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Loss of pancreatic -cell mass and function is the ulti-
mate step in the pathogenesis of diabetes mellitus  type 2 
(1). Disturbed insulin secretion, high concentrations of 
glucose or FFAs, and other factors can lead to ER stress 
and, as the consequence, -cell apoptosis (2–5). ER stress is 
a protective mechanism involving chaperones to assist re-
folding and degradation of unfolded proteins. In the case 
of sustained and extreme ER stress, the apoptotic mediator 
C/EBP homologous protein (CHOP) promotes cell death 
by decreasing B-cell lymphoma (Bcl)-2 expression (2, 6).
HDLs promote the survival of different cell types. In pan-

creatic -cells, HDL inhibits pro-apoptotic effects of native 
and  oxidized LDLs,  interleukin  (IL)-1,  FFAs,  tunicamy-
cin, or thapsigargin (TG) (7). The underlying mechanisms 
and receptors are unknown. However, they could help to 
explain the inverse association between plasma HDL-cho-
lesterol  and  the  risk  of  incident  diabetes,  which  was  ob-
served in both epidemiological and genetic studies (8, 9) as 
well  as  the  opposite modulation  of  glucose  tolerance  in 
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genetic  mouse  models  with  HDL  deficiency  versus  high 
HDL-cholesterol (10).
Cellular effects of HDL have been explained by two prin-

cipal  concepts. One model highlights direct  and  specific 
interactions between HDL-bound agonists and cellular re-
ceptors (11, 12). The other model emphasizes the impor-
tance of HDL-induced  cholesterol  efflux  via ABCA1 and 
ABCG1, which primarily alter cellular cholesterol homeo-
stasis and, secondarily, cell function and survival (11, 13). 
The quantity of cellular cholesterol determines the activity 
of  transcription  factors,  such  as  SREBPs  and LXRs  (14). 
The crucial role of both SREBP2 and LXRs as well as their 
most  prominent  target  genes,  namely  the  LDL  receptor 
and the mentioned ABC transporters,  respectively,  for -
cell function and hence glucose homeostasis have been 
demonstrated in -cell-specific knockout mice (15–18). Al-
terations in the subcellular distribution of cholesterol also 
modulate the activity of membrane-bound proteins. A re-
cently elaborated example is the interaction of the hedge-
hog  (Hh)  signaling  molecules  Smoothened  (SMO)  and 
Patched 1 (PTCH1): Depending on the distribution of cho-
lesterol between the inner and outer leaflets of the plasma 
membrane,  either  SMO or  its  inhibitor  PTCH1  is more 
active (19). Hh signaling plays an  important role  in pan-
creas development as well as regulation of insulin produc-
tion and cytokine-induced apoptosis of -cells (20, 21).
In  the present  study, we aimed  to unravel  the mecha-

nism by which native HDL  as  well  as mimetics  of HDL, 
such as CSL-111, which was previously found to improve 
glycemia  in diabetic  patients  (22),  inhibit  ER  stress  and 
subsequent apoptosis of pancreatic -cells induced by TG, 
which is a sarco/ER Ca2+-ATPase inhibitor that induces ER 
calcium depletion  (23,  24). By using  the  rat  insulinoma 
cell  line INS1e, we show that the cytoprotective effect of 
HDL in -cells involves the generation and efflux of spe-
cific  oxysterols  by  cytochrome P450  (CYP)  enzymes  and 
ABC transporters, respectively, and the subsequent activa-
tion of SMO by these oxysterols to elicit the nuclear trans-
location of its downstream target, namely, glioma-associated 
oncogene  (GLI-1),  a member  of  the  zinc-finger  protein 
family (25).

MATERIALS AND METHODS

Cell culture
Rat pancreatic -cell line INS1es (26), generated and provided 

by Prof. C. Wollheim (27), were cultured in RPMI-1640 medium 
(R8758-500ML, Sigma-Aldrich, St- Louis, USA) with 5% fetal bo-
vine  serum  (F7524,  Sigma-Aldrich),  100U/ml  of  penicillin  and 
100ug/ml  streptomycin  (P0781,  Sigma-Aldrich),  1 mM Sodium 
Pyruvate  (S8636-100ML,  Sigma-Aldrich),  10 mM HEPES Buffer 
(H0887, Sigma-Aldrich) and 0.0004% 2-Mercaptoethanol (Fluka 
63689, Fluka, Steinheim, Germany) at 37°C in a humidified 5% 
CO2, 95% air incubator.

Isolation of LDL and HDL and preparation of 
reconstituted HDL
LDL (1.006 < d < 1.063 g/ml) and HDL (1.063 < d < 1.21 g/ml) 

were isolated from fresh human plasma of normolipidemic blood 

donors by  sequential ultracentrifugation  as described previously 
(28, 29). ApoA-I was isolated from HDL by fast-performance LC 
(FPLC) (30). For functional validation of our candidate lipids, 
reconstituted HDLs (rHDLs) were produced by the use of the 
cholate dialysis method  (31,  32).  rHDLs  consist  of  apoA-I  and 
dioleoyl phosphatidylcholine (DOPC; 850375; Avanti Polar Lip-
ids) in a molar ratio of 1:100 with or without the sterol of interest. 
The 7-hydroxycholesterol (OHC) (Avanti Polar Lipids; 700034), 
7-OHC  (Avanti  Polar  Lipids;  700035),  24(R,S)-OHC  (Sigma; 
#SML1648), or 25-OHC (Avanti Polar Lipids; 700019) were  in-
cluded at  two different molar  ratios  relative  to apoA-I, namely, 
0.01 and 0.001, which mimic the lower and upper concentra-
tion range of oxysterols in HDL. Cholesterol (Sigma; C8667) was 
included at three different molar ratios relative to apoA-I, which 
either reflect the situation in native HDL (10) or mimic the con-
centrations  of  oxysterols  (0.01  and  0.001).  CSL-111,  was  kindly 
provided by CSL Behring (King of Prussia, PA). This HDL mi-
metic contains an apoA-I-rich plasma protein fraction and phos-
phatidylcholine derived from soybean. It is the prototype version 
of CSL-112 developed for the treatment of atherosclerotic car-
diovascular  disease  (33,  34).  Interestingly,  infusion  of CSL-111 
was previously shown to improve glycemia in patients with dia-
betes (22).

siRNA transfection
Abca1  (M-092371-01-0005), Smo (L-089918-02-0005), Ptch1 (L-

095232-02-0005),  Indian Hh  (Ihh)  (L-084006-02-0005), Cyp46a1 
(L-10000-02-0010), and Ch25h (#L-085924-02-0010) were silenced 
by forward transfection with Dharmacon ON-TARGETplus siRNA 
oligonucleotides  (Dharmacon,  Lafayette,  CO).  D-001810-10-05 
was used as the nonsilencing control. Microsynth siRNA oligonu-
cleotides were used to target scavenger receptor BI (Scarb1) (5′-
GCA GCA GGU GCU CAA GAA U dTdT-3′) and Abcg1 (5′-UGA 
AUA UUC UGG CGG GAU A dTdT-3′) with 5′-AGA GCU UAU 
CCC UCG GUU GUG UCG U dTdT-3′ as the nonsilencing con-
trol. Ambion Silencer Select and Life Technologies siRNA oligo-
nucleotides were used to target 24 dehydrocholesterol reductase 
(Dhcr24) (s151265) and nonsilencing control (4390843). All siRNAs 
were  used  at  a  final  concentration  of  20  nmol/l  using  Lipo-
fectamine RNAiMAX transfection reagent (13778150; Invitrogen, 
Carlsbad, CA) in an antibiotic-free medium according to the man-
ufacturers’ instructions. The efficiency of knockdowns was deter-
mined  by  Western  blot  or  real-time  PCR  using  TATA-binding 
protein (TBP) and Rn18s expression levels as loading control and 
references, respectively.

Real-time PCR
Real-time PCR was performed on a Roche Light Cycler 480-II 

(05015243001; Roche, Switzerland). RNA was extracted using Tri-
reagent (T9424; Sigma-Aldrich) according to manufacturer’s in-
structions,  and  cDNA  was  generated  using  the  RevertAid  First 
Strand synthesis kit (K1621; Thermo Fischer Scientific). Real-time 
PCR reactions were performed using the LightCycler® 480 SYBR 
Green I Master (04887352001; Roche, Mannheim, Germany) us-
ing  gene-specific  primers  as  follows: Chop  [forward  (For):  TTC 
ACT ACT CTT GAC CCT GCA TCA GTG CGC CTT CAC TTT 
GG; reverse (Rev): CAC TGA CCA CTC TGT TTC CGT TTC], 
Atf4  (For: CAT GGG TTC TCC AGC GAC AA; Rev: CGT GGC 
CAA AAG CTC ATC TG), Xbp1 spliced (For: TGC TGA GTC CGC 
AGC AGG TG; Rev: ATT AGC AGA CTC TGG GGA AG), Dhcr24 
(For: GCT GCA CAC CGT CTG AAA AC; Rev: TTC TTG GCA 
GGG ATG ATG CG), Cyp46a1 (For: AGA CTT CCG CCA ACC 
ATC TG; Rev: CCC CAG ATC CTC GTA GTC CA), Ch25h (For: 
GGA CAG CAT AAG GAC GGG AG; Rev: ACA TCT AGC ACC 
ACG AAC GG), Smo  (For: ATG CGT GTT TCT TTG TGG GC; 
Rev: ACA CAG GAT AGG GTC TCG CT), Ptch1 (For: CGT TCT 
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CAC AAC CCT CGG AA; Rev: TCT CGG GGT AGC TCT CGT 
AG), Ihh  (For: GGA CCC CAA GTG AAG GTG TT; Rev:  AGG 
AGG GCA GTG GTT AGA GT), normalized to Rn18s (For: GCT 
GAG AAG ACG GTC GAA CT; Rev: TTA ATG ATC CTT CCG 
CAG GT).

Apoptosis assays
INS1e cells were plated in 96-well plates (2.5 × 104 cells per 

well) for the free nucleosome assay and in 24-well plates (2 × 105 
cells  per  well)  for  the  caspase-3  activity  assay.  Cells  were  cul-
tured for 2 days and treated with 100 nM and 50 nM TG (T9033; 
Sigma-Aldrich) for 4 and 16 h, respectively, in the presence or 
absence of 50 g/ml native HDL, 25 g/ml CSL-111, or 20 g/
ml rHDL. Cell death was  recorded by measuring  free nucleo-
somes with the Cell Death ELISA (#11920685001; Roche) and 
Caspase-3 Fluorimetric Assay kit (#CASP3F; Sigma). For fluores-
cence-activated cell sorting (FACS) experiments, cells were de-
tached with Accutase (A6964; Sigma-Aldrich) and resuspended 
in  FACS  buffer  containing  0.01  M  HEPES  (pH  7.4),  0.14  M 
NaCl, and 2.5 mM CaCl2 at the end of the incubation period. 
Then,  cells  were  stained  with  annexin  V  labeled  with  Alexa-
Fluor 647 (BioLegend, San Diego CA) and propidium  iodide 
(US Biological, Swampscott, MA) and analyzed in a CyAn ADP 
flow  cytometer  (Beckman-Coulter,  Brea  CA).  Data  were  ana-
lyzed  using  Flowing  Software  version  2.  Early  apoptotic  cells 
were defined as Annexin V positive and propidium iodine nega-
tive and late apoptotic cell were defined as annexin V-positive 
and propidium iodide-positive. Where indicated, cells were pre-
treated  for  30 min  at  37°C  with  20 M  cyclopamine  (#1623; 
Tocris, Bristol, UK) following TG and HDL treatment or with  
1 M or 200 nM 20(S)-OHC (#4474; Tocris), 10 or 20 nM Smo 
agonist (SAG) dihydrochloride (#6390; Tocris) in the presence 
of TG for 4 h.

Measurement of sterols
Cholesterol, noncholesterol sterols and oxysterols were quan-

tified in both cells and media. The trimethylsilylated sterol and 
di-trimethylsilylated oxysterol ethers were separated by gas chro-
matography (GC). Cholesterol was detected by less sensitive but 
specific flame-ionization detection  (FID)  (5-cholestane, inter-
nal standard, ISTD), the noncholesterol sterols (epicoprostanol, 
ISTD) and  the oxysterols  (2Hx-oxysterols,  ISTD) by highly  spe-
cific and highly sensitive mass spectrometry  in the selected ion 
monitoring mode (MS-SIM) as described in detail previously (35, 
36).

Western blotting
INS1e  cells  were  lysed  in RIPA  buffer  [10 mmol/l  Tris  (pH 

7.4),  150  mmol/l  NaCl,  1%  NP-40,  1%  sodium  deoxycholate, 
0.1% SDS, and protease  inhibitors (11836153001; Roche)]. For 
fractionation, INS1e cells (5 million cells seeded on a 10 cm plate 
and  followed by  the  same  treatment  as  described before) were 
lysed in 500 l of fractionation buffer [20 mM HEPES (pH 7.4), 
10 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 
and  protease  inhibitors  (11836153001;  Roche)]  and  incubated 
for 15 min on  ice. After  that,  lysates were passed  through a 27 
gauge needle 10 times and left on ice for 20 min. The lysates were 
centrifuged at 720 g for 5 min. The supernatants were stored as 
cytoplasmic fraction. Nuclear pellets were washed with 500 l of 
fractionation buffer and passed through a 25 gauge needle 10 
times. They were centrifuged again at 720 g for 10 min and the 
pellet was stored as a nucleic fraction. Equal amounts of protein 
were separated on SDS-PAGE and trans-blotted onto PVDF mem-
brane (10600023; GE Healthcare, Munich, Germany). Membranes 
were blocked  in appropriate blocking buffer recommended for 

the  antibody  (PBS-T  supplemented with  5% milk  or BSA)  and 
incubated overnight on a shaker at 4°C with primary antibodies at 
a  dilution  of  1:1,000  in  the  same  blocking  buffer.  Membranes 
were incubated for 1 h with HRP-conjugated secondary antibody 
(Dako)  in blocking buffer  at  a  dilution of  1:2,500. Membranes 
were further  incubated with chemiluminescence substrate  for 1 
min (34577; Thermo Scientific) and imaged using Fusion Fx (Vil-
ber, Marne-la-Vallée, France). Antibodies were used for immuno-
detection of ABCA1 (ab18180, Abcam, Cambridge, UK), ABCG1 
(ab52617,  Abcam),  SR-BI  (NB400-131, Novus  Biologicals,  Cen-
tennial, CO) and GLI-1 (2534S, Cell Signalling Technology, Leiden, 
The Netherlands), TBP (ab51841, Abcam), or -Tubulin (T9026, 
Sigma).

Statistical analysis
The data sets for all validation experiments were analyzed us-

ing the GraphPad Prism 8 software. Comparison between groups 
was performed using one-way ANOVA coupled with Tukey’s test 
for multiple comparisons. The data were obtained from at least 
three independent experiments, performed in triplicates or qua-
druplets.  Values  are  expressed  as mean  ±  SD. P  <  0.05  was  re-
garded as significant.

RESULTS

HDL protects INS1e cells from TG-induced cell death and 
ER-stress
We tested the ability of HDL to inhibit the apoptosis of 

INS1e cells as induced by TG that was previously shown 
to induce ER stress and apoptosis in mouse insulinoma 6 
(Min6) cells and human islets (7, 23). INS1e cells were 
stimulated with 50 nM of TG to induce ER stress-depen-
dent apoptosis and incubated with increasing dosages of 
native HDL for 16 h. TG-induced apoptosis was reduced 
dose dependently by HDL; half-maximal  inhibition was 
recorded at a concentration of 50 g/ml HDL (supple-
mental Fig. S1A–D). The cells were treated with 100 nM 
or 50 nM of TG for 4 or 16 h in the presence or absence 
of 50 g/ml native HDL or 25 g/ml CSL-111, an artifi-
cial rHDL, which contains an apoA-I-rich human plasma 
protein fraction and soybean phosphatidylcholine, which 
mimics several functions of physiological HDL (33) and 
which  was  previously  found  to  improve  glycemia  (22). 
For either time point, both HDL and CSL-111 reduced 
the apoptosis of  INS1e cells,  independently of whether 
apoptosis was recorded as free nucleosomes or caspase-3 
activity (Fig. 1A–D). Interestingly, lipid-free apoA-I did not 
inhibit TG-induced apoptosis (supplemental Fig. S2).
HDL inhibited the various components of ER stress by 

different  time  kinetics:  During  4  h  incubation,  TG  in-
creased Xbp1  splicing as well  as  the expression of Atf4 
and Chop. HDL and CSL-111 abrogated Xbp1 splicing but 
had either no effect (HDL) or increasing effects (CSL-111) 
on the expression of Atf4 and Chop (Fig. 2A–C). By con-
trast, during the 16 h incubation with INS1e cells, TG did 
not alter Xbp1 splicing but increased the expression of Atf4 
and Chop, and this effect was mitigated by both HDL and 
CSL-111 (Fig. 2D–F). Taken together, HDL and CSL-111 
inhibit ER stress of INS1e cells.
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Fig. 1.  Short-  and  long-term  effects  of  HDL  and 
CSL-111 on cell death. INS1e cells were treated with 
100 nM or 50 nM of TG for 4 h (A, B) or 16 h (C, D) 
in the presence or absence of 50 or 25 g/ml native 
HDL or CSL-111. Cell death was recorded by measur-
ing  free nucleosomes (A, C) or caspase-3 activity (B, 
D). Data are presented as the mean ± SD of three inde-
pendent experiments, which were analyzed by one-way 
ANOVA coupled with Tukey’s  test  for multiple  com-
parisons. ***P  0.001, **P  0.01, *P  0.05.

Fig. 2.  Short- and long-term effects of HDL and CSL-111 on ER stress. INS1e cells were treated with 100 nM or 50 nM of TG for 4 h (A–C) 
or 16 h (D–F) in the presence or absence of 50 or 25 g/ml native HDL or CSL-111. ER stress-responsive gene expression was measured by 
quantitative PCR. Xbp1 splicing (A, D), Chop expression (B, E), and Atf4 expression (C, F). Data are presented as the mean ± SD of three 
independent experiments, which were analyzed by one-way ANOVA coupled with Tukey’s  test  for multiple comparisons. ***P  0.001,  
**P  0.01, *P  0.05.

HDL anti-apoptotic activity is related to cellular 
cholesterol homeostasis
We next investigated the contribution of cholesterol ho-

meostasis to the protective effects of HDL. To this end, we 
interfered with either the synthesis or the efflux of choles-
terol. Potential candidates (Dhcr14, Abca1, and Abcg1 as well 
as Scarb1)  were  silenced  with  siRNA  transfection.  Knock-
down of the candidates was 70% for Dhcr24, 95% for ABCA1 
and ABCG1, and 75% for SR-BI (supplemental Figs. S3A, 
S4).  Forty-eight  hours  after  transfection,  the  cells  were 
treated with TG for 4 h in the presence or absence of HDL 
or  CSL-111.  The  knockdown  of Dhcr24, encoding the 
last enzyme of the cholesterol synthesis pathway, escalated 

TG-induced cell death and abolished the anti-apoptotic ac-
tivities of both HDL and CSL-111 (supplemental Fig. S3B). 
Likewise, the pharmacological inhibition of cholesterol syn-
thesis by mevastatin reduced the anti-apoptotic activities of 
HDL and CSL-111 (supplemental Fig. S3C). Knockdown of 
Abcg1 and Abca1, but not Scarb1, increased TG-induced cell 
death 3-fold and abolished or mitigated the anti-apoptotic 
activities of HDL and CSL-111 (Fig. 3A–C).

Sterols are differentially effluxed by HDL from INS1e cells
Apparently, the anti-apoptotic activity of HDL and CSL-

111 depends on the presence and mobilization of choles-
terol  or  its  derivatives.  To  unravel  any  specific  sterols 
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produced and released by INS1e cells in response to TG 
and/or HDL, we incubated INS1e cells with CSL-111 for 
16 h. We collected media and cell pellets for the measure-
ment of  sterols by GC-MS. In both the presence and ab-
sence of TG, CSL-111 significantly increased the amount 
of 7-OHC, 7-OHC, 24-OHC, and 25-OHC in cell culture 
media (Fig. 4F–I) and decreased the cellular content in 
7-OHC and 24-OHC (supplemental Fig. S5G, H). How-
ever,  CSL-111  promoted  net  cholesterol  efflux  into  the 
medium only in the absence of TG (Fig. 4D). Cellular des-
mosterol,  cholesterol,  and  cholestanol  were  also  dimin-

ished  by  CSL-111  treatment  both  in  the  presence  and 
absence  of  TG  (supplemental  Fig.  S5C–E).  In  the  pres-
ence  of  CSL-111,  the  amounts  of  lanosterol  and  lathos-
terol increased in both cellular and extracellular fractions 
(Fig. 4A, B; supplemental Fig. S5A, B). Altogether, these 
results  show  that HDL  preferentially  facilitates  efflux  of 
oxysterols from INS1e cells under ER stress.

The anti-apoptotic activity of HDL depends on oxysterols
We next examined whether supplementation with oxys-

terols or cholesterol improves the anti-apoptotic activities 

Fig. 3.  The anti-apoptotic  activity of HDL depends 
on ABCA1- and ABCG1-dependent cholesterol efflux. 
INS1e cells were transfected with specific siRNA against 
Abca1 (A), Abcg1 (B), Scarb1 (C), or with nonsilencing 
siRNA (Scrambled). After 48 h of transfection, the 
cells were treated with 100 nM of TG and incubated 
with native HDL or CSL-111  for 4 h. Cell death was 
recorded  by  the  use  of  the  free  nucleosomes  assay. 
Data are presented as the mean ± SD of three indepen-
dent  experiments,  which  were  analyzed  by  one-way 
ANOVA coupled with Tukey’s  test  for multiple  com-
parisons in groups of Scrambled and knockdown con-
ditions,  respectively.  ***P   0.001,  **P  0.01,  
*P  0.05.

Fig. 4.  Sterols are differentially effluxed by HDL from INS1e cells. INS1e cells were treated with 50 nM of TG in the presence or absence 
of CSL-111 for 16 h, and sterols were measured by mass spectrometry  from cell medium. Starting sterol amounts were subtracted from 
amounts measured after 16 h for each condition separately. Lanosterol (A), lathosterol (B), desmosterol (C), cholesterol (D), cholestanol 
(E), 7-OHC (F), 7-OHC (G), 24-OHC (H), 25-OHC (I), and 27-OHC (J). Data are presented as the mean ± SD and were analyzed by one-
way ANOVA coupled with Tukey’s test for multiple comparisons. ***P  0.001, **P  0.01, *P  0.05.



HDL inhibits apoptosis of -cells by activating Smoothened 497

Fig. 5.  Supplementation with 24-OHC, 25-OHC, or cholesterol en-
hances  apoptosis  inhibition  by  rHDL.  rHDLs were  supplemented 
with the indicated oxysterols at two different molar ratios relative to 
apoA-I,  namely  0.01  and  0.001,  representing  the  concentration 
range observed in the efflux experiment described in Fig. 4. Choles-
terol was  added  at  three different molar  ratios  relative  to  apoA-I, 
namely 10 representing the situation in native HDL as well as 0.01 
and 0.001 like the oxysterols. INS1e cells were treated with 100 nM 
of TG and incubated with 20 g/ml rHDL/+ oxysterols for 4 h. Cell 
death was recorded via free nucleosomes assay. Data are presented as 
mean±SD of 3 independent experiments and analyzed by one-way 
ANOVA coupled with Tukey’s test for multiple comparisons of rHDL 
± oxysterols against rHDL. ***P  0.001, **P  0.01, *P  0.05.

of initially sterol-free rHDL. We used the cholate dialysis 
method to generate rHDL consisting of apoA-I and DOPC 
in a molar ratio of 1:100 with or without the sterol of interest. 
The respective candidate sterols are included in rHDL at 
different amounts, which reflects their physiological con-
centrations in native HDL. Addition of very low amounts 
of 24-OHC and 25-OHC improved rHDL’s anti-apoptotic 
activities (Fig. 5). The same was observed for cholesterol 
(Fig. 5). Interestingly, supplementation of rHDL with 7-
OHC and 7-OHC did not improve the anti-apoptotic ac-
tivity of rHDL (supplemental Fig. S6).
Oxysterols are produced from cholesterol, either by en-

zymes of  the CYP superfamily or by reactive oxygen spe-
cies.  INS1e  cells  express  24-OHC  producing  cholesterol 
24-hydroxylase  (Cyp46a1)  strongly,  the  25-OHC  generat-
ing  cholesterol  25-hydroxylase  (Ch25h) to little extent, 
and the 7-OHC  generating  cholesterol  7-hydroxylase 
(Cyp7a1) at very  low amounts. We therefore  focused  the 
RNA interference experiments on Cyp46a1 and Ch25h. 
Knockdown efficiency of Cyp46a1 and Ch25h was 71% and 
85%, respectively (supplemental Fig. S7). Forty-eight hours 
after siRNA transfection, the cells were incubated with TG 
for 4 h in the presence or absence of HDL or rHDL. Both 
silencing of Cyp46a1 and Ch25h boosted TG-induced -cell 
death (Fig. 6A, B). The survival-promoting effect of native 
HDL  was  completely  abolished  under  either  condition, 
whereas rHDL was able to reduce apoptosis upon Ch25h 
knockdown  but  not Cyp46a1  knockdown  (Fig.  6A,  B). 

Taken together, the data indicate the importance of oxys-
terols, either produced endogenously by the cells or pro-
vided exogenously with HDL, for the anti-apoptotic activity 
of HDL toward INS1e cells.
We next investigated to determine whether supplemen-

tation with oxysterols can restore the ability of rHDL to 
prevent -cell death of cells in which oxysterol generation 
and  efflux  were  compromised  by  the  knockdown  of 
Cyp46a1, Ch25h, or Abcg1,  respectively. As  shown before 
for HDL and CSL-111 (Figs. 3B, 6A), the knockdown of 
either Cyp46a1, Ch25h, or Abcg1 increased the apoptotic 
effect  of  TG  and  dramatically  decreased  the  anti-apop-
totic effect of rHDL (Fig. 7A–C, respectively). The addi-
tion  of  24-OHC,  25-OHC,  or  cholesterol  completely 
rescued the anti-apoptotic activity of rHDL in the absence 
of Abcg1 (Fig. 7C) or Ch25h (Fig. 7B) but only to a lesser 
extent in the absence of Cyp46a1 (Fig. 7A). Because oxys-
terols  can  activate  LXR,  we  wondered whether  the  syn-
thetic LXR agonist, T0901317, could prevent the increase 
in  cell  death  elicited  by  silencing  of Cyp46a1 or Ch25h. 
Pretreatment of INS1e cells with LXR agonist T0901317 
did not change cell death under basal or ER stress condi-
tions (supplemental Fig. S8).
Altogether, our data show that the anti-apoptotic activity 

of HDL requires the mobilization of specific oxysterols by 
ABCG1 or ABCA1.

HDL anti-apoptotic activity depends on Hh signaling
Hh  signaling  was  previously  shown  to  protect  INS1e 

cells  from  cytokine-induced  cell  death  (20).  Moreover, 
cholesterol and oxysterols are known to regulate the activ-
ity of SMO, either by modulating the interaction with its 
inhibitor, PTCH1, or by direct activation (19, 37). There-
fore, we investigated the contribution of Hh signaling to 
the anti-apoptotic function of HDL. In a first step, we si-
lenced  key  players  of  Hh  signaling  with  siRNAs  against 
Ptch1, Smo, and Ihh prior to TG treatment. The knockdown 
efficiencies were 82% for Smo, 70% for Ptch1, and 72% for 
Ihh (supplemental Fig. S9). Forty-eight hours after trans-
fection, the cells were treated with TG for 4 or 16 h in the 
presence or absence of HDL or CSL-111. The anti-apop-
totic effect of both native HDL and CSL-111 was  signifi-
cantly blunted by the RNA interference with Smo (Fig. 8A, 
supplemental  Fig.  S10A)  but  not  by  interference  with 
Ptch1 or Ihh  (supplemental  Fig.  S11A–D).  We  further 
tested the contribution of SMO to the anti-apoptotic activ-
ity of HDL by pharmacological inhibition. Preincubation 
of INS1e cells with the SMO inhibitor, cyclopamine, for 30 
min significantly abrogated the inhibitory effects of both 
HDL and CSL-111 on the appearance of free nucleosomes, 
i.e., markers of apoptosis (Fig. 8B) as well as Chop and Atf4 
expression, i.e., markers of ER stress (Fig. 8C, D) elicited 
by 16 h TG treatment. Also, in combination with 4 h TG 
treatment, SMO inhibition via siRNA knockdown (supple-
mental  Fig.  S10A)  or  cyclopamine  treatment  abrogated 
the inhibitory effect of HDL on apoptosis, as recorded by 
the  free  nucleosome  assay  (supplemental  Fig.  S10B)  or 
caspase-3 activation (supplemental Fig. S10C) and on ER 
stress,  as  recorded  by  Xbp1 splicing (supplemental Fig. 
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S10D). Of note, SMO inhibition further  increased -cell 
death (supplemental Fig. S10A–C).
Interestingly,  like  HDL,  the  synthetic  20(S)-OHC  and 

SAG  decreased  TG-induced  apoptosis  (Fig. 9A and B, 
respectively)  and  both  20(S)-OHC  and  SAG  rescued 
Cyp46a1- or Abcg1-induced -cell death (Fig. 9C, D).
Activated SMO elicits its downstream signals by inducing 

the translocation of the mature transcription factor GLI-1 
from the tip of the cilium into the nucleus (25). We there-
fore investigated to determine whether TG, HDL, and oxys-
terols modulate Hh signaling. INS1e cells were treated with 
100 nM of TG and incubated with native HDL or rHDL in 
the absence or presence of sterols (24-OHC, 25-OHC, and 
cholesterol) for 4 h. Cells were fractionated into cytoplas-
mic and nuclear  fractions and  the  fractions were  immu-
noblotted with anti-GLI1, anti-TBP, and anti--tubulin. TG 
treatment decreased the nuclear abundance of GLI-1. In-
terestingly, native HDL as well as rHDL supplemented with 
oxysterols but not sterol-free rHDL restored the abundance 
of GLI-1 in the nucleus (Fig. 10A and B, respectively).
LDLs contain oxysterols as well (38, 39). Therefore, we 

tested to determine whether LDL had similar anti-apoptotic 
effects  in our model. We treated the cells with 25 g/ml 
HDL or LDL or both. LDL reduced apoptosis as much as 

HDL. The combined treatment with LDL and HDL further 
increased the anti-apoptotic activity (Fig. 11A). The oxys-
terol levels of the two preparations of HDL and LDL used 
in these experiments are shown in supplemental Table S1. 
Standardized per milligram of protein, LDL contains nearly 
3-fold more 24-OHC and nearly 9-fold more 25-OHC than 
HDL.  Finally,  we  investigated  to  determine  whether  the 
anti-apoptotic effect of LDL also depends on Hh signaling. 
SMO inhibition via siRNA knockdown (Fig. 11B) or cyclo-
pamine treatment for 4 h (Fig. 11C) and 16 h (Fig. 11D) 
abrogated the inhibitory effects of both HDL and LDL.

DISCUSSION

We here investigated the mechanism by which HDL pro-
tects pancreatic -cells from TG-induced ER stress and 
apoptosis. By integrating data from lipidomics and targeted 
experiments using RNA interference or pharmacological 
agents, we found a complex mechanism that involves the 
generation and mobilization of oxysterols by specific CYP 
enzymes and ABC transporters, respectively, and the sterol-
mediated  activation  of  the  Hh  signaling  receptor  SMO 
(Fig. 12).

Fig. 6.  Interference with oxysterol synthesizing CYP 
enzymes  prevents  inhibition  of  -cell  apoptosis  by 
HDL. INS1e cells were transfected with specific siRNA 
against Cyp46a1 (A), Ch25h (B), or with nonsilencing 
siRNA  (Scrambled).  After  48  h  of  transfection,  the 
cells were treated with 100 nM of TG and incubated 
with HDL or CSL-111 for 4 h. Cell death was recorded 
by using the free nucleosomes assay (A, B). Data are 
represented as the mean ± SD of three independent 
experiments, which were analyzed by one-way ANOVA 
coupled with Tukey’s test for multiple comparisons in 
groups of Scrambled and knockdown conditions, re-
spectively. ***P  0.001, **P  0.01, *P  0.05.

Fig. 7.  Oxysterol supplementation rescues -cell death 
induced  by  lack  of  CYP46A1,  CH25H,  or  ABCG1. 
INS1e cells were transfected with specific siRNA against 
Cyp46a1 (A), Ch25h (B), Abcg1 (C), or with nonsilenc-
ing siRNA (Scrambled). After 48 h of transfection, the 
cells were  treated with 100 nM of TG and  incubated 
with rHDL ± 24-OHC, 25-OHC, or cholesterol for 4 h. 
Cell death was recorded by the use of the free nucleo-
somes assay. Data are represented as the mean ± SD 
of  three  independent  experiments,  which  were  ana-
lyzed by one-way ANOVA coupled with Tukey’s test 
for  multiple  comparisons  in  groups  of  Scrambled 
and knockdown conditions, respectively. ***P  0.001, 
**P  0.01, *P  0.05.
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Fig. 8.  Anti-apoptotic  effects  of  HDL  depend  on 
SMO. INS1e cells were transfected with specific siRNA 
against Smo and nonsilencing siRNA (Scrambled) (A) 
or pretreated with cyclopamine for 30 min (B–D). Af-
ter 48 h of transfection or cyclopamine treatment, the 
cells  were  treated with  50  nM of  TG  and  incubated 
with HDL or CSL-111 for 16 h. Chop (C) and Atf4 (D) 
expressions were measured by quantitative PCR. Cell 
death was  recorded with  the  free nucleosomes  assay 
(A, B). Data are presented as the mean ± SD of three 
independent  experiments,  which  were  analyzed  by 
one-way ANOVA coupled with Tukey’s test for multiple 
comparisons. ***P  0.001, **P  0.01, *P  0.05.

Fig. 9.  The  agonists  of  Smo  rescue CYP46A1-  or 
ABCG1-induced -cell death. INS1e cells treated with 
100 nM of TG  in  the presence or  absence of  20(S)-
OHC (A) or SAG (B) for 4 h. Cell death was recorded 
by using the free nucleosomes assay (A, B). INS1e cells 
were transfected with specific siRNA against Cyp46a1 
(C), Abcg1  (D),  or with nonsilencing  siRNA  (Scram-
bled). After 48 h of transfection, the cells were treated 
with 100 nM of TG in presence and absence of 20(S)-
OHC or  SAG  for  4  h.  Cell  death was  recorded  via 
free caspase-3 assay (C, D). Data are presented as the 
mean ± SD of three independent experiments, which 
were  analyzed  by  one-way  ANOVA  coupled  with 
Tukey’s  test  for multiple  comparisons  in  groups  of 
Scrambled  and  knockdown  conditions,  respectively. 
***P  0.001, **P  0.01, *P  0.05.

Several previous observations highlight the importance 
of cellular cholesterol homeostasis in -cells for the control 
of glucose levels in blood and hence protection against dia-
betes. LDL-cholesterol lowering with statins as well as low 
activity  alleles  of  the HMGCR and PCSK9  genes were  re-
ported to increase the risk of diabetes (40–42). Conversely, 
the prevalence of diabetes was found to be lower in patients 
with  familial  hypercholesterolemia  compared  with  their 
unaffected relatives (43). In mice, the knockout of Abca1 
or Abcg1 in pancreatic -cells was  found to cause  the ac-
cumulation of cellular cholesterol and impairment of glu-
cose  tolerance  (15–18).  Mechanistically,  these  findings 
were mainly linked to impaired -cell function, namely in-
sulin secretion. Cholesterol regulates the activity of glucose 
transporter,  glucokinase,  and  L-type  voltage-gated  Ca2+ 

channels as well as K+ ATP channels by determining lipid 
rafts and membrane fluidity (44).
Several laboratories provided data indicating that over-

load of the ER, mitochondria, or plasma membrane with 
cholesterol also limits the survival of pancreatic -cells 
(35). Excess cholesterol in ER membranes induces the de-
pletion of calcium stores and subsequent ER stress and 
apoptosis (45). In mitochondrial membranes, excess cho-
lesterol promotes the release of cytochrome C and hence 
apoptosis (46, 47). In the plasma membrane, excess choles-
terol provokes  the generation of reactive oxygen species, 
which  activate  apoptosis-inducing  kinases  such  as  p38 
MAPK and JNK, cause mitochondrial stress, and lead to cel-
lular apoptosis via depletion of antioxidants (48). In agree-
ment with the damaging potential of cholesterol, we found 
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that  apoptosis  increased upon knockdown of ABC  trans-
porters  and  was  prevented  by  HDL-induced  cholesterol 
efflux (Figs. 3, 7, 9). Also, in macrophages or endothe-
lial cells, the impairment of ABCA1- or ABCG1-mediated 
cholesterol  efflux  was  found  to  promote  cell  death  (49, 
50). However,  in contrast to a damaging effect of choles-
terol, in our study, the inhibition of cholesterol synthesis by 
statin treatment or RNA interference with Dhcr24 boosted 
-cell  apoptosis  significantly  and  inhibited  the anti-apop-
totic  function  of HDL.  Also  in  other  cell  types,  statin 
treatment was found to induce apoptosis (51–54). It thus 
appears that the cellular distribution, metabolism, or trans-
port of cholesterol rather than its global cellular concen-
tration limits the survival of INS1e cells and other cells.
Indeed,  we  here  showed  that HDL  inhibits  ER  stress- 

induced  apoptosis  of  INS1e  cells  by  transporting  and 
mobilizing specific oxysterols. The interference with CYP 
enzymes  producing  24-OHC  or  25-OHC  elevated  TG-
induced apoptosis and diminished the anti-apoptotic ac-
tivities of HDL and CSL-111 (Fig. 5). Even more so, also in 
the absence of HDL, we observed a dramatic increase in 
TG-induced apoptosis upon silencing of Cyp46a1 and 
Ch25h. Conversely, the anti-apoptotic activity of rHDL was  
enhanced by its supplementation with 24-OHC or 25-OHC 
(Fig. 6).  In  fact, oxysterols carried not only by HDL but 

also by LDL (Fig. 11) appear to lend anti-apoptotic activi-
ties to these lipoproteins
Previous studies reported both pro- and anti-apoptotic 

effects of 24-OHC (55–59). Possibly,  the discrepant find-
ings are due to differences in concentrations (micromolar 
vs. nanomolar) or the origin (endogenously produced vs. 
exogenously supplied) of the oxysterol in the various cell 
culture models. Of note, the addition of 24-OHC, 25-OHC, 
or cholesterol rescued the anti-apoptotic activity of rHDL 
more profoundly in the absence of ABCG1 than in the ab-
sence of CYP46A1 (Fig. 7A, C). Also of note, in the absence 
of oxysterols, rHDL was able to reduce the enhanced apop-
tosis upon silencing of Ch25h but not upon silencing of 
Cyp46a1 (Fig. 7B, C). This suggests that downstream metabo-
lites of  24-OHC are more potent  inhibitors of  apoptosis 
than  24-OHC  itself.  Possible  candidates  are  di-  or  trihy-
droxylated 24-hydroxysterols or cholestenoic acids formed 
by CYP39A1, HSD3B7, and CYP27A1 (60).
In view of their anti-apoptotic effects,  it  is  important to 

note that not only 24-OHC and 25-OHC but also 7-OHC 
or 7-OHC were more effectively effluxed by CSL-111 than 
cholesterol both in the presence or absence of TG, i.e., with 
or without ER stress (Fig. 4). In fact, CSL-111 promoted net 
cholesterol efflux into the medium only in the absence of 
the ER stress inducer TG (Fig. 4C). Also, in neuronal cells, 

Fig. 10. Nuclear translocation of GLI-1 is inhibited 
by TG but promoted by native HDL and oxysterol-en-
riched rHDL. INS1e cells were treated with 100 nM of 
TG and incubated with 50 g/ml native HDL for 1 h 
or  4  h  (A)  or  with  20  g/ml  rHDL  (1  apoA-I:100 
DOPC:±0.01 oxysterol, molar ratio) for 4 h (B). Cells 
were  fractionated  into  cytoplasmic  and nuclear  frac-
tions and the fractions were immunoblotted with anti-
GLI1, anti-TBP, and anti--tubulin.
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Fig. 11. Anti-apoptotic effects of LDL depend on 
SMO. INS1e cells were treated with 100 nM of TG for  
4 h in the presence or absence of 25 g/ml native HDL, 
LDL, or both  (A).  INS1e cells were  transfected with 
specific  siRNA  against  Smo and nonsilencing siRNA 
(Scrambled) (B) or pretreated with cyclopamine  for 
30 min (C, D). After 48 h of transfection or cyclopa-
mine treatment, the cells were treated with 100 nM (B, 
C) or 50 nM of TG (D) and incubated with HDL or 
LDL  for  4 h  (B, C)  or  16 h  (D). Cell  death was  re-
corded with  the  free nucleosomes assay (A–D). Data 
are presented as the mean ± SD of three independent 
experiments, which were analyzed by one-way ANOVA 
coupled  with  Tukey’s  test  for multiple  comparisons. 
***P  0.001, **P  0.01, *P  0.05.

Fig. 12.  The mechanism of HDL to protect pancre-
atic -cells from TG-induced ER stress and apoptosis.

24-OHC was found to be effluxed efficiently by HDL in an 
ABCA1-dependent manner (50). The lipid-free apoA-I did 
not have any effect on apoptosis in our experiments (supple-
mental Fig. S2); likewise, apoA-I did not mediate any efflux 
of 24-OHC from neuronal cells (61). Also of note, ABCG1 
knockout mice showed a prominent accumulation of 24-
OHC,  25-OHC,  and  27-OHC  in  the  lung  tissue  (51).  In 
ABCG1-overexpressing cells,  these oxysterols with hydroxyl 
groups at the terminal end were effluxed more efficiently 
than oxysterols with hydroxylated C-atoms in the ring struc-
ture (62).
Oxysterols are known to act through G protein-coupled 

receptors, such as G protein-coupled receptor 183 (EBI2) 
and SMO, or nuclear receptors, such as LXR, retinoic acid 
receptor-related orphan receptor, or estrogen receptor  
(NR3A1) (63). LXR regulates the expression of ABC trans-
porters  like ABCA1 and ABCG1  (64). Treatment with an 
LXR agonist did not show any anti-apoptotic activity either 
in  basal  conditions  or  after  inhibition  of  CYP  enyzmes 

(supplemental Fig. S8). Thereby, we  ruled out  that anti-
apoptotic activities of oxysterols are due to LXR activation 
and subsequent elevation of Abca1 or Abcg1 gene expres-
sion.  We  rather  provide  evidence  that  oxysterols  con-
tained  or  mobilized  by  HDL  target  the  Hh  signaling 
receptor SMO to exert anti-apoptotic  signaling.  Interest-
ingly, Hh signaling was previously shown to protect -cells 
from cytokine-induced toxicity by a mechanism that is ac-
tivated by the Indian or Sonic Hh proteins, IHH and SHH 
(20). By contrast, we showed that SMO, but not its activator 
IHH or its inhibitor PTCH1, contributed to apoptosis pro-
tection in our ER stress-induced cell culture model. In-
deed, the anti-apoptotic and ER stress-releasing activities 
of HDL were  abrogated  by  both RNA  interference with 
Smo and pharmacological inhibition of SMO with cyclopa-
mine  (Fig.  8)  but  not  by  interference  with Ptch1 or Ihh 
(supplemental Fig. S10). Interestingly, SMO agonists such 
as  SAG or  20(S)-OHC  significantly  reduced TG-induced 
apoptosis and rescued cell death  induced by Cyp46a1 or 
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Abcg1 interference similar to oxysterol supplementation of 
rHDL (Fig. 9). Also in agreement with the involvement of 
Hh  signaling  in  the  anti-apoptotic  effects  of  HDL,  the 
translocation of GLI-1, i.e., the transcription factor acti-
vated by SMO, into the nucleus (65) was decreased by ER 
stress but restored by both native HDL and rHDL supple-
mented with oxysterols (Fig. 10).
Our study does not definitely resolve the mechanism by 

which  oxysterols  contained  or  mobilized  by  lipoproteins 
regulate  SMO  activity  and  thereby  prevent  ER  stress- 
induced apoptosis. In general, sterols have been described 
to regulate Hh signaling by two distinct mechanisms (66). 
On the one hand, oxysterols directly activate SMO. On the 
other hand, lateral distribution of sterols in the plasma 
membrane was found to be crucial for the relative activity of 
SMO and its inhibitor PTCH1. Cholesterol or specific oxys-
terols such as 20-OHC, 24-OHC, and 25-OHC, but not 7-
OHC and 19-OHC, are required for Hh signaling through 
SMO in medulloblastoma cells (67–69). The effects of 20-
OHC were shown to be stereoselective and to synergize with 
the allosteric agonist SAG (70). The site of hydroxylation on 
the cholesterol backbone correlates with oxysterol activity. 
Activating oxysterols are hydroxylated on the flexible cho-
lesterol chain, whereas nonactivating ones, such as 7- and 
19-OHC, are hydroxylated on the four-ring core of choles-
terol (67). In accordance with this specificity, in our hands 
the supplementation with 7-OHC or 7-OHC did not en-
hance the ability of rHDL to inhibit TG-induced apoptosis 
(supplemental Fig. S6). In addition to direct binding of oxy-
sterols to the cysteine-rich domain of SMO (71), it was also 
reported that cholesterol is an endogenous activator of Hh 
signaling, driving a conformational  change of SMO (37). 
Depending on the distribution of cholesterol between the 
inner and outer leaflets of the plasma membrane, either 
SMO or its inhibitor PTCH1 are more active (19). Because 
ABC transporters including ABCA1 and ABCG1 are flop-
pases  (72), we  cannot  rule out  that HDL, LDL, or ABC 
transporters modulate Hh signaling by modulating the dis-
tribution of cholesterol between the leaflets of the plasma 
membrane. However,  this will not explain  the  specific ef-
fects of 24-OHC and CYP46A1 on ER stress and apoptosis.
In conclusion, we have here shown a novel interaction 

between HDL-mediated sterol mobilization and Hh signal-
ing. Our findings are limited by the use of an artificial cell 
culture  system  and  a  nonphysiological  stimulus  of  ER 
stress  and  apoptosis. Hence,  it  will  be  important  to  test 
whether  this mechanism  is also operative upon provoca-
tion of ER stress by more physiological stimuli in primary 
cells and, ultimately, in vivo. If so, the crucial role of HDL 
in sterol efflux as well as the ubiquitous abundance of Hh 
signaling and its multiple cellular processes, such as dif-
ferentiation, raise the question of whether other cellular 
activities  of  HDL  involve  modulation  of  Hh  signaling. 
With  respect  to  diabetes,  it  will  be  interesting  to  see 
whether transdifferentiation of islet-cells into -cells (73) 
is modulated by HDL.

We thank Dr. Samuel Wright (CSL Behring, USA) for providing 
CSL-111.
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