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1 UVOD

Ateroskleréza a jeji rizikové faktoryi@dstavuji jeden z nejvyznagjgich zdravotnich
problémi zapadni civilizace. Ateroskler6za je definovankojkombinace zwn arterialni
intimy, ktera vyusuje v mistni akumulaci lipitl dalSich komponent krve a fibrozni tkan
provazenou saiasré zmenami v medii cévni ghy (1). Rizikové faktory, které hrajiitezitou
roli pfi jejim vzniku a rozvoji, je moznéétit z nekolika hledisek, ne&pstjsi je cEleni
na neovlivnitelné (¥, pohlavi, genetické faktory a rodinnd anamnézapvévnitelné

(hyperlipoproteinémie, kaeni a arterialni hypertenze) (2).

Hyperlipoproteinémie (HLP) jsou metabolicka onemwidnktera jsou charakterizovana
zvySenou koncentraci lipida lipoproteiri v plazné. Vyznamnacast HLP je primarni, tedy
geneticky podmiéna. MiZe se jednat o0 monogenni poruchy, ai&Sima primarnich HLP je
polygenniho fivodu. Ne vSechny geny podilejici se na rozvoji gehnich
hyperlipoproteinémii byly identifikovany a jednozna charakterizovany. Jednou z moznosti
jak tyto geny identifikovat je analyza mechanismatogeneze ¢chto onemocEni

na experimentalnich modelech.

Takovym modelem iize byt Prazsky hereditarnhypercholesterolemicky (PHHC)
potkan. U &chto potkaid Ize vyvolat hypercholesterolémii srovnatelnoudskiou podanim
samotného cholesterolu bezZidavku Zlkovych kyselin. K hypercholesterolémii navic
prispivaji ¥idy lipoproteimi spojené srozvojem aterosklerézy u lidi. PHHC anik

predstavuji roviz model polygenni hypercholesterolémie.

Patogeneze této hypercholesterolémie dosud nemioedné objaskna. ProtoZze
klasickymi metodami studia metabolismu lipoprotege jeji picinu nepod#lo odhalit, byla
provedena analyza genové exprese Vv jatréchta potkad. Vysledkem byla identifikace
nékolika kandidatnich gen které mohou mit vliv na vznik a rozvoj hyperchstérolémie.
Detailni studium ulohyéchto geri spolu se studiem fenotypové odpdv PHHC potkaf
na cholesterolovou dietu by mohlgigpét k objasgni nékterych z mechaniztnvedoucich
ke vzniku HLP a rozvoiji aterosklerozy.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 PLAZMATICKE LIPIDY

Lipidy jsou heterogenni skupina organickych latgdjichZz spolénou vlastnosti je
rozpustnost v nepolarnich rozpatddech. V krvi se nachazeji cholesterol, triacylgraly,

mastné kyseliny a fosfolipidy.

2.1.1 Cholesterol

Cholesterol je sterol ziwisného @vodu, jehoZ struktura je odvozena od steranu.
Molekula cholesterolu obsahuje ve své strigktyednu dvojnou vazbu a v pozici
3 hydroxylovou skupinu — viz obr. 2.1. ¥é& se cholesterol vyskytuje &u volny
(s neobsazenou —OH skupinou, prédsté&né rozpustny ve vodném praeti) nebo ve forgh
esteru s mastnou kyselinou (tedy zcela hydrofobMplny cholesterol je fitomen
v burg¢cnych membranach a v obalu lipoproteinovy@stic, esterifikovany cholesterol pak
v plasn¢ (kde je pevazré esterifikovan kyselinou linolovou a linolenovou)uanitt burgk,

kde tvai zasobni pool (zde je esterifikovaniepazi kyselinou olejovou a palmitovou) (3).
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Obrazek 2.1— Vzorce cholesterolu (A) a mastnych kyselin ptn@ (B), olejové (C), linolové
(D) a linoleové (E)



Do organismu se cholesterol dostavad’ bpotravou, nebo je syntetizovate novo
z acetyl-CoA. Biosyntézy cholesterolu jsou schopw§echny jaderné lily, vétSina
cholesterolu je v8ak syntetizovana v hepatocyteth Syntéza cholesterolu e byt
rozklena do pti fazi: 1. syntéza mevalonatu z acetyl-CoA, 2rixoisoprenovych jednotek
dekarboxylaci mevalonatu, 3. kondenzace Sesti ésmuych jednotek na skvalen,
4. cyklizace skvalenu zavzniku lanosterolu, 5. dtylace a redukce dvojnych vazeb

lanosterolu az na cholesterol.

Cholesterol je vyznamnou s&asti bugénych membran a je prekurzorgady latek, jako
jsou steroidni hormony, vitamin D a &tavé kyseliny, které jsou nezbytné prores@avani
tuka a vitamini rozpustnych v tucich (A, D, E, K) (5). V tkéch je cholesterol esterifikovan
enzymem acylCoA : cholesterolacyltransferasou (6).

Z organismu je cholesterol vylavan Zlgi bud'to jako volny cholesterol nebo v podob
Zlu¢ovych kyselin (kyselina cholova a chenodeoxychold4a. Ze ZIgi se ¢ast cholesterolu
a Zlwovych kyselin reabsorbuje &pdo jater a mze byt znovu secernovana dodlu tzv.
enterohepatalnim ¢hu (7).

2.1.2 Triacylglyceroly

Triacylglyceroly (triglyceridy, TG) jsou estery glgrolu a mastnych kyselin, daptji
byva na pozici C-1 kyselina palmitova, na C-2 skevé@yselina linolova a na C-3 pak kyselina
olejova (viz obr. 2.1 a tabulka 2.1) (3).

Stejre jako cholesterol se TG dostavaji do organismuguou, nebo si jeito syntetizuje
(v jatrech, tukovych hikach a tenkém #&w). V organismu maji TG vyzgaou funkci —

piendseji a hlavhuskladiuji vyznamny zdroj energie — mastné kyseliny (8).

2.1.3 Fosfolipidy

Jedna se lipidy obsazenéepazrt v membranach. Jsou syntetizovany vSemi jadernymi
bunkami. Maji amfipaticky charakter, zap@rmabity fosforénanovy ion (a fipadré dalSi
polarni skupiny) je hydrofilni, tid fettzce mastnych kyselin hydrofobsast (7). \&tSina
fosfolipidi ma strukturu odvozenou z diacylglycerolu, jednatedy o estery glycerolu
s kyselinou fosforgnou. Ta je dale esterifikovana dalSimi sleminami (cholin, serin aj.).

Ziejme nejeznejSim z nich je fosfatidylcholin fdve zvany lecithin). K dalSim fosfolipian



pati nag. sfingomyelin, ester sfingosinu, fosfatu a maskyseliny, ktery je obsazen

v nervovém systému jak centralnim, tak perifernirmgelinovych pochvach neuran(8).

2.1.4 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) se vyskytuji v plazmv podolé esteti i jako volné mastné
kyseliny a jsou skladovany v zasobni férm podolg TG v tukové tkani (3). Vipadcs
potreby jsou TG v tukovych hikach (adipocytech) hydrolyzovany hormon senzitiipdsou
a uvolreny do olghu, kde jsou fenaseny zejména albuminem. Jejich osud se po vstupu
do burgk odviji od typu biiky. Ve svalovych biikkach jsou pouzity hlavhjako zdroj energie,

v tukovych butkach jsou ¥tSinou esterifikovany a ukladany do kapének a \atmyytech

vyuZzity bud’ jako zdroj energie, nebo jsou secernovany ve ddipoproteini do cirkulace.

Mastné kyseliny lIze &it podle rekolika kritérii (9): podle délkyretzce, gitomnosti
dvojnych vazeb (nasycené a nenasycené) nebé&tupa polohy dvojnych vazeb.
NejrozStengjSi mastné kyseliny jsou uvedeny v tabulce 2.dktbdré z &chto kyselin si dlo
neumi vyrobit samo (jsou esencialni) a musi b§finpany v potraé¢. Vzorce mastnych

kyselin ne¢astji vazanych v esterech TG nebo cholesterolu jsoalbma2.1.

Tabulka 2.1: Nejrozsfergjsi MK. Vyswétlivky: C:D — tzv. lipidovéislo, udava posr pactu
uhlika a dvojnych vazeb, n-x — udava pozici posledni W&ojazby wetzci (pasitdno od posledniho
methylovaného uhliku),A* — charakteristika dvojné vazby (poloha ¢fténa od konce MK
a konformace).

Nazev MK CD n-x A
myristova 14:0
palmitova 16:0
strearova 18:0
olejova 18:1 n-9 |cis, A°
linolova 18:2 n-6 | cis, cis-A°A?
linolenova 18:3 n-3 | cis, cis, cis-A° A AT
arachidonova 20:4 n-6 |cis, cis, cis, cis-A°APAMA™




2.2 LIPOPROTEINY

Protoze plazmatické lipidy jsou nerozpustné ve éodrprostedi, musi byt, s vyjimkou
volnych mastnych kyselin, na mista:eni transportovany ve fogtipoproteini (na obr. 2.2).
Lipoproteiny jsou sférick€astice slozené z hydrofobniho jadra obsahujiciterikovany
cholesