecypitacji. W uzyskanych osadach (VLDL) i supernatantach (liposomy
1 produkty reakcji niezawierajace apoB) oceniano st¢zenie skladnikow lipidowych.
Zawarto$¢ apoE oznaczano w supernatantach. Mieszaniny reakcyjne poddawano
rozdziatowi metoda elektroforezy na agarozie i metoda elektroforezy dwukierunkowej

(2D-PAGE).

4.1.1. Zmiany skladu czgstek VLDL po reakcji

Reakcja VLDL z LP skutkowata zmianami w sktadzie lipidowym 1 biatkowym

czastek VLDL (ryc. 18).
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Ryc. 18. Zmiana stgzenia sktadnikéw lipidowych oraz apoE w VLDL po reake;ji
z LP. Warunki inkubacji: 2 godz., temp. 37°C, VLDLpp:LPr 1:30. Wyniki
przedstawiono jako wartosci Srednie £ OS, n = 15. FL — fosfolipidy, TG —
triacyloglicerole, CHC - cholesterol catkowity, CHW — cholesterol wolny, CHE —
cholesterol zestryfikowany, apoE — apolipoproteina E
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Zawarto$¢ FL w VLDL znaczaco wzrastata (§rednio o 19,6 mg/dl), co stanowito
srednio 96% wyjsciowej zawartosci FL VLDL. Potencjat czastek do przyjmowania FL
byt rézny dla réznych puli VLDL. Procent wzrostu FL wahatl si¢ od 37% do 153%
(WZ = +40,0%) 1 nie zalezal od wyjSciowych stgzen skladnikow lipidowych
oraz st¢zenia apoE 1 apoB w VLDL.

VLDL tracily na rzecz liposomow i produktow reakcji niezawierajacych apoB
srednio 6,5 mg/dl CHC. Stanowilo to $rednio 48% puli CHC w VLDL przed reakcja.
Uwolnieniu ulegat tylko CHW. Po 2 godz. inkubacji z liposomami VLDL nie zawieraty
juz CHW. Nie stwierdzono natomiast wptywu liposoméw na st¢zenie TG oraz CHE
(ryc. 18).

Po reakcji z LP stgzenie sktadnikéw lipidowych w VLDL wzrastalo $rednio
o 13,3 mg/dl, czyli o 15,0% w stosunku do poczatkowej zawartosci lipidow VLDL
(p<0,0001). Zmiany nie obejmowaty jednak lipidow rdzenia czastek lipoproteinowych
(TG 1 CHE), a tylko lipidy powierzchniowe (FL 1 CHW), ktére przed reakcja stanowily
srednio 30,0% skladnikéw lipidowych VLDL, a po reakcji z liposomami 39,3%

(ryc. 19).
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Ryc. 19. Srednie stezenie sktadnikow lipidowych w VLDL przed i po reakcji
z LP. Warunki inkubacji: 2 godz., temp. 37°C, VLDLp.:LPg 1:30; n = 15. FL —
fosfolipidy, TG — triacyloglicerole, CHC - cholesterol catkowity, CHW —
cholesterol wolny, CHE — cholesterol zestryfikowany
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Podczas reakcji z liposomami VLDL tracity apoE (ryc. 18). Spadek zawartosci
apoE w VLDL po 2 godz. inkubacji wyniost $rednio 3,43 mg/l, co stanowito 24%
wyjsciowej puli apoE w VLDL. R6zne pule VLDL uwalniaty od 7 do 51% apoE (WZ =
+50,3%), a ilos¢ uwalnianej apolipoproteiny nie zalezala od wyjSciowych stezen
sktadnikow lipidowych oraz apoE 1 apoB w VLDL.

Stwierdzono wystgpowanie korelacji pomigdzy stezeniem FL przyjmowanych
przez VLDL a stezeniem apoE 1 CHW traconych na rzecz liposomow i pozostatych

produktéw reakcji niezawierajacych apoB (ryc. 20).
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Ryc. 20. A - korelacja migdzy stgzeniem FL przyjmowanych przez VLDL
a stezeniem traconej apoE; B - korelacja migdzy stgzeniem FL przyjmowanych
przez VLDL a stezeniem traconego CHW; n = 20.

Sredni stosunek molowy sktadnikéw lipidowych wymienianych miedzy VLDL
a liposomami podczas reakcji wynosit FL:CHW 1:0,66. Na 1 mol przyjetych FL. VLDL
tracily $rednio 0,39 mmola apoE (n = 20).

4.1.2. Zmiany ruchliwosci elektroforetycznej czastek

Wykonywano rozdzialy elektroforetyczne w zelu agarozowym mieszaniny
VLDL+LP, kontrolnych VLDL 1 LP oraz supernatantéw po immunoprecypitacji.
Uzyskane rozdzialy barwiono na obecnos$¢ lipidow lub przeprowadzano transfer
pasywny lipoprotein na btong PVDF, a nastgpnie immunodetekcje apoE 1 apoB.
Rozdzialy barwione na obecno$¢ lipidow poddawano analizie densytometryczne;.

Reakcja VLDL z liposomami wptywata na ruchliwos$¢ elektroforetyczna

sktadnikow mieszaniny reakcyjnej (ryc. 21).
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Ryc. 21. Reprezentatywny obraz rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym
kontrolnych VLDL, mieszaniny VLDL+LP, kontrolnych liposomow (LP)
oraz supernatantu mieszaniny VLDL+LP po immunoprecypitacji. A — barwienie
na obecnos¢ lipidow, B — immunodetekcja apoB 1 apoE po transferze pasywnym
lipoprotein na btong PVDF, C — analiza densytometryczna rozdzialu A. Warunki
inkubacji: 2 godz., temp. 37°C, VLDLpL:LPg 1:30.
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Analize ruchliwosci elektroforetycznej w zelu agarozowym lipoprotein VLDL

przed i po reakcji z liposomami przedstawia tabela 12.

Tabela 12. Ruchliwo$¢ elektroforetyczna (Rf) w Zelu agarozowym lipoprotein surowicy
oraz VLDL kontrolnych i po reakcji z LP. Rf wyliczono jako procent drogi, jakq
przebyla frakcja od miejsca startu w stosunku do drogi, jakq przebyla albumina.

Proba Rf[%] ($rednia £ OS, n = 10)
frakcja a-lipoprotein 84,8+29
Surowica frakcja prep-lipoprotein 48,2+3.9
frakcja B-lipoprotein 31, 2+£33
VLDL - kontrola 53,9+44
VLDL - po inkubacji z LP 32,1 £5,0%%*

*#% p<0,0001 w stosunku do VLDL — kontrola

Ruchliwos¢ elektroforetyczna wyizolowanych VLDL nie roznila si¢ istotnie
od ruchliwosci frakcji preB-lipoprotein w petnej surowicy (tab. 12). Czastki VLDL
po inkubacji z liposomami poruszaty si¢ wolniej w polu elektrycznym. Dowodza tego
zarOwno obrazy rozdziatdéw elektroforetycznych barwionych na lipidy, jak 1 wyniki
immunodetekcji apo B 1 apo E w mieszaninach VLDL z LP 1 kontrolnych VLDL
(ryc. 21). Jak pokazuje tabela 12, droga, jaka przebywata frakcja VLDL po inkubacji
z liposomami, odpowiadata ruchliwos$ci B-lipoprotein w peinej surowicy i byta istotnie
mniejsza w poréwnaniu do kontrolnych VLDL.

Liposomy kontrolne pozostawaly w miejscu natozenia lub poruszaly sig

w kierunku katody, natomiast po reakcji z VLDL przemieszczaly si¢ w kierunku anody

(ryc. 21).

4.1.3. Powstawanie nowych czastek lipoproteinowych zawierajacych apoE

Wykonywano rozdziaty mieszanin inkubacyjnych VLDLALP 1 kontrolnych
VLDL metoda elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE, a nastepnie przeprowadzano
elektrotransfer lipoprotein na blong PVDF 1 immunodetekcj¢ na obecnos¢ apoE. Blony
skanowano 1 przeprowadzano analiz¢ densytometryczng rozdziatdéw, po czym oceniano
ruchliwo$¢ elektroforetyczna i wielko§¢ $rednic czastek dla populacji lipoprotein
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wyodregbnionych w rozdziale. W sumie przeprowadzono 17 doswiadczen. W 13
stwierdzono powstawanie nowych czastek lipoproteinowych zawierajacych apoE
o wielkosci umozliwiajacej migracje w zelu poliakrylamidowym 2 - 25%.

Jak oczekiwano, kontrolne VLDL ze wzgledu na swoja wielko$¢ nie migrowaty
w zelu poliakrylamidowym niedenaturujacym 2 - 25%. Natomiast w rozdziale
mieszanin inkubacyjnych VLDL+LP stwierdzano obecno$¢ czastek zawierajacych
apoE, migrujacych w zelu agarozowym (I kierunek) z ruchliwoscia vy i o wielkosci

umozliwiajacej migracje w 2 - 25% zelu poliakrylamidowym (ryc. 22).

A RUCHLIWOSC ELEKTROFORETYCZNA
Y
4 WZORZEC HMW
9,51 nm
M
2
% 12,2 nm
& NOWO POWSTALA
— FRAKCJA LIPOPROTEIN
ZAWIERAJACA APOE
17 nm ——
¢ I
IKIERUNEK  GTART
B NOWO POWSTALA

FRAKCJA LIPOPROTEIN
ZAWIERAJACA APOE

l

P S

RUCHLIWOSC GAMMA

WZORZEC HMW | |
9,51 nm 12,2 nm 17 nm

Ryc. 22. Obecnos$¢ czastek zawierajacych apoE o ruchliwosci y w mieszaninie
VLDL+LP. A - Przyktadowy obraz dla mieszaniny VLDL+LP po rozdziale
metoda  elektroforezy dwukierunkowe;j 2D-PAGE, elektrotransferze
1 immunodetecji apoE; B - analiza densytometryczna obrazu A. Warunki
inkubacji: 2 godz., temp. 37°C, VLDLg:LPr, 1:30. W rozdziale wyodrebniono
jednq populacje czastek o modalnej srednicy 13,39 nm.

81



W 5 doswiadczeniach, oprocz powstawania czastek o ruchliwosci v,

zaobserwowano roOwniez powstawanie czastek zawierajacych apoE o ruchliwos$ci pref

(ryc. 23).

A RUCHLIWOSC ELEKTROFORETYCZNA

prep Y

N WZORZEC HMW

9,51 nm

12,2 nm
17 nm ——
~

&

II KIERUNEK

I KIERUNEK START

B

RUCHLIWOSC GAMMA 3 %

RUCHLIWOSC PRE-BETA

WZORZEC HMW | | |
9,51 nm 122nm 17 nm

Ryc. 23. Obecnos$¢ czastek zawierajacych apoE o ruchliwosci y 1 prep
w mieszaninie VLDL+LP. A - Przyktadowy obraz dla mieszaniny VLDL+LP
po rozdziale metoda elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE, elektrotransferze
1 immunodetecji apoE; B - analiza densytometryczna obrazu A. Warunki inkubacji:
2 godz., temp. 37°C, VLDLpp:LPr 1:30. Cyframi arabskimi zaznaczono
wyodrebnione populacje czqstek o roznej wielkosci, o modalnych Ssrednic
odpowiednio 20,89 nm, 13,96 nm, 11,13 nm, 19,15 nm, 14,73 nm i 9,90 nm,
odpowiednio dla populacji 1, 2, 3, 4, 5i 6.
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Populacje czastek o ruchliwosci vy, jakie obserwowano w przeprowadzonych
doswiadczeniach, byly w wigkszosci przypadkow heterogenne, a modalne ich $rednic
wahaty si¢ od 8,58 nm do 22,07 nm. W 4 doswiadczeniach zaobserwowano pojedyncze
populacje czastek y zawierajacych apoE. Modalne $rednic populacji czastek
o ruchliwosci pref miescity si¢ w podobnym zakresie wielkosci, od 9,9 nm do 21,08
nm. Nowo powstate czastki, ze wzgledu na ich wielkos$¢, podzielono na trzy grupy
(tab. 13). Do grupy I zaliczono czastki duze, o $rednicy powyzej 16 nm, do grupy II —
czastki o $rednicy w zakresie 11,5 — 16 nm, a grupe III stanowily czastki mate,
o $rednicy ponizej 11,5 nm. Najczgsécie] w rozdziatach obserwowano wystgpowanie

czastek o ruchliwosci y o $redniej wielkosci, klasyfikowanych do grupy II (tab. 13).

Tabela 13. Charakterystyka nowo powstatych czastek lipoproteinowych zawierajacych
apoE, identyfikowanych po rozdziale VLDL+LP metoda elektroforezy dwukierunkowe;j
2D-PAGE. Warunki inkubacji: 2 godz., temp. 37°C, VLDLpL:LPgp 1:30; n = 13. W
nawiasach podano ilos¢ wyodrebnionych populacji czqstek o danej wielkosci.

Srednica Stokesa [nm]
Ruchliwos¢ Zies dl Saivah
akres dla modalnyc
elektroforetyczna Grupa czastek | \ediana dla modalnych
$rednic czastek
srednic czastek '
(min — max)
1(7) 18,20 16,75 — 22,07
Y I (11) 13,66 11,73 — 14,34
11 (6) 9,25 8,58 — 11,13
1(3) 21,08 19,15 -21,08
prep IT (5) 14,73 14,20 — 15,24
11 (1) 9,90 -

4.2. Wplyw ilosci egzogennych fosfolipidow na oddzialywanie VLDL 2z

liposomami

VLDL inkubowano z LP 2 godz. w temp. 37°C, dla trzech r6znych stosunkéw
wagowych VLDLg :LPp, odpowiednio 1:5, 1:15, 1:30. Po zakonczeniu inkubacji
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reakcje przerywano poprzez dodanie przeciwciat anty apoB. W supernatantach
1 osadach oceniano stezenie sktadnikow lipidowych. W supernatantach oznaczano
stezenie apoE. Mieszaniny reakcyjne poddawano rozdzialowi metoda elektroforezy

w zelu agarozowym i metoda elektroforezy dwukierunkowej (2D-PAGE).

4.2.1. Zmiany skladu czastek VLDL dla rdéznego stosunku wagowego
VLDLFL:LPFL

Stosunek wagowy VLDLp :LPrp wplywal na zmiany skfadu czastek VLDL
zachodzace pod wplywem egzogennych FL. Im wigcej egzogennych FL brato udziat

w reakcji, tym wigksze zmiany obserwowano w sktadzie VLDL (ryc. 24).

301

w 115
3J1:15
[ 1:30

N
o
Il

zmiana stezenia
sktadnika lipidowego
w VLDL [mg/dI]
3

et owaat

-10- S *kk kk L *.**. Cen S

FL TG CHC CHW CHE

Ryc. 24. Zmiana stgzenia skladnikéw lipidowych w VLDL po reakcji
z LP, dla stosunkéw wagowych VLDLp:LPgp 1:5, 1:15 1 1:30; inkubacja 2 godz.,
temp. 37°C. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie £ OS, n = §;
*#%p<0,0001, **p<0,005. FL — fosfolipidy, TG — triacyloglicerole, CHC -
cholesterol catkowity, CHW — cholesterol wolny, CHE — cholesterol
zestryfikowany
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Dla badanych VLDL (n = 8), dla stosunku wagowego VLDLpp:LPrp
odpowiednio 1:5, 1:15 1 1:30, VLDL przyjety srednio 5,4 mg/dl, 11,4 mg/dl
1 23,0 mg/dl FL, co stanowilo $rednio 27%, 56% 1 113% poczatkowej zawartosci FL
w VLDL.

Spadek stezenia CHC w VLDL zalezal od stosunku wagowego VLDLg :LPp
(ryc. 24). W odniesieniu do zawartosci poczatkowej CHC, jego zawarto§¢ w VLDL
po 2-godzinnej inkubacji z LP byla mniejsza $rednio o 33%, 41% 1 46%, odpowiednio
dla stosunku VLDLg :LPg 1:5, 1:15, 1:30. Przesunigciu ulegata tylko frakcja CHW.
Po 2 godzinach inkubacji VLDL utracily na rzecz liposoméw i produktow reakcji
niezawierajacych apoB odpowiednio $rednio 65%, 96% 1 100% puli CHW.

Srednie stezenie sktadnikow lipidowych przed reakcja dla badanych VLDL
wynosito 89,6 mg/dl, a po reakcji z LP: 89,8 mg/dl, 94,2 mg/dl i 106,2 mg/dl,
odpowiednio dla inkubacji przy stosunku wagowym VLDLgp:LPg 1:5, 1:151 1:30.

Dla stosunku wagowego VLDLp :LPp. 1:5 1 1:15 lipidy powierzchniowe
po reakcji z LP stanowily $rednio 31,4% 1 34,0% masy lipidow VLDL, posrednio
migdzy 30-procentowa zawartoscia materialu powierzchniowego dla VLDL
kontrolnych 1 40-procentowa zawartoscia lipidow powierzchniowych po inkubacji
z LP przy stosunku wagowym VLDLg:LPgp 1:30.

Wraz ze wzrostem stosunku wagowego VLDLyg:LPr, VLDL podczas reakcji

z liposomami uwalniaty wigcej apoE (ryc. 25).

_ 15
c > 0.0 :
z 2 | | —J1:15
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Ryc. 25. Zmiana stgzenia apoE w VLDL po reakcji z LP, dla stosunkow
wagowych VLDLp:LPgp 1:5, 1:15 1 1:30; inkubacja 2 godz., temp. 37°C. Wyniki
przedstawiono jako wartosci srednie = OS, n = 4, *p<0,05, **p<0,005.
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W pordéwnaniu ze stosunkiem wagowym VLDLpp:LPg. 1:30, dla VLDLpp:LPrp
1:15 1 1:5 utrata apoE przez VLDL po 2 godzinach inkubacji z LP byta $rednio
1,8-krotnie 1 3,6-krotnie nizsza i stanowila odpowiednio 20% 1 9,8% poczatkowe;j
zawartosci apoE w VLDL.

Dla badanych VLDL, stosunek molowy sktadnikow lipidowych wymienianych
podczas inkubacji z LP wynosit FL:CHW 1:1,55, 1:1,07 i1 1:0,56, odpowiednio
dla stosunku wagowego VLDLp:LPg 1:5, 1:15 1 1:30. Na 1 mol przyjetych FL VLDL
tracity $rednio 0,62 mmola, 0,58 mmola 1 0,59 mmola apoE, odpowiednio

dla VLDLpp:LPgp 1:5, 1:1511:30 (n = 4).

4.2.2. Zmiany ruchliwosci czgstek VLDL dla rdéznego stosunku wagowego

VLDLFL:LPFL

Po zakonczeniu inkubacji przeprowadzano elektroforeze probek badanych
w zelu agarozowym, a nastgpnie zele wybarwiano na obecno$¢ lipidow, skanowano
1 poddawano analizie densytometryczne;j.

[lo$¢ dodanych FL liposoméw wptywata na ruchliwos¢ czastek VLDL (ryc. 26).

RUCHLIWOSC ELEKTROFORETYCZNA

+ | =

o pre START

VLDL - kontrola /

VLDL+LP 1:5

o

VLDL+LP 1:15

VLDL+LP 1:30

[P PP

Lk{%
RN

LP - kontrola
e .U_WHJ’/[\

|

Ryc. 26. Obraz densytometryczny przyktadowego rozdziatu elektroforetycznego w zelu
agarozowym kontrolnych VLDL 1 LP oraz VLDL+LP, dla stosunkéw wagowych
VLDLgp:LPgp 1:5, 1:15 1 1:30. inkubacja 2 godz., temp. 37°C.
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Im ilos¢ dodanych FL byla wigksza, tym czastki VLDL po inkubacji
z LP poruszaly si¢ wolniej w polu elektrycznym (tab. 14). Dla stosunku wagowego
VLDLpL:LPr 1:5, po zakonczeniu reakcji nie obserwowano frakcji o ruchliwosci

zblizonej do ruchliwosci LP w rozdziale elektroforetycznym, obserwowanej dla prob

VLDLpp:LPgp 1:15 1 1:30.

Tabela 14. Ruchliwos¢ elektroforetyczna w zelu agarozowym VLDL kontrolnych
1 po reakcji z LP, dla r6znego stosunku wagowego VLDLp:LPr. Rf wyliczono jako
procent drogi, jakq przebyla frakcja od miejsca startu w odniesieniu do drogi, jakq
przebyla albumina.

Proba (stosunek wagowy VLDLgp:LPrr) Rf[%] ($rednia £ OS, n =4)
VLDL - kontrola 54,5+5,3
VLDL - po inkubacji z LP (1:5) 452 +9,6%"
VLDL - po inkubacji z LP (1:15) 37,3+ 6,1%
VLDL - po inkubacji z LP (1:30) 31,8 £4,4*

*p<0,05 w stosunku do VLDL - kontrola; "p<0,05 w stosunku do VLDL+LP 1:30;
p<0,05 w stosunku do VLDL+LP 1:15

4.2.3. Powstawanie nowych czastek lipoproteinowych zawierajacych apoE, dla

réznego stosunku wagowego VLDLyy :LPyy,

Dla trzech ro6znych puli VLDL przeprowadzono inkubacj¢ VLDL z LP,
przy stosunku wagowym VLDLg:LPg 1:5, 1:15 1 1:30. Nastgpnie kazda z mieszanin
reakcyjnych poddano rozdzialowi metoda elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE,
elektrotransferowi 1 immunodetekcji apoE. Rozdzialy dla danej puli VLDL, dla r6znych
stosunkow  VLDLg :LPr, byly wykonywane rownolegle, aby mozliwe bylo
poréwnanie czastek generowanych w danej puli VLDL pod wplywem rdznej ilosci
egzogennych FL.

W przypadku inkubacji VLDL z LP przy stosunku wagowym VLDLp:LPgp 1:5
1 1:15, podobnie jak przy stosunku wagowym 1:30, obserwowano powstawanie
heterogennych populacji czastek zawierajacych apoE 1 wyr6zniono rdznigce sig
wielkoscia 3 populacje czastek o ruchliwosci elektroforetycznej y oraz 3 populacje

czastek o ruchliwosci pref (tab. 15).
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Tabela 15. Charakterystyka nowo powstatych czastek lipoproteinowych zawierajacych
apoE, identyfikowanych po rozdziale VLDL+LP metoda elektroforezy dwukierunkowe;j
2D-PAGE, po inkubacji VLDL z LP przy stosunku wagowym VLDLg; :LPgp 1:51 1:15,
w odniesieniu do czastek generowanych z tych samych pul VLDL dla VLDLg:LPg
1:30; inkubacja 2 godz., temp. 37°C; n = 3. W nawiasach podano ilos¢ wyodrebnionych
populacji czqstek o danej wielkosci.

Srednica Stokesa [nm]
. g Stosunek VLDLy :LPyg;
E ;5)* 15 1:15 1:30
% % Zakres* Zakres* Zakres*
é % Crupa Mediana* | (min— | Mediana* | (min— | Mediana* | (min—
o | crastek max) max) max)
19,4 18,4 — 20,6 16,4 — 21,7 16,4 —
: (2) 20,4 3) 22,7 3) 22,07
14,4 13,0 - 13,6 12,3 - 13,9 13,8 —
! " (2) 15,7 (2) 14,9 (2) 14,1
- 10,1 ) 10,9 ) 8,9 8,86 —
(1 (1 (2) 8,92
18,3 15,7 - 18,6 16,3 — 20,7 16,0 —
: 2) 20,9 3) 22,2 3) 22,7
14,9 13,1 12,7 14,1 13,9 —
prep i (1) ) ) 13,5 ) 14,2
. 11,0 10,2 — 10,4 9,8 — ] _
2) 11,7 2) 11,0

*- mediana dla modalnych $rednic czastek; zakres dla modalnych $rednic czastek
(rozdziat 3.17)

Czastki generowane po inkubacji VLDL z LP przy stosunku wagowym
VLDLp:LPr 1:5 1 1:15 pod wzgledem ruchliwosci elektroforetycznej 1 wielkosci byty
zblizone do czastek powstajacych z tych samych VLDL przy stosunku wagowym
VLDLg:LPg 1:30 (tab. 15).

Na podstawie obrazu densytometrycznego elektroforegramu, uzyskanego
dla czastek rozdzielanych na tym samym zelu poliakrylamidowym, przy takiej same;j

ilosci frakcji nakfadanej na zel i przy identycznym czasie ekspozycji na czynniki
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wywotujace barwe na blonie PVDF stwierdzono, ze stosunek wagowy VLDLp:LPpp
wplywat na wielko$¢ powierzchni pod pikami, mierzonymi dla nowo powstatych
czastek lipoproteinowych (ryc. 27). Najmniejsze powierzchnie pod pikami, zarowno
dla czastek o ruchliwosci vy, jak 1 pref, uzyskano dla czastek generowanych podczas
inkubacji przy stosunku wagowym VLDLp :LPp. 1:5. W pordéwnaniu do tych
warunkow inkubacji, dla stosunku wagowego VLDLp:LPp. 1:15 powierzchnie
pod pikami byly wigksze o 64% 1 88,9%, a dla stosunku VLDLg:LPrp 1:30 0 260%

1358%, odpowiednio dla czastek o ruchliwosci elektroforetycznej y 1 pref.

RUCHLIWOSC ELEKTROFORETYCZNA

GAMMA PRE-BETA
VLDLg:LPy,

768 pikseli 604 pikseli
— 15 /k_/l"“f\ /_/—\ﬁjx«

1141 pikseli

1258 pikseli
115 ﬂ ﬁ

2768 pikseli
2760 pikseli
— 1:30

Ryc. 27. Analiza densytometryczna rozdziatbw VLDL+LP po elektroforezie 2D-
PAGE, elektrotransferze 1 immunodetekcji apoE. Wielkos¢ powierzchni
pod pikami w pikselach obrazuje ilos¢ powstajqcych czqstek zawierajqcych apoE,
powstalych po inkubacji VLDL z LP przy stosunkach wagowych VLDLpy:LPry

1:5, 1:15 i 1:30. Wielkos¢ powierzchni pod pikami wyznaczono za pomocq
programu GelScan.

4.3. Wplyw temperatury inkubacji na reakcj¢ VLDL z liposomami

VLDL inkubowano z LP 2 godz. w temp. 4°C lub 37°C, przy stosunku
wagowym VLDLp:LPr, 1:30. Po zakonczeniu inkubacji reakcj¢ przerywano

poprzez dodanie przeciwcial anty apoB. W supernatantach i osadach oznaczano st¢zenie
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sktadnikow lipidowych. W supernatantach oznaczano stezenie apoE. Mieszaniny
reakcyjne poddawano rozdzialowi metoda elektroforezy w zelu agarozowym i1 metoda

elektroforezy dwukierunkowej (2D-PAGE).

4.3.1. Zmiany skladu czastek VLDL dla réznej temperatury inkubacji

Na rycinie 28 przedstawiono zmiany st¢zenia sktadnikow lipidowych w VLDL,

zachodzace pod wptywem liposomoéw lecytynowych, w zaleznos$ci od temperatury

inkubacji.

409 i
sl T Cdtemp. 4°C
30d Etemp. 37°C

zmiana stezenia
skladnika lipidowego
w VLDL [mg/di]
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Ryc. 28. Zmiana stgzenia skladnikow lipidowych w VLDL po reakcji
z LP dla temperatury inkubacji 4°C 1 37°C; 2 godz., VLDLpL:LPgL 1:30. Wyniki
przedstawiono jako wartosci srednie £ OS, n = 7; *p<0,05, **p<0,005, FL —
fosfolipidy, TG - triacyloglicerole, CHC - cholesterol catkowity, CHW —
cholesterol wolny, CHE — cholesterol zestryfikowany

Reakcja miedzy VLDL a LP zachodzila podczas inkubacji w obu badanych
temperaturach, ale w przypadku temperatury inkubacji 4°C obserwowano mniejsze
zmiany w skladzie VLDL.

Dla badanych VLDL, po inkubacji z LP w temperaturze 4°C, zawartos¢ FL

w VLDL zwigkszyta si¢ §rednio o 7,7 mg/dl, co stanowito 37% poczatkowej zawartosci
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FL w VLDL. W temperaturze 37°C przyrost FL byt okoto 3-krotnie wyzszy 1 wynidst
srednio 22,9 mg/dl (ryc. 28).

Spadek stezenia CHC w VLDL byt wigkszy podczas inkubacji w temperaturze
37°C 1 wynidst $rednio 49% w odniesieniu do poczatkowej zawartosci CHC
w lipoproteinach. W temperaturze 4°C VLDL utracity na rzecz liposomow i produktow
reakceji Srednio 13% puli CHC. Zmiana st¢zenia CHC wynikala tylko ze spadku stgzenia
CHW. W przypadku temperatury 4°C, po 2 godzinach inkubacji, st¢zenie CHW spadto
$rednio o 27% w stosunku do wyjsciowej zawartosci CHW w VLDL, podczas gdy
w temperaturze 37°C spadek ten wynidst 100%.

Srednie stezenie sktadnikow lipidowych przed reakcja dla badanych VLDL
wynosito 91 mg/dl, a po reakcji z LP 99,2 1 104,9 mg/dl, odpowiednio dla temperatury
inkubacji 4°C 137°C.

Lipidy powierzchniowe VLDL po reakcji z LP w temperaturze 4°C stanowity
srednio 34,3% zawartosci lipidow, posrednio miedzy 30-procentowa zawartoscia
lipidow powierzchniowych w VLDL kontrolnych 1 41-procentowa zawartoscia lipidow
powierzchniowych po inkubacji z LP w temperaturze 37°C.

VLDL po inkubacji w temperaturze 37°C tracity $rednio 1,9-krotnie wigcej
apoE, w porownaniu do temperatury inkubacji 4°C (ryc. 29).
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Ryc. 29. Zmiana stezenia apoE w VLDL po reakcji z LP dla temperatury
inkubacji 4°C 1 37°C; 2 godz., VLDLpL:LPgr 1:30. Wyniki przedstawiono jako
wartos$ci $rednie £ OS, n = 6; *p<0,05.

Dla badanych pul VLDL, stosunek molowy sktadnikow lipidowych
wymienianych podczas inkubacji VLDL z LP wynosit FL:CHW 1:0,41 1 1:0,53,

odpowiednio dla temperatury inkubacji 4°C i 37°C. Na 1 mol przyjetych FL. VLDL
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tracity $rednio 0,76 mmola apoE i 0,43 mmola, odpowiednio dla temperatury inkubacji

4°Ci37°C (n=06).
4.3.2. Zmiany ruchliwosci czastek VLDL dla réznej temperatury inkubacji

Po zakonczeniu inkubacji przeprowadzano rozdziat préb badanych metoda
elektroforezy na agarozie, a nastgpnie zele wybarwiano na obecnos¢ lipidow.

Inkubacja VLDL z LP w obu temperaturach inkubacji wplywala na ruchliwos¢
elektroforetyczna czastek. W przypadku temperatury inkubacji 4°C zmiana ruchliwos$ci
elektroforetycznej VLDL byta mniejsza niz w przypadku temperatury inkubacji 37-C.
VLDL po reakcji z LP w temperaturze 4°C osiagaty ruchliwo$¢ miedzy B i prep,
po inkubacji w temperaturze 37°C — ruchliwos$¢ B (ryc. 30, tab. 16).

RUCHLIWOSC ELEKTROFORETYCZNA
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VLDL+LP 4
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VLDL+LP 37
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Ryc. 30. Obraz densytometryczny przyktadowego rozdziatu elektroforetycznego
w zelu agarozowym kontrolnych VLDL oraz mieszanin VLDL+LP,
dla temperatury inkubacji 4°C 137°C; 2 godz., VLDLpL:LPgp 1:30.
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Tabela 16. Ruchliwos¢ elektroforetyczna w zelu agarozowym VLDL kontrolnych
i1 po reakcji z LP dla r6znej temperatury inkubacji. Rf wyliczono jako procent drogi,
Jjakq przebyta frakcja od miejsca startu w odniesieniu do drogi, jakq przebyta albumina.

Proba Rf[%] ($rednia £ OS, n = 6)
VLDL - kontrola 53,6 £4,4
VLDL - po inkubacji z LP w temp. 4°C 37,7+6,17
VLDL - po inkubacji z LP w temp. 37-C 32,3+3,9"

#p<0,001 w stosunku do VLDL - kontrola; *p<0,05 w stosunku do VLDL
inkubowanych w temp. 37°C

4.3.3. Powstawanie nowych czastek lipoproteinowych zawierajacych apoE, dla

réznej temperatury inkubacji

Dla trzech réznych puli VLDL przeprowadzono inkubacj¢ VLDL z LP w dwoch
temperaturach: 4°C 1 37°C. Nastepnie kazda z mieszanin reakcyjnych poddano
rozdzialowi metoda elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE, elektrotransferowi
1 immunodetekcji apoE. Rozdziaty dla danej puli VLDL, dla dwoch réznych temperatur
inkubacji, byly wykonywane rownolegle, aby mozliwe bylo pordéwnanie czastek
generowanych przez dana pul¢ VLDL w r6znej temperaturze.

W  przypadku inkubacji VLDL z LP w temperaturze 4°C, podobnie
jak w temperaturze 37°C, obserwowano powstawanie heterogennych populacji czastek
lipoproteinowych o ruchliwosci y 1 pref. Wielkos¢ i ruchliwos¢ elektroforetyczna
czastek generowanych w temperaturze 4°C odpowiadata czastkom generowanym z tych

samych pul VLDL podczas inkubacji z LP w temperaturze 37°C (tab. 17).
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Tabela 17. Charakterystyka nowo powstatych czastek lipoproteinowych zawierajacych
apoE, identyfikowanych po rozdziale VLDL+LP metoda elektroforezy dwukierunkowe;j
2D-PAGE, po inkubacji VLDL z LP w temperaturze 4°C, w odniesieniu do czastek
generowanych z tych samych pul VLDL podczas inkubacji z LP w temperaturze 37°C;
inkubacja 2 godz., VLDLp:LPrr 1:30; n = 3. W nawiasach podano ilosé¢
wyodrebnionych populacji czqstek o danej wielkosci.

o Srednica Stokesa [nm)]
<
i% c; Grupa Temperatura inkubacji
z 2
= & czastek 4oC 37.C
2 2
é A, Zakres* Zakres*
=2 Mediana* Mediana*
© (min — max) (min — max)
I 18,3 (3) 16,28 — 19,66 19,95 (3) 16,15 - 20,13
Y 11 13,46 (1) - 12,69 (1) -
111 9,66 (4) 8,59 -10,37 8,84 (3) 8,76 — 9,45
I 20,9 (1) - 20,01 (1) -
prep | 13,10 (1) - 13,49 (1) -
111 9,89 (1) - 8,95 (1) -

*- mediana dla modalnych $rednic czastek; zakres dla modalnych $rednic czastek
(rozdziat 3.17)

Powierzchnie pod pikami dla czastek lipoproteinowych powstajacych podczas
inkubacji VLDL z LP w temperaturze 4°C 1 37°C byly porownywalne (ryc. 31). Dla
czastek rozdzielanych na tym samym zelu poliakrylamidowym, przy takiej samej ilosci
frakcji naktadanej na Zel 1 przy identycznym czasie ekspozycji na czynniki wywolujace

barwe, réznica w wielkosci powierzchni pod pikami wyniosta 12%.

94



RUCHLIWOSC ELEKTROFORETYCZNA

GAMMA
TEMPERATURA
INKUBACIJI
2226 pikseli ~
e <
1986 pikseli

L 37C J}{fr\

Ryc. 31. Analiza densytometryczna rozdziatow VLDL+LP po elektroforezie 2D-
PAGE, elektrotransferze 1 immunodetekcji apoE. Wielkos¢ powierzchni
pod pikami w pikselach obrazuje ilos¢ czqstek zawierajqcych apoE, powstatych
po inkubacji VLDL z LP w temperaturze 4°C i 37°C. Wielkos¢ powierzchni
pod pikami wyznaczono za pomocq programu GelScan.

4.4. Kinetyka reakcji oddzialywania VLDL z liposomami, w zaleznos$ci od

temperatury inkubacji

VLDL inkubowano z LP w temperaturze 4°C 1 37°C, przy stosunku wagowym
VLDLpL:LPr. 1:30. W okre$lonych punktach czasowych mieszaniny reakcyjne
niezwlocznie poddawano rozdzialowi metoda elektroforezy agarozowej, po czym
wybarwiano na obecnos$¢ lipidow lub reakcje przerywano poprzez dodanie przeciwciat
anty apoB, a nastgpnie oznaczano zawartos¢ FL, CHW 1 apoE.

Przebieg reakcji VLDL z LP zalezat od czasu i temperatury inkubacji (ryc. 32).
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Ryc. 32. Zmiany stezenia FL (A), CHW (B) 1 apoE (C) oraz szybko$¢ procesu
transferu sktadnikow w zaleznosci od czasu inkubacji, dla temperatury 4°C
1 37°C; stosunek wagowy VLDLp:LPp. 1:30. Wyniki przedstawiono
jako wartos$ci srednie = OS, n = 4; *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0001.

96



Dla badanych puli VLDL, podczas reakcji z LP w temperaturze 4°C, w ciagu
pierwszych 5 minut reakcji nastgpowato zwigkszenie zawartosci FL w VLDL $rednio
o 8,2 mg/dl, co stanowilo $rednio 33% poczatkowej zawarto$ci tego sktadnika
w VLDL. Dalszego transportu FL. do VLDL wraz z czasem trwania inkubacji
W tej temperaturze nie obserwowano (ryc. 32A).

W przypadku inkubacji VLDL z LP w temperaturze 37°C, w ciagu pierwszych
5 minut reakcji nastgpowalo zwigkszenie udzialu FL. w VLDL $rednio o 46%. Na tym
etapie inkubacji obserwowano najwigksza szybkos¢ transferu FL do VLDL. Dhuzsza
inkubacja skutkowata dalszym transportem FL, cho¢ szybko$¢ tego procesu byta okoto
7-krotnie mniejsza niz w poczatkowej fazie inkubacji. Transport FL do VLDL
obserwowano do konca trwania procesu inkubacji. Po 2 godz. zawartos¢ FL w VLDL
wzrosta $rednio 3,2-krotnie, w odniesieniu do poczatkowego okresu reakcji (ryc. 32A).

Podobna dynamik¢ zmian obserwowano dla CHW (ryc. 32B). Podczas reakcji
zachodzacej w temperaturze 4°C spadek stezenia CHW w VLDL obserwowano tylko
w pierwszych 5 minutach inkubacji, podczas ktérych VLDL utracity $rednio 24%
CHW.

Dla temperatury inkubacji 37°C najwyzsza szybkos¢ procesu spadku stezenia
CHW w VLDL obserwowano w poczatkowych 5 minutach inkubacji (ryc. 32B).
Po tym okresie VLDL utracily $rednio 36% swej zawartoscit CHW. Wraz z czasem
trwania reakcji nastgpowata dalsza utrata CHW, cho¢ szybkos$¢ tego procesu byta
mniejsza niz w poczatkowym okresie. Utrata cholesterolu z VLDL po 2 godzinach
w temperaturze 37°C wyniosta 100%.

W przypadku apoE, w ciagu pierwszych 5 minut reakcji, VLDL utracity w obu
temperaturach $rednio 13% biatka (ryc. 32C). Podobnie jak w przypadku sktadnikow
lipidowych, dalsza inkubacja w temperaturze 4°C nie prowadzila do dalszego spadku
stezenia apoE. W przypadku temperatury 37°C utrate biatka przez VLDL obserwowano
przez caly okres inkubacji. Po 2 godzinach wyniosta ona $rednio 36%, w odniesieniu
do wyjsciowej zawartosci apoE w VLDL.

Zmiang ruchliwosci elektroforetycznej czastek VLDL w obu temperaturach
inkubacji obserwowano juz po 5 minutach od rozpoczgcia reakcji z LP. Dluzsza

inkubacja nie wplywala na ruchliwos$¢ czastek (ryc. 33).
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Ryc. 33. Obraz densytometryczny przykladowego rozdzialu elektroforetycznego
w zelu agarozowym kontrolnych VLDL oraz mieszanin VLDL+LP, dla temperatury
4°C 137°C iczasu inkubacji 5 1 120 minut; VLDLgp:LPg 1:30.

4.5. Sklad i ruchliwos¢ elektroforetyczna czastek mieszaniny reakcyjnej

rozdzielonych metoda ultrawirowania

Po zakonczeniu inkubacji VLDL z LP i schlodzeniu préb do temperatury 4°C,
mieszaning reakcyjna poddawano procedurze sekwencyjnego ultrawirowania, dzigki
ktorej czastki obecne w mieszaninie reakcyjnej rozdzielano ze wzgledu na ich ggstosc.
W ten sposob uzyskano nastgpujace frakcje: frakcje I o gestosci ponizej 1,006 g/ml
zawierajaca lipoproteiny VLDL, frakcje II o gestosci migdzy 1,006 g/ml 1 1,063 g/ml
zawierajaca liposomy 1 cze$¢ produktow reakcji oraz frakcje III, o gestosci powyzej
1,063 g/ml, czyli gestosci odpowiadajacej lipoproteinom HDL. W uzyskanych frakcjach
oznaczano stgzenie FL, CHC, CHW oraz stgzenie apoE. Stg¢Zzenie oznaczanych
sktadnikow wyrazano po przeliczeniu na stgzenie wyjSciowe w mieszaninie VLDL+LP,
uwzgledniajac zmiany objgtosci prob na etapie ultrawirowania 1 zaggszczania.

Rozktad stezen oznaczanych sktadnikow pomigdzy otrzymane frakcje

przedstawiono w tabeli 18.
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Tabela 18. Stezenie FL, CHE i CHW oraz apoE we frakcjach uzyskanych z mieszaniny
reakcyjnej VLDLALP po rozdziale metoda ultrawirowania. Wyniki przedstawiono
jako wartos$ci srednie = OS, n= 7.

Frakcja I Frakcja II Frakcja III
Gestosé [g/ml] < 1,006 1,006 <d < 1,063 > 1,063
FL [mg/dl] 29,3+9,3 474 + 80 0,97 +0,61
CHE [mg/d]] 6,6 +1,7 - -
CHW [mg/dl] - 5,9+ 0,90 -
apo E [mg/]] 9,9+2,1 3,3+0,99 0,20 + 0,056

Najwyzsze stezenie FL stwierdzono we frakcji II. We frakcji tej znajdowato si¢
srednio 94,5% FL, podczas gdy we frakcji I bylo srednio 5,7%, a we frakcji III $rednio
0,2% FL mieszaniny inkubacyjnej (tab. 18).

Obecnos¢ CHC stwierdzono we frakcji I 1 II. We frakcji I znajdowato si¢ srednio
52,1% CHC, a cafa pule stanowit CHE. We frakcji II znajdowalo si¢ $rednio 47,9%
CHC, a cata pule stanowit CHW (tab. 18).

Obecnos¢ apoE stwierdzono we wszystkich frakcjach (tab. 18). Procentowy
rozktad biatka we frakcjach uzyskanych metoda ultrawirowania wyniost 73,8%, 24,7%
11,5%, odpowiednio dla frakcji I, 111 I11.

Na rycinie 34 przedstawiono rozdziat elektroforetyczny frakcji w zelu

agarozowym.
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Ryc. 34. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym (barwienie
na obecno$¢ lipidow) oraz analiza densytometryczna rozdzialu dla VLDL+LP
oraz frakcji 1 i II uzyskanych z VLDL+LP metoda ultrawirowania. Warunki
inkubacji: 2 godz., 37°C, VLDLp.:LPgL 1:30. Nie przedstawiono rozdziatu frakcji
IIl, poniewaz ze wzgledu na niskie stezenie lipidow (tab. 18) nie byla ona
widoczna w rozdziale.

Frakcja 1 posiadala ruchliwo$¢ odpowiadaja ruchliwosci frakcji VLDL
po inkubacji z LP (ryc. 21). Frakcja Il posiadata ruchliwo$¢ odpowiadajaca ruchliwosci
LP po reakcji z VLDL (ryc. 21).

4.6. Charakterystyka czastek frakcji I11

W nowo powstatych czastkach frakcji 111 stosunek molowy sktadnikow wynosit

srednio FL:apoE 2203:1.
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4.6.1. Ocena ruchliwosci i wielkosci czastek frakeji III metoda elektroforezy

dwukierunkowej 2D-PAGE

Po rozdziale frakcji metoda ultrawirowania przeprowadzono rozdzial czastek
uzyskanych frakcji metoda elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE, elektrotransfer
czastek na blong PVDF i immunodetekcj¢ apoE.

Czastki obecne we frakcji I 1 I ze wzgledu na swoja wielko$¢ nie migrowaty
w zelu poliakrylamidowym niedenaturujacym 2 - 25%. We frakcji 1II stwierdzono
wystepowanie czastek zawierajacych apoE o wielkosci umozliwiajacej migracje w zelu

2 - 25% (tab. 19).

Tabela 19. Charakterystyka czastek lipoproteinowych zawierajacych apoE,
identyfikowanych po rozdziale frakcji III metoda 2D-PAGE, w odniesieniu do czastek
identyfikowanych dla pelnej mieszaniny reakcyjnej VLDL+LP, z ktorych izolowano
frakcje III; inkubacja 2 godz., temp. 37°C, VLDLp :LPrL 1:30; n = 4. W nawiasach
podano ilos¢ wyodrebnionych populacji czqstek o danej wielkosci.

= Srednica Stokesa [nm]
o N
B & Grupa ]
z O Frakcja III VLDL+LP
= & czastek
E £ Zakres* Zakres*
’é Mediana* Mediana*
o (min — max) (min — max)
I 21,41 (4) 19,4 —22,09 20,89 (3) 16,75 — 22,07
Y II 14,22 (3) 14,17 — 14,54 13,98 (3) 13,96 — 14,24
I - - 9,63 (3) 8,87 11,13
I 20,33 (4) 16,43 — 22,47 20,12 (2) 19,15 -21,08
prep
II 12,59 (1) - 14,62 (4) 14,51 — 15,24

*- mediana dla modalnych $rednic czastek; zakres dla modalnych $rednic czastek
(rozdziat 3.17)
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Ruchliwos¢ elektroforetyczna czastek obserwowanych we frakeji 111
odpowiadala ruchliwosci czastek, obserwowanych w rozdziatach pelnych mieszanin
inkubacyjnych VLDL+LP, z ktérych to izolowano frakcje III metoda ultrawirowania.
Wielko§¢  izolowanych czastek rowniez  odpowiadala  wielkosci  czastek
identyfikowanych w rozdziatach pelnych mieszanin, trudniej jednak bylo wyodrebni¢
poszczegbdlne frakcje o rdéznej wielkosci. Obserwowano natomiast wystgpowanie
czastek w postaci szerokiego pasma. Stwierdzono takze tendencj¢ do wystgpowania
czastek wigkszych (tab. 19).

Przyktadowo dla pelnej mieszaniny reakcyjnej VLDL+LP, przedstawionej
na rycinie 23, wyodrebniono 3 populacje czastek o ruchliwosci elektroforetycznej y
1 3 populacje o ruchliwosci pref. W rozdziale frakcji III, uzyskanej metoda
ultrawirowania z tej mieszaniny inkubacyjnej, wyodrgbniono 2 populacje czastek

o ruchliwosci y oraz 3 populacje czastek o ruchliwosci prep (ryc. 35).

2 1
RUCHLIWOSC GAMMA
5 4 3
RUCHLIWOSC PRE-BETA N
WZORZEC HMW | | |
9,51 nm 12,2 nm 17 nm

Ryc. 35. Obraz densytometryczny czastek zawierajacych apoE po rozdziale
frakcji Il metoda elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE. Frakcje
tu przedstawionq uzyskano z mieszaniny inkubacyjnej VLDL+LP, dla ktorej
rozdziat 2D-PAGE przedstawiono na ryc. 23. Cyframi arabskimi zaznaczono
wyodrebnione populacje czqstek, o modalnych srednic 21,38 nm, 14,22 nm, 22,14
nm, 16,43 nm i 12,59 nm, odpowiednio dla populacji 1, 2, 3, 4 i 5.
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4.6.2. Ocena skladu bialkowego czastek frakcji II1

Przeprowadzono elektroforetyczny rozdzial biatek obecnych w VLDL
1 w czastkach frakeji III ze wzgledu na ich masg czasteczkowa. Rozdzial prowadzono
w zelu poliakrylamidowym 10 - 20% w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE)
z uprzednia redukcja i bez redukcji probek za pomoca B-merkaptoetanolu. Zel
po rozdziale wybarwiano metoda barwienia srebrem lub przeprowadzano elektrotransfer
biatek z zelu na blong PVDF, a nastgpnie immunodetekcje na obecnos¢ apoE.

Zarobwno w VLDL, jak 1 we frakcji III, stwierdzono obecnos¢ biatka
odpowiadajacego masa czasteczkowa (m.cz.) apolipoproteinie E (ryc. 36). We frakcji
IIT nie stwierdzono wystgpowania obecnych w VLDL biatek o m.cz. odpowiednio
18 kDa 1 ponizej 10 kDa, ktorych m.cz. odpowiada w przypadku prébki nieredukowanej
odpowiednio dimerowi apoAll (m.cz. 18 kDa) 1 biatkom z rodziny apoC (m.cz. okoto
10 kDa), a monomerowi apo All (m.cz. 8 kDa) i1 bialkom z rodziny apoC w przypadku

zastosowania warunkow redukujacych (ryc. 36).

WZORZEC
LMW
B-MERKAPTOETANOL B-MERKAPTOETANOL
+ ] ]
40,7kDa— = i *
“:ﬁ:‘ﬁap(’E W“* apoE | apoE " apoE
31,9 kDa — g Loy | . :
18.7 kDa — apoAll
’ dimer
_ apoC
- apoAll . apoC
monomer
FRAKCJA III VLDL

Ryc. 36. Przykltadowy rozdziat bialek frakcji III, w pordwnaniu do rozdziatu
biatek VLDL, po rozdziale w 10 - 20% zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE
bez lub po redukcji probek za pomoca B-merkaptoetanolu, po wybarwieniu
srebrem.
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Obecnos¢ apoE potwierdzono metoda immunochemiczna po uprzednim
przeniesieniu biatek na btong PVDF (ryc. 37). W czastkach VLDL apoE wystgpowata
w postaci monomeru o $redniej m.cz. 36,3 + 3,42 kDa oraz w postaci homodimeru
o m.cz. 100,2 + 14 kDa. W przypadku frakcji III stwierdzono obecno$¢ monomeru apoE
o $redniej m.cz. 38,7 = 1,13 kDa (n = 3).

B-MERKAPTOETANOL B-MERKAPTOETANOL

WZORZEC — —
LMW + +

127 kDa —
85kDa —f

40,7 kDa —
31,9kDa —

18,7kDa —

FRAKCJAIII VLDL

Ryc. 37. Reprezentatywny obraz po immunodetekcji apoE, po rozdziale biatek
frakcji III 1 VLDL metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
denaturujacym (SDS-PAGE) 10 — 20%, po uprzedniej redukcji lub bez redukcji
prob za pomoca B-merkaptoetanolu.

4.6.3. Ocena gestosci czastek frakeji I11

W celu oceny gestosci czastek, wyizolowana frakcje III doprowadzano
do gestosei 1,21 g/ml 1 wirowano, a nastgpnie frakcje o gestosci ponizej (frakcja I11A)
1 powyzej (frakcja IIIB) 1,21 g/ml rozdzielano poprzez cigcie probowki. Frakcje
zageszczano w aparacie Amicon, a nastgpnie oznaczano w nich stezenie FL 1 apoE.
Wyniki wyrazono po przeliczeniu uwzgledniajacym zmiany objgtosci na etapie

preparatyki probek.
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Catla pula FL i apoE znajdowata si¢ we frakcji o gestosci ponizej 1,21 g/ml
(tab. 20) co dowodzi, ze nowo powstale czastki posiadaja gestos¢ w zakresie 1,063 —

1,21 g/ml, charakterystyczna dla frakcji HDL.

Tabela 20. Stezenie FL i apoE we frakcji IITA 1 IIIB po rozdziale frakcji III metoda
ultrawirowania. Wyniki przedstawiono jako $rednig = OS, n = 3.

Frakcja IITA Frakcja I1IB
Gestos¢ [g/ml] <1,21 > 1,21
FL [mg/dl] 0,86 + 0,59 0
apoE [mg/]] 0,12 £0,05 0
4.7. Oddzialywanie czastek frakcji IIl z HDL

Wyizolowana frakcje III inkubowano z HDL przez 2 godz. w temperaturze
37-C. Po zakonczeniu inkubacji przeprowadzano rozdzial mieszaniny reakcyjnej
metoda elektroforezy dwukierunkowej 2D-PAGE, elektrotransfer oraz immunodetekcje
apoE.

Stwierdzono wystgpowanie oddziatywania migdzy obecnymi we frakcji III
czastkami o ruchliwosci y a czastkami HDL surowicy (ryc. 38).

W wyizolowanej frakcji III (ryc. 38 A) przed reakcja z HDL wyodrgbniono dwie
populacje czastek o ruchliwosci y, o modalnych $rednicach 22,09 i1 14,54 nm.
We frakcji HDL (ryc. 38B) obecne byly czastki o ruchliwosci a, o modalnej $rednicy
12,52 nm. Po zakonczeniu inkubacji w mieszaninie reakcyjnej nie stwierdzono
obecnosci czastek o ruchliwosci elektroforetycznej y (ryc. 38C). Stwierdzono natomiast
obecnos¢ populacji czastek o ruchliwosci elektroforetycznej pref, o modalnej $rednicy
19,37 nm oraz czastek o ruchliwosci a, o $rednicach wigkszych niz w przypadku

czastek obecnych w HDL przed reakcja (ryc. 38B), o modalnej rownej 14,5 nm.
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Ryc. 38. Obecno$¢ czastek zawierajacych apoE we frakcji 1II (A), HDL (B)
1 mieszaninie reakcyjnej: frakcja II+HDL po 2-godzinnej inkubacji
w temperaturze 37°C (C), po rozdziale metoda 2D-PAGE; D - analiza
densytometryczna obrazow A, B 1C.
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5. DYSKUSJA

Miazdzyca 1 jej powiklania sa jedna z glownych przyczyn zgondéw na $wiecie
[20]. Kluczem do zrozumienia patogenezy tej choroby jest obladowanie komoérek CH,
dostarczanym przez lipoproteiny LDL i remnanty CHM i VLDL. Jako ze komorki
tkanek obwodowych ssakow potrafia syntetyzowa¢ CH, a nie potrafia go degradowac,
efektywny mechanizm usuwania jego nadmiaru z komorek na drodze RCT
mediowanego przez lipoproteiny HDL jest niezbedny do zapobiegania i hamowania
rozwoju miazdzycy [81].

Kluczowe znaczenie ma pierwszy etap RCT, czyli wychwyt CH z komorek,
szczegbdlnie z makrofagow. Proces ten przebiega na drodze réznych mechanizméw
1 angazuje r6zne podfrakcje HDL (tab. 5). Cho¢ najwigkszy udziat w RCT przypisuje
si¢ czastkom HDL zawierajacym apoAl, to wiadomo, ze lipoproteiny te stanowia
heterogenna grupg czastek 1 takze inne podfrakcje HDL, zawierajace inne
apolipoproteiny, biora udziat w RCT [74]. Do populacji HDL zaangazowanych w RCT
zalicza si¢ czastki zawierajace apoE jako jedyny skladnik biatkowy, o ruchliwosci
elektroforetycznej y [35]. O potencjalnie duzym znaczeniu tej populacji lipoprotein
moga S$wiadczy¢ wyniki badan na liniach komorkowych, w ktorych wykazano,
ze frakcja ta jest bardziej efektywna w odbieraniu CH komorkowego niz pref-LpAl
[88, 89]. Czastki y-LpE wystepuja w osoczu w bardzo niskim stezeniu,
a ich metabolizm jest bardzo szybki, co powoduje, ze drogi ich powstawania
1 metabolizmu nie sa nadal dokfadnie poznane [29, 42].

Fosfatydylocholina jest glownym skladnikiem fosfolipidowym blon
komorkowych, a jednoczesnie kluczowym, cholesterolofilowym sktadnikiem HDL,
determinujacym efektywnos$¢ usuwania CH komorkowego. Jest rowniez donorem reszt
acylowych do reakcji estryfikacji CH katalizowanej przez LCAT. Cavusoglu wykazat,
ze stezenie FL w osoczu jest silnym i niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia
naglego zdarzenia sercowo-naczyniowego (w tym zakonczonego $miercia) u pacjentow
z ostrym zespolem wiencowym [9]. Stwierdzono rowniez, ze zdolnos¢ HDL
do promowania usuwania CH komoérkowego lepiej koreluje z zawartoscia FL
niz apoAl, a stezenie FL w HDL koreluje odwrotnie do ostro$ci choroby

niedokrwiennej serca ocenionej angiograficznie [12, 86].
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Podejmowane sa wigc proby zwigkszania stezenia FL w ustroju, a jedna
z potencjalnych grup lekow o dziataniu przeciwmiazdzycowym sa liposomy
fosfatydylocholinowe [18, 67, 68, 86]. Nie sa jednak nadal do konca poznane
mechanizmy przemian, jakie nastgpuja w osoczu po wprowadzeniu liposomow [2, 72,
91]. Najwigcej uwagi poswigcono oddzialywaniu HDL z liposomami oraz udzialowi
apoAl w tym procesie [27, 55, 83, 91, 98], ale istnieja doniesienia, ze i inne lipoproteiny
oraz apolipoproteiny rowniez oddziatuja z liposomami.

Tylko nieliczne prace naukowe zwracaja uwage na fakt, ze stezenie y-LpE
w osoczu zwigksza si¢ po dodaniu egzogennych FL [28, 40]. Nie wykazano jednakze
do tej pory, ktére ze struktur osocza uczestnicza w powstawaniu y-LpE. Z badan
przeprowadzonych na rHDL-apoE wynika, Zze osoczowym zrodlem vy-LpE raczej
nie beda czastki HDL, poniewaz wykazano, ze podczas ich przemian nie nastgpuje
dysocjacja apoE [75, 78]. Rowniez von Eckardstein wykazal, ze przemiany HDL
pod wptywem PLTP skutkuja powstawaniem prep-HDL, ale nie y-LpE [90]. Krimbou
wnioskowat, ze osoczowym zrodiem y-LpE moga by¢ lipoproteiny bogate w TG [42].
Nie istniaty jednak do tej pory dowody naukowe potwierdzajace ta teze.

Taki stan wiedzy stal si¢ podstawa do przeprowadzenia badan begdacych
tematem niniejsze] rozprawy doktorskiej. Ich gléwnym celem byta ocena,
czy przemiany czastek VLDL nastepujace pod wplywem liposoméw lecytynowych
moga by¢ zrodlem powstawania czastek y-LpE.

W badaniach wykorzystano lipoproteiny VLDL izolowane metoda
ultrawirowania z surowic pulowanych. Zastosowano tzw. ,bardzo szybkie
ultrawirowanie”, gdzie probki poddaje si¢ wirowaniu przez krotki czas (1,5 godz.)
przy wysokich wartosciach krotnosci przyspieszenia ziemskiego (541 000 x g). Takie
warunki, wg badan naukowych, nie wpltywaja na zmiany struktury czastek
1 nie prowadza do utraty apolipoprotein wymienialnych z powierzchni lipoprotein
podczas ultrawirowania, w odréznieniu do procedury ultrawirowania przy zastosowaniu
dlugiego czasu (24 - 48 godz.) 1 nizszych krotnos$ci przyspieszenia ziemskiego
(np. 285 000 x g) 8, 66].

VLDL izolowano z surowic pulowanych o fizjologicznych st¢zeniach lipidow
(tab. 6). Skiad lipidowy, zawarto$¢ apoE i1 apoB oraz ruchliwos$¢ elektroforetyczna
izolowanych VLDL odpowiadaty lipoproteinom VLDL, izolowanym metoda

ultrawirowania przez innych badaczy [8, 54].
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W prezentowanej pracy nie oceniano wptywu polimorfizmu apoE na potencjat
tworzenia y-LpE. Zalezno$¢ ta bgdzie przedmiotem dalszych badan. Biorac natomiast
pod uwage wyniki badan populacyjnych, w ktérych stwierdza sig, ze okolo 60%
populacji posiada genotyp apoE3/apoE3, okoto 12% populacji - genotyp apoE2/apoE3
1 21% - genotyp apoE3/apoE4 mozna przyja¢, ze w surowicach pulowanych,
pochodzacych od 0s6b zdrowych, dominujaca izoforma apoE byta izoforma apoE3 [45,
69].

VLDL dializowano do buforu fosforanowego (rozdziat 3.2.1), dla ktorego Guha
stwierdzila wysoka stabilnos¢ VLDL, nawet do 7 dni [25]. Reakcje VLDL z LP
przeprowadzano niezwlocznie po zakonczeniu dializy. Wszystkie procedury
przygotowawcze przeprowadzano w temperaturze 4°C, a surowic, VLDL
oraz mieszanin reakcyjnych nie poddawano mrozeniu do czasu rozdzielenia sktadnikdéw
mieszaniny reakcyjnej. Takie postgpowanie miato zapobiec ewentualnej redystrybucji
sktadnikow lipoprotein podczas przechowywania probek [42].

Podstawowym  stosunkiem  wagowym = VLDLp :LPg, zastosowanym
w prezentowanej pracy, byt stosunek 1:30 [92]. Koncowe stezenie FL liposomow
w mieszaninie reakcyjnej VLDLALP dla tego stosunku wagowego wynosito 740 + 114
mg/dl (§rednia £ OS, n = 26). Odpowiada to stgzeniu FL liposoméw, uzyskiwanemu
w osoczu zwierzat po dozylnym podaniu FL. Biorac bowiem pod uwage dawke
podawanych FL: 30 — 40 mg/100 g masy ciata oraz objgto$¢ osocza u tych zwierzat
okoto 4 ml/100 g masy ciala, to stezenie FL liposoméw w osoczu po podaniu wynosito
750 — 1000 mg/dl [12, 47, 72, 92]. W badaniu prowadzonym u ludzi pacjentom
podawano dozylnie 2 lub 8 g FL [2]. Przyjmujac za $rednia masg ciata dorostego
cztowieka 75 kg 1 4,5% tej masy jako procent zawartosci osocza [3], to koncowe
stezenie FL liposoméw w osoczu po ich infuzji wynosito od okoto 60 mg/dl do 240
mg/dl. Tym stezeniom odpowiadaja stezenia koncowe FL liposoméw w mieszaninach
VLDL+LP, uzyskane dla zastosowanych w prezentowanej pracy stosunkéw wagowych
VLDLp:LPgp 1:15 1 1:5, ktére wyniosty odpowiednio 388 + 72 mg/dl 1 130 + 23 mg/dl
($rednia = OS, n = 8).

W pierwszym etapie pracy oceniono wptyw liposoméw lecytynowych na sktad
czastek VLDL. Cel ten zrealizowano, wykorzystujac do rozdziatu VLDL od liposoméw

1 innych produktoéw reakcji metod¢ immunoprecypitacji z przeciwciatami anty apoB.
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Obecnos¢ egzogennych FL wptywata na skiad lipidowy czastek VLDL (ryc. 18).
Po reakcji nastgpowal wzrost stezenia FL oraz spadek stezenia CHW w VLDL.
Nie stwierdzono natomiast wplywu egzogennych FL na zawarto$¢ lipidow rdzenia
lipoprotein: TG 1 CHE. Po 2 godzinach inkubacji w temperaturze 37°C, przy stosunku
wagowym VLDLg:LPg 1:30, VLDL zwigkszyly swoja zawarto$¢ FL srednio o okoto
100% 1 utracity cata pule CHW. Skutkiem zmian zawartosci tych skladnikow byt
catkowity wzrost stezenia lipidow oraz wzrost procentowego udziatu lipidow
stanowiacych materiat powierzchniowy z 30% do 40% masy lipidow (ryc. 19). Zmiany
te jednakze nie prowadzily do dezintegracji czastek, co potwierdza mozliwos¢
izolowania VLDL przy zastosowaniu metody immunoprecypitacji (rozdzial 3.6)
lub ultrawirowania (rozdziat 3.8).

Nie stwierdzono zaleznosci zmian stezenia FL w VLDL na skutek dodania LP
od wyjsciowego skfadu lipidowego oraz zawartosci apoB 1 apoE w VLDL.
Obserwowano natomiast duza zmiennos¢ w potencjale réznych puli VLDL
do przyjmowania FL (ryc. 18). Mozliwe, ze na potencjat ten wptywaja wilasnosci
czastek VLDL. Lipoproteiny VLDL stanowia bowiem heterogenna grupe czastek,
w obregbie ktorej wyro6zni¢ mozna podfrakcje rézniace si¢ wielkoscia, gestoscia
1 zawartoscia apolipoprotein. Metoda ultrawirowania umozliwia rozdzielenie VLDL
na dwie glowne podfrakcje: VLDL, o stalej flotacji (S¢) 60 - 400 i VLDL,; o S¢ 20 - 60,
W poréwnaniu do VLDL, czastki VLDL, sa mniejsze, zawieraja wigcej CHE, mniej TG
1 charakteryzuja si¢ nizszym stosunkiem apolipoprotein wymienialnych (apoE i apoC)
do apoB [63]. U o0s6b zdrowych dominuje podfrakcja VLDL,. U o0so6b
z hipertriglicerydemia lub w przypadku insulinoopornosci dominuje podfrakcja
bogatych w TG VLDL, [17]. Dalsze badania przeprowadzone na VLDL izolowanych
z jednoimiennych surowic o réznym stezeniu lipidow oraz frakcjonowanie VLDL
na podfrakcje umozliwi ocen¢ wpltywu czynnikow odpowiadajacych za podatnosé
VLDL na przemiany pod wplywem egzogennych FL.

Na skutek reakcji z liposomami VLDL tracity apoE na rzecz liposomow
1 pozostatych produktow reakcji niezawierajacych apoB. Podczas 2-godzinnej inkubacji
w temperaturze 37°C, przy stosunku wagowym VLDLg :LPg. 1:30, VLDL tracity
srednio 27% swojej puli apoE (ryc. 18). Ten wynik jest zgodny z wynikami badan Guo,
ktory wykazat, ze apoE jest glowna apolipoproteina obecna w liposomach po inkubacji
VLDL z liposomami [27].
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Wzrost stezenia FL w VLDL korelowat ze stezeniem CHW 1 apoE traconych
przez VLDL podczas reakcji z liposomami (ryc. 20).

Zmiany w skladzie lipidowym i biatkowym VLDL wptywaly na ich wlasnosci
fizyczne, co przejawiatlo si¢ zmniejszeniem ruchliwo$ci elektroforetycznej czastek
(ryc. 21). Dla stosunku VLDLg:LPg. 1:30, po reakcji z liposomami, VLDL osiagaty
ruchliwos¢ elektroforetyczna 3 (tab. 12). Zmiang ruchliwosci elektroforetycznej czastek
obserwowana po wybarwieniu frakcji czernia sudanowa potwierdza immunodetekcja
apoB 1 apoE wykonana po transferze lipoprotein na btong PVDF, gdzie wyraznie widac,
ze frakcja zawierajaca apoB znajduje si¢ na wysokosci odpowiadajacej ruchliwosci B
(ryc. 21). Obecnos¢ apoE stwierdzono w szerszym zakresie — od punktu natozenia
do frakcji o ruchliwosci . Taki rozktad apolipoprotein po rozdziale elektroforetycznym
potwierdza, ze apoE zostaje uwolniona z VLDL 1 przemieszcza si¢ do frakcji
niezawierajacych apoB. Zmniejszenie ruchliwosci elektroforetycznej lipoprotein
na skutek reakcji z liposomami obserwowatl rowniez Mendez [55].

Po reakcji z liposomami VLDL uzyskiwaty ruchliwo$¢ B, charakterystyczna
dla B-VLDL wystepujacych u oséb z hiperlipoproteinemia typu III wg klasyfikacji
Fredricksona lub pojawiajacej si¢ u zwierzat karmionych dieta bogata w CH. Jednakze
B-VLDL zawieraja mniej TG 1 wigcej CHE w stosunku do fizjologicznych VLDL [6],
co nie odpowiada sktadowi VLDL uzyskanych po inkubacji z liposomami (ryc. 19).
Zmniejszenie ruchliwosci elektroforetycznej czastek nie jest wiec spowodowane
przeksztalceniem VLDL w aterogenne B-VLDL. Zmniejszenie ruchliwosci wynika tutaj
najprawdopodobniej ze zmniejszenia fadunku czastek na skutek spadku stezenia biatka
oraz zwigkszenia rozmiarOw czastek na skutek wzrostu zawartosci lipidow, czyli
wzrostu stosunku lipidy/biatko w lipoproteinach.

Zmiany sktadu lipidowego 1 biatkowego VLDL zalezaty od ilosci egzogennych
FL bioracych udziat w reakcji oraz od temperatury 1 czasu inkubacji.

Im mniej egzogennych FL bralo udziat w reakcji, tym zmiany obserwowane
w sktadzie VLDL byly mniejsze (ryc. 24). Dla stosunku wagowego VLDLpp:LPgp 1:5
1 1:15, VLDL przyjmowaty odpowiednio $rednio 4,2-krotnie 1 2,0-krotnie mniej FL
niz podczas inkubacji przy stosunku wagowym VLDLg:LPgp 1:30. Podczas inkubacji
przy zastosowaniu nizszych stosunkow wagowych FL utrata CHW przez VLDL
roOwniez byla mniejsza, cho¢ roznice tutaj obserwowane nie byly tak duze jak
w przypadku FL. W przypadku stosunku wagowego VLDLp :LPg 1:5 1 1:15, VLDL
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tracity $rednio o 35% 14% mniej CHW niz podczas inkubacji przy stosunku 1:30. CHW
ulegat bowiem uwolnieniu z VLDL do wyczerpania swojej puli. Proporcjonalnie
do zmian stezenia FL, w =zaleznosci od stosunku wagowego VLDLpp:LPgp,
obserwowano natomiast zmiany stezenia apoE w VLDL (ryc. 25). Srednia utrata
apolipoproteiny dla VLDLp:LPg 1:5 1 1:15 byta odpowiednio 3,6-krotnie 1 1,8-krotnie
nizsza niz dla VLDLp :LPg 1:30. Przy nizszym stosunku wagowym VLDLpp:LPpL
ruchliwos¢ elektroforetyczna VLDL byta wigksza niz dla stosunku 1:30, ale mniejsza
niz dla VLDL kontrolnych (ryc. 26), co potwierdza, ze zmiany stosunku FL/biatko
sa przyczyna zmniejszenia ruchliwosci czastek.

Zmiany VLDL zachodzace pod wplywem egzogennych FL =zalezaly takze
od temperatury inkubacji (ryc. 28). W temperaturze 37°C VLDL przyjmowaty $rednio
3-krotnie wigcej FL 1 tracity na rzecz liposomoéw i innych produktow reakcji srednio
3,7-krotnie wigcej CHW oraz prawie 2-krotnie wigcej apoE niz w temperaturze 4°C.
Wzrost catkowitego stezenia lipidow VLDL oraz wzrost udziatu lipidow materiatu
powierzchniowego obserwowano dla obu temperatur inkubacji. Dla obu temperatur
inkubacji obserwowano tez zmniejszenie ruchliwosci elektroforetycznej, a zmiana
ta byla tym wigksza, im wigksze zmiany w sktadzie VLDL nastapity na skutek reakcji
z liposomami (ryc. 30). O tym, ze reakcja lipoprotein z liposomami zachodzi takze
w niskiej temperaturze §wiadcza wynika badan Jiana, ktory po inkubacji FL z surowica
stwierdzil wzrost zdolnosci tej surowicy do usuwania CH z komorek, cho¢ zdolnos¢
ta po inkubacji w temperaturze 0°C byla nizsza niz po inkubacji w temperaturze 37°C
[36].

Dla obu temperatur inkubacji transfer FLL. do VLDL oraz CHW 1 apoE z VLDL
byt najefektywniejszy w poczatkowym okresie inkubacji, w ciagu S5 minut
od rozpoczgcia reakcji (ryc. 32). W przypadku inkubacji w temperaturze 37°C
dla transferu FL 1 apoE mozna wyr6zni¢ dwie fazy reakcji. Pierwsza, w poczatkowym
okresie reakcji (do 5 minuty), gdzie szybkos¢ transferu sktadnikéw byta wysoka 1 druga
faz¢ — od 5 do 120 minuty, gdzie transfer nastgpowat, ale jego szybko$¢ utrzymywata
si¢ na wzglednie statym poziomie 1 byla $rednio 7,2-krotnie nizsza dla FL 1 7,9-krotnie
nizsza dla apoE niz w poczatkowym okresie reakcji (ryc. 32). Dla CHW rowniez mozna
wyr6zni¢ fazg szybkiego transferu w pierwszym etapie reakcji, natomiast w drugim
okresie nie obserwowano statej szybkos$ci reakcji, a jej spadek. Przyczyna tego byto

wyczerpywanie puli CHW w VLDL. Po 120 minutach inkubacji nie obserwowano
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juz transferu CHW do liposomoéw 1 produktow reakcji (ryc. 32). Dla temperatury
inkubacji 4°C transfer FL, CHW 1 apoE stwierdzono tylko w poczatkowym okresie
reakcji - do 5 minuty inkubacji. Zmiana ruchliwos$ci elektroforetycznej czastek VLDL
w obu temperaturach nastgpowata juz po 5 minutach inkubacji VLDL z liposomami
1 nie stwierdzono, aby dluzszy czas inkubacji wptywal na ten parametr (ryc. 33).
Mozliwe jest, ze pierwsza, szybka faza reakcji zachodzi blyskawicznie po zmieszaniu
sktadnikow 1 trwa ona krocej niz 5 minut. Bardzo szybka reakcj¢ liposoméw
z lipoproteinami osocza obserwowali tez inni badacze [27, 99].

Oddzialywanie pomiedzy VLDL 1 liposomami posiada wiele cech
charakterystycznych dla interakcji obserwowanej pomiedzy HDL i liposomami. Naleza
do nich: wzrost zawartos$ci FL, spadek zawartosci CHW, utrata apolipoprotein oraz brak
wplywu obecnosci liposoméw na zawarto$¢ lipidow rdzenia lipoprotein (TG 1 CHE)
[73, 84, 98], wystepowanie korelacji migdzy wzrostem zawartosci FL a spadkiem
zawarto$ci sktadnikow (CHW 1 apo) w lipoproteinach po reakcji z liposomami [98],
wzrost stosunku FL/bialko w lipoproteinach [36], zalezno$¢ obserwowanych zmian
w sktadzie 1 wlasnos$ciach lipoprotein od temperatury i czasu inkubacji [27], jak rowniez
wzrost zawartosci FL w lipoproteinach zalezny od dawki egzogennych FL [98]
1 dwufazowy przebieg reakcji transferu FL do lipoprotein w temperaturze 37°C [99].
Mozna zatem postawi¢ hipotezg, ze w interakcji liposomow z roéznymi klasami
lipoprotein udziat odgrywaja podobne mechanizmy.

Transport FL z liposoméw do lipoprotein osocza wynika z transferu
spontanicznego opartego na oddziatywaniu fizykochemicznym czastek oraz
z oddziatywania PLTP [99]. W osoczu PLTP zwiazana jest glownie z lipoproteinami
zawierajacymi apoAl. Niewielka aktywno$§¢ PLTP (3 + 2% aktywnosci calkowitej)
stwierdzono natomiast we frakcji VLDL+LDL, wyizolowanej metoda chromatografii
sitowej [11]. W VLDL wuzyskanych metoda ultrawirowania obecnosci PLTP
nie stwierdzono, najprawdopodobniej ze wzgledu na utrate biatka z powierzchni
lipoprotein podczas ultrawirowania i1 jego przemieszczenie si¢ do frakcji o gestosci
powyzej 1,21 g/ml [61]. Obserwowano to jednak po zastosowaniu dlugiego czasu
wirowania (kilkanascie godzin), podczas gdy w przeprowadzonych badaniach
zastosowano ,bardzo szybka metodg ultrawirowania”, gdzie nie obserwuje sig
znamiennych ro6znic w stezeniu biatka w lipoproteinach po ultrawirowaniu [66].
Nie mozna wigc wykluczy¢ §ladowej obecnosci PLTP i jego wptywu na transfer FL,
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ale najprawdopodobniej wielko§¢ obserwowanych zmian w sktadzie VLDL na skutek
inkubacji z liposomami wynika ze spontanicznego transferu FL. Zaréwno transfer
spontaniczny FL, jak i transfer PLTP-zalezny, zalezy od temperatury, co tlumaczy
roéznice obserwowane w sktadzie VLDL po inkubacji mieszaniny reakcyjnej w roznej
temperaturze [46, 65].

Z prezentowanych doswiadczen wynika, ze inkubacja VLDL z liposomami
lecytynowymi skutkuje duzymi zmianami w skfadzie VLDL, ktore wplywaja
na wiasnosci tych czastek (rozdzial 4.1 — 4.4). Inni badacze, opisujac oddziatywanie
lipoprotein z liposomami w S$rodowisku surowicy, wskazuja natomiast przede
wszystkim na zmiany w skladzie HDL. Cho po wstrzyknigciu liposomow krolikom
stwierdzil asymilacje dimirystoilofosfatydylocholiny glownie do HDL 1 tylko
w niewielkim stopniu do VLDL i LDL [12]. Inni, prowadzacy badania in vitro i in vivo,
rowniez podkreslaja asymilacj¢ FL 1 zmiany gltownie w obrebie HDL [28, 83, 84].
Poréwnujac natomiast wyniki badan oddziatywania z liposomami HDL i1 VLDL
w ukladach izolowanych, zmiany jakos$ciowe, obserwowane dla obu typow lipoprotein,
sa analogiczne. Trudno natomiast porownywaé¢ wplyw oddzialywania liposoméw
na HDL i VLDL pod wzgledem ilosciowym, poniewaz praktycznie niemozliwa jest
standaryzacja warunkow takiego doswiadczenia. Z czastkami HDL zwiazane jest PLTP,
a na transfer spontaniczny wptyw ma nie tylko sklad 1 st¢zenie czastek bedacych
donorami FL, ale rowniez sklad i1 stezenie akceptorow [65]. Aby moc pordwnac
efektywnos¢ VLDL 1 HDL jako akceptorow FL, powinny wigc by¢ zachowane podobne
warunki zarowno dla transportu PLTP-zaleznego, jak 1 transferu spontanicznego, a wigc
zblizone prawdopodobienstwo zderzen migdzy liposomami a lipoproteinami
oraz pordwnywalne st¢zenie FL i1 apolipoprotein w lipoproteinach. Biorac pod uwage
znacznie wigkszy rozmiar czastek, a mniejsza zawartos¢ FL 1 biatek w VLDL
niz w HDL (tab. 1), nie wydaje si¢ to mozliwe [46].

Jest jednak bardzo prawdopodobne, ze mniejsze zmiany w skladzie VLDL
obserwowane po reakcji z liposomami w pelnej surowicy niz obserwowane w uktadzie
izolowanym, wynikaja z dalszych oddziatywan, ktorym podlegaja lipoproteiny
w obecnosci biatek, np. FL z VLDL sa przenoszone do HDL na skutek dzialania PLTP
[85]. Potwierdza¢ to moga rowniez pilotazowe badania prowadzone w Zaktadzie
Chemii Klinicznej GUMed, w ktorych VLDL zmodyfikowane na skutek oddziatywania
z liposomami inkubowano z HDL w obecnosci biatek surowicy. Na skutek tej inkubacji
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VLDL ,oddawaly” do HDL FL pozyskane z Iliposomow, a ich ruchliwos¢
elektroforetyczna zwigkszata si¢ i osiagata po reakcji ruchliwos¢ prep (doswiadczenia
w toku, nieprezentowane w pracy).

Oprocz zmian w skladzie i1 wlasnosciach VLDL, reakcja z liposomami
skutkowata powstawaniem nowych czastek lipoproteinowych. Williams w swojej
pracy, po inkubacji B-VLDL krolika z liposomami i rozdziale sktadnikow za pomoca
chromatografii adsorpcyjnej z wykorzystaniem hydroksyapatytu, wykazat powstawanie
dwoéch roznych populacji czastek, ktore nie zawieraly apoB, natomiast zawieraty CHW
1 bialko pochodzace z VLDL, glownie apoE [92]. Na zdjeciach z mikroskopu
elektronowego heterogenna populacje czastek powstala na skutek inkubacji VLDL
z liposomami zaobserwowat rowniez Guo [27]. W doswiadczeniach wykonanych
w ramach prezentowanej pracy, rozdzial produktéw reakcji przeprowadzono metoda
ultrawirowania, stosujac jako kryterium rozdzialu gesto$¢ czastek (rozdzial 3.8).
Rozdzial przeprowadzono dla prob inkubowanych 2 godziny w temperaturze 37°C,
przy stosunku wagowym VLDLp;:LPrp 1:30, gdzie zaobserwowano najwigksze zmiany
w sktadzie lipoprotein VLDL po reakcji z liposomami (ryc. 24, ryc. 25).

W pierwszym etapie oddzielano metoda ultrawirowania lipoproteiny VLDL.
Prawidlowos$¢ rozdziatu VLDL od liposomow 1 innych produktéw reakcji potwierdza
zgodnos¢ procentowa zawartosci sktadnikow frakeji I 1 II+1II w stosunku do rozdziatu
sktadnikow mieszaniny reakcyjnej metoda immunoprecypitacji (tab. 10), brak
obecnosci apoB we frakcji II 1 11T oraz ruchliwos¢ elektroforetyczna B frakcji I (ryc. 34),
odpowiadajaca ruchliwosci VLDL w mieszaninie reakcyjnej VLDLALP (ryc. 21).

Po oddzieleniu VLDL, roztwér liposoméw 1 produktéw reakcji doprowadzano
do gestosci 1,063 g/ml i wirowano, uzyskujac dwie frakcje, o ggstosci powyzej i ponizej
1,063 g/ml. We frakcji II, o gestosci ponizej 1,063 g/ml, znajdowaly si¢ czastki
o duzych s$rednicach, ktore nie migrowaty w zelu poliakrylamidowym 2 - 25%. Byty to
liposomy, ktore zawieraty FLL oraz CHW 1 apoE pozyskane z VLDL (tab. 18). Obecnos¢
liposomow zawierajacych apoE oraz CHW po reakcji z VLDL stwierdzit réwniez Guo
[27]. Mendez stwierdzil obecnos¢ apoE, CHW 1 apoAl w liposomach w ukladzie in
vivo, po wstrzyknigciu liposomoéw lecytynowych krolikom [55]. We frakcji 11, oprocz
liposomow, ktore pozyskaty apoE 1 CHW z VLDL, najprawdopodobniej znajdowaly si¢
rowniez liposomy, ktore w reakcji nie wzigty udziatu. O obecnosci tych dwoch grup
czastek moga $wiadczy¢ rozdziaty elektroforetyczne mieszanin VLDL+LP w zelu
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agarozowym, w ktorych po wybarwieniu frakcji za pomoca czerni sudanowej mozna
zaobserwowac¢ obecnos¢ lipidow obecnych we frakcjach poruszajacych si¢ zarowno
w strong¢ anody (+), jak 1 katody (-). Immunodetekcja apoE dla tej samej probki
wykazywata natomiast obecno$¢ biatka tylko w czastkach przemieszczajacych sig
od punktu natozenia w kierunku anody (ryc. 21). Dokladna ocena ilosci liposomow,
ktore pozyskaty CHW i apoE z VLDL oraz ilosci liposomow, ktore nie braty udzialu
w reakcji w zastosowanych warunkach inkubacji, wymaga rozdziatu sktadnikow frakcji
I  z wykorzystaniem innych metod analitycznych, np. chromatografii
immunopowinowactwa z przeciwciatami anty apoE.

Gestos¢ wyizolowanej frakeji 11 w zakresie 1,006 — 1,063 g/ml, jej ruchliwos¢
elektroforetyczna (ryc. 34) oraz zawarto§¢ CHW, FL i bialka odpowiada wtasnosciom
czastek LpX, obecnych w osoczu o0sob z niedoborem LCAT lub w przypadku
cholestazy. LpX to frakcja lipoprotein o gestosci 1,019 — 1,063 g/ml 1 wielkosci czastek
30 - 70 nm. Zbudowana jest giownie z FL (60%) 1 CHW (30%) oraz apolipoprotein
(6%). Zawiera $§ladowe ilosci CHE 1 TG. Czastki LpX nie zawieraja apoB, natomiast
zawieraja apolipoproteiny wymienialne: apoE, apoC i apoAl [60, 93]. Stwierdzono,
ze czastki LpX tworza si¢ w osoczu po dozylnym podaniu bogatego w FL 1 TG
Intralipidu lub po dozylnym podaniu FL. Sa one nazywane réwniez ,lipoproteinami
pecherzykowymi”, poniewaz wodny rdzen czastek otoczony jest przez podwojna
warstwe¢ tworzona przez FL 1 CHW, w ktorej znajduja si¢ zaadsorbowane
apolipoproteiny. Uwaza sig, ze powstawanie ,,lipoprotein pgcherzykowych” moze by¢
zwigzane z przeciwmiazdzycowym dziataniem liposomow [93]. Wykazano, ze infuzja
Intralipidu, mimo obserwowanej w osoczu hiperlipidemii, prowadzi do zmniejszenia
wychwytu 1 degradacji komorkowej LDL oraz do zwigkszenia efektywnos$ci usuwania
CH komorkowego [4]. Abe stwierdza, ze hiperlipidemia indukowana przez dozylna
infuzj¢ lipidow nie musi wywotywa¢ dziatania proaterogennego, a wrgcz przeciwnie,
moze mie¢ skutek przeciwmiazdzycowy [1]. Zmniejszenie komorkowego wychwytu
aterogennych  lipoprotein  zawierajacych apoB  odbywa si¢ na  drodze
wspolzawodniczenia ,lipoprotein pgcherzykowych” z tymi lipoproteinami o miejsce
wiazania z receptorami, co wykazat Williams. Stwierdzil on, ze liposomy podane
krélikom, po pozyskaniu apoE z lipoprotein blokuja receptorowy wychwyt B-VLDL
przez komoérki makrofagow [92]. Chang wykazat natomiast, ze LpX moga zmniejszac
aterogenno$¢ frakcji LDL poprzez zmniejszanie ich podatnos$ci na utlenianie [10].
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Obserwowane wigc w tej pracy pozyskiwanie apoE z VLDL przez liposomy i tworzenie
frakcji o wilasnosciach ,lipoprotein pgcherzykowych” moze by¢ jednym
z mechanizméw przeciwmiazdzycowego oddziatywania liposomow.

We frakcji III, o gestosci powyzej 1,063 g/ml charakterystycznej dla HDL,
stwierdzono obecno$¢ czastek zawierajacych FL i1 apoE, wykazujacych ruchliwos¢
elektroforetyczng y lub prefp w polu elektrycznym 1 posiadajacych wielkos¢
umozliwiajaca migracj¢ w zZelu poliakrylamidowym 2 - 25% (tab. 18, tab. 13, ryc. 22,
ryc. 23). Czastki te nie zawieraty wykrywalnej ilosci CH, podobnie jak czastki pref3-
HDL, izolowane przez Hajj Hassana po inkubacji surowicy z liposomami [28]. Mozliwe
jednak, ze czastki te zawieraja bardzo mata ilo§¢ CH, jak to stwierdzono dla frakcji
preB-HDL po jej wyizolowaniu za pomoca metody precypitacyjnej z wykorzystaniem
heparyny i chlorku wapnia [97].

Stezenie nowo powstatych czastek bylo bardzo niskie, a ich obecnos¢
wykrywalna dopiero po zaggszczeniu frakcji w stosunku do VLDL co najmniej
10-krotnym. Nawet po zageszczeniu frakcja nie byla widoczna po wybarwieniu
na obecno$¢ lipidow czernia sudanowa, a ocena wielkosci 1 ruchliwosci
elektroforetycznej czastek byta mozliwa dopiero po immunodetekcji apoE na blonie
PVDF.

Czastki lipoproteinowe obecne we frakcji III odpowiadaty ruchliwos$cia
1 wielkoscia czastkom obserwowanym w mieszaninie reakcyjnej, poddanej rozdzialowi
2D-PAGE bezposrednio po zakonczeniu inkubacji VLDL z liposomami (tab. 19).
Powstawanie nowych czastek nie bylo tez skutkiem zastosowania uktadu izolowanego
dla VLDL, bez obecnosci innych sktadnikoéw surowicy, poniewaz inni badacze
obserwowali powstawanie y-LpE podczas inkubacji liposomow z surowica [28, 40].

Nie mozna jednak zaprzeczyC, ze ultrawirowanie sekwencyjne, zastosowane
do wyizolowania frakcji III, wptyneto na wielko$¢ czastek. Bytly one po ultrawirowaniu
nieznacznie wigksze od czastek obserwowanych w pelnych mieszaninach reakcyjnych
1 trudniej bylo rozrézni¢ poszczegdlne populacje (tab. 19, ryc. 35). Bardziej wiarygodna
oceng wielkosci 1 ruchliwos$ci czastek LpE zapewnia wigc ocena rozdziatlow 2D-PAGE
pelnej mieszaniny inkubacyjnej (tab. 13, ryc. 22, ryc. 23), poniewaz na wielkos¢ czastek
nie wptywaja dodatkowe etapy analizy, a w zelu poliakrylamidowym 2 - 25% VLDL

1 liposomy, ze wzgledu na swoja wielko$¢, nie migruja.
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Stwierdzono, ze na skutek reakcji VLDL z liposomami powstawaly nowe
czastki lipoproteinowe o ruchliwosci elektroforetycznej y lub y 1 prep, o srednicach
od 8,58 nm do 22,07 nm dla czastek o ruchliwosci y 1 od 9,9 nm do 21,08 nm
dla czastek o ruchliwosci pref (tab. 13). Wielkos¢ i ruchliwo$s¢ nowo powstalych
czastek odpowiadata wielkosci i ruchliwosci czastek LpE, obserwowanych w surowicy
[39, 42]. Krimbou wykazal wystegpowanie w surowicy heterogennej populacji czastek
LpE o ruchliwosci elektroforetycznej v i pref3 oraz niewielkiej populacji o ruchliwosci o
(rycina 6). W obrebie populacji o danej ruchliwosci elektroforetycznej wyr6znit on
podfrakcje o roznej wielkosci. Obserwowat wystepowanie w surowicy 5 podfrakcji
czastek o ruchliwosci y: od najmniejszych ys-LpE o $rednicy czastek wynoszacej 9,9 nm
do najwigkszych y,-LpE o $rednicy 16,4 nm. Najwigksza ilosciowo frakcje stanowita
v2-LpE o $rednicy 13,3 nm [42]. W doswiadczeniach przeprowadzonych w ramach
prezentowanej pracy najczesciej obserwowano powstawanie populacji czastek
o ruchliwos$ci y, o medianie dla $rednic 13,66 nm (tab. 13). Mediana dla najmniejszych
czastek wyniosta 9,25 nm 1 byta zblizona do wielkosci ys-LpE. W przypadku populacji
najwigkszych czastek obserwowanych w rozdziatach, mediana dla $rednic wyniosta
18,2 nm, co jest wartoscia wyzsza od $redniej wielko$ci wyznaczonej przez Krimbou
dla vy;-LpE. Mozna byloby przypuszcza¢, ze te najwigksze czastki to mate,
niezdezintegrowane liposomy, ktére pozyskaly apoE, jednakze podobne czastki
obserwowano po rozdziale elektroforetycznym frakcji III, gdzie liposomy nie byly
obecne (tab. 19). Ponadto obserwujac rozdzial dla y-LpE w pelnej surowicy, uzyskany
przez Krimbou, mozna zauwazy¢, ze czastki wystepuja w postaci szerokiego pasma,
obejmujacego rowniez lipoproteiny o $rednicach wigkszych niz 17 nm (rycina 7) [42].
Dla populacji czastek o ruchliwosci pref Krimbou obserwowat 5 lub 6 podfrakcji
o wielkosci od 9,0 do 18,5 nm [41]. W prezentowanej pracy rowniez obserwowano
powstawanie heterogennych populacji czastek, o modalnych $rednicach w zakresie
0d 9,9 do 21,08 nm (tab. 13).

Obserwowane przez Krimbou rozktady podfrakcji y-LpE 1 preB-LpE, obecnych
w surowicy, roznity si¢ osobniczo [41]. W przeprowadzonych badaniach dla ré6znych
puli VLDL rowniez obserwowano powstawanie heterogennych populacji czastek,
o r6znej ruchliwosci 1 wielkos$ci (tab. 13). Krimbou w 25-33% badanych probek osocza

nie stwierdzit wykrywalnej ilosci y-LpE przy zastosowanych przez niego warunkach
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detekcji [42]. Podobnie w prezentowanej pracy, w 4 z 17 (24%) przeprowadzonych
doswiadczen nie stwierdzono wykrywalnej iloci nowo powstajacej frakcji LpE. Na tym
etapie badan nie udalo si¢ wykaza¢, jakie czynniki decydowatly o tym, czy powstawaty
czastki o ruchliwosci elektroforetycznej v, czy o ruchliwosci vy 1 pref oraz jakie czynniki
decydowaty o ilosci powstajacej frakcji. Mozna jednak wnioskowaé, ze potencjat
VLDL do tworzenia LpE jest r6zny. Ocena wptywu czynnikow decydujacych o jakosci
1 ilosci powstajacych czastek wymaga dalszych badan, przeprowadzonych na VLDL
izolowanych z jednoimiennych surowic.

Stosunek wagowy VLDLg:LPrp, w mieszaninie reakcyjnej nie wplywat
na rodzaj powstajacych czastek LpE, ale wplywatl na ich ilo$¢ (tab. 15, ryc. 27). Wzrost
stezenia y-LpE w surowicy zalezny od dawki liposomow lecytynowych stwierdzit
Krimbou [40]. Analogiczna sytuacje zaleznosci od dawki egzogennych FL stwierdzono
dla powstawania frakcji pref-HDL podczas inkubacji HDL z liposomami [98]. W
przeprowadzonych badaniach nie stwierdzono natomiast wplywu temperatury ani na
ilos¢, ani na jakos$¢ powstajacych czastek LpE (tab. 17, ryc. 31).

Mozna wigc stwierdzi¢, ze jakos$¢ 1 iloS¢ powstajacych czastek zalezata
od VLDL bioracych udziat w reakcji, ilos¢ egzogennych FL wptywata na ilos¢
powstajacych czastek, a temperatura inkubacji mogta ewentualnie wptywac na szybkos¢
tworzenia nowej frakcji lipoprotein, cho¢ obecno$¢ nowych czastek LpE stwierdzono
juz po S-minutowej inkubacji w obu temperaturach, czyli po pierwszej, ,,szybkiej” fazie
oddziatywania VLDL z liposomami (wyniki nieprezentowane w pracy).

W obrebie nowo powstatej frakcji lipoprotein stwierdzono wystgpowanie apoE
jako jedynej apolipoproteiny pozyskanej z VLDL (ryc. 36). ApoE wystgpowata
w postaci monomeru (ryc. 37). Podobnie, Krimbou w LpE surowicy stwierdzit
wystegpowanie apoE w formie monomeru 1 uwaza on, ze ta forma moze reprezentowac
biologicznie aktywna forme wymienialnej apoE [39]. Peters-Libeu rowniez stwierdzit,
ze w czastkach zbudowanych z dimirystoilofosfatydylocholiny i apoE wystepuja
co najmniej 2 czasteczki apolipoproteiny w formie monomeru, a Garai wykazat,
ze dysocjacja oligomerow do monomerdéw jest niezbedna do uzyskania wysokiego
powinowactwa i1 oddziatywania apoE z czastkami zbudowanymi z FL [22, 64].

W przeprowadzonych doswiadczeniach $rednie stgzenie apoE w nowo powstalej
frakcji wyniosto 0,2 mg/l. Warto$¢ ta odpowiada stezeniu apoE obecnej w y-LpE
w surowicy ludzkiej, ktore wynosi 0,1 - 1,0 mg/1[42].
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Odmiennie jednak od LpE izolowanej z surowicy, nowo powstata frakcja
posiadata gestos¢ w zakresie charakterystycznym dla HDL (1,063 < d < 1,21 g/ml),
a nie VHDL (d > 1,21 g/ml). Wplyna¢ na to mogl wysoki stosunek FL:biatko
w izolowanych czastkach.

Drogi przemian y-LpE w osoczu nie sa doktadnie poznane [34]. W pracy
oceniono wigc rowniez, czy nowo powstata frakcja lipoprotein zawierajaca apoE moze
oddziatywa¢ z dojrzalymi lipoproteinami HDL, wystepujacymi w srodowisku biatek
surowicy. W tym celu frakcje IIl, zawierajaca czastki o ruchliwosci y, inkubowano
z HDL przez 2 godziny w temperaturze 37°C. Po zakonczeniu inkubacji
nie obserwowano juz frakcji lipoprotein o ruchliwosci y (ryc. 38C). Stwierdzono
natomiast wystgpowanie frakcji o ruchliwosci prep oraz frakcji o ruchliwosci o,
ale o s$rednicach wigkszych niz dla natywnych HDL (ryc. 38). Te obserwacje
potwierdzaja, ze nowo powstala frakcja oddziatuje z lipoproteinami HDL. Huang
obserwowat szybkie przesunigcie CH znakowanego z vy-LpE do lipoprotein
o ruchliwosci a [35]. Krimbou stwierdzit szybki spadek stezenia y-LpE na skutek
inkubacji osocza w temperaturze 37°C, a spadek ten nie zalezat od obecnosci LCAT,
CETP i1 LPL [42]. Mozliwe wigc, ze za oddzialywanie LpE z HDL odpowiada PLTP.
Taka tez¢ moga wspiera¢ wyniki badan Settasatiana, ktory wykazal, ze PLTP
uczestniczy w przebudowie sferycznych rHDL zawierajacych apoE, a przemiany te
nie prowadza do dysocjacji apoE [78]. Podobnie w prezentowanej pracy
nie obserwowano powstawania czastek o mniejszych S$rednicach na skutek
oddzialywania nowo powstatych czastek z HDL. Z drugiej strony von Eckardstein
nie wykazal, aby inkubacja osocza w obecnosci lub bez PLTP miata wpltyw na
przemiany czastek HDL-apoE [90]. Dalsze badania, w ktorych zostanie
przeprowadzona inkubacja frakcji I1II z HDL w obecnosci PLTP 1 po zahamowaniu
aktywnosci tego biatka, pozwola wiec wykaza¢ jego wplyw na obserwowane
przemiany.

Nasuwa si¢ pytanie, czy nowo powstate czastki LpE, podobnie do osoczowych
v-LpE, beda zdolne do odbioru CH z komorek tkanek obwodowych. Ze wzgledu
na sktad tych lipoprotein mozna przypuszczaé, ze moga by¢ one efektywnym
akceptorem CH komorkowego. Obecno$¢ apoE umozliwia oddziatywanie z receptorami
komorkowymi, a FL jako skladnik cholesterolofilowy 1 substrat dla LCAT moze
zwigksza¢ efektywnos¢ odbioru CH i jego estryfikacig.
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Mechanizm, na drodze ktérego osoczowe y-LpE odbieraja CH z komorek,
nie jest znany. Malo prawdopodobne, aby proces ten zalezat od oddziatywania
z biatkiem ABCAI, poniewaz z ABCA1 oddziatuje wolna lub ubogolipidowa apoE.
v-LpE jest natomiast lipoproteina o wysokiej zawartosci FL. Przypuszcza sig,
ze osoczowe Y-LpE uczestnicza w procesie dyfuzji pasywnej, ale wydaje sig,
ze mozliwym byloby tez oddziatywanie z receptorami ABCG1 lub SR-B1 [28].

Podsumowujac, przeprowadzone badania wnosza istotny wkiad w poznanie
mechanizméw oddziatywania liposomow lecytynowych z lipoproteinami osocza.
Wykazuja one, ze oddziatywanie liposomow lecytynowych z lipoproteinami VLDL
prowadzi do powstawania nowych populacji czastek o potencjalnych wlasnosciach
przeciwmiazdzycowych. Tworzenie nowych populacji lipoprotein HDL zawierajacych
apoE o wielkosci 1 ruchliwos$ci odpowiadajacej wystepujacym w osoczu czastkom
HDL-LpE moze odgrywac istotna rol¢ w zwigkszeniu puli akceptorow cholesterolu
komorkowego. Tworzenie lipoprotein o wiasnosciach ,lipoprotein pecherzykowych”
moze potencjalnie odgrywac role w blokowaniu komoérkowego wychwytu lipoprotein

proaterogennych.
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. Oddziatywanie VLDL z liposomami lecytynowymi prowadzi do zwigkszenia
zawartosci fosfolipidow 1 spadku zawartosci cholesterolu wolnego oraz apoE
w VLDL, co skutkuje zmniejszeniem ruchliwosci elektroforetycznej VLDL.
Wielko§¢ zmian w skfadzie 1 wlasnosciach VLDL =zalezy od warunkow

inkubacji: ilosci egzogennych fosfolipidow, temperatury i czasu inkubacji.

. Oddziatywanie VLDL z liposomami lecytynowymi jest zrédlem powstawania
czastek o skladzie (FL, CHW 1 apo) i ruchliwosci elektroforetycznej 7,
charakterystycznych dla ,lipoprotein pecherzykowych”, obserwowanych

po dozylnej infuzji FL.

. Na skutek oddziatywania VLDL 2z liposomami lecytynowymi powstaja
heterogenne populacje nowych czastek lipoproteinowych zawierajacych apoE
jako jedyny sktadnik biatkowy (LpE), o gestosci odpowiadajacej gestosci HDL,
charakteryzujace si¢ ruchliwoscia elektroforetyczna vy, o wielkosci od 8,58 nm
do 22,07 nm oraz o ruchliwosci elektroforetycznej pref 1 wielkosci od 9,9 nm

do 21,08 nm.

. Nowo powstate czastki LpE oddziatuja z HDL w $rodowisku biatek surowicy,
co skutkuje przemiana 1 powstawaniem czastek HDL o ruchliwosci
elektroforetycznej pref i a, o srednicach wigkszych od obserwowanych dla HDL

przed reakcja.
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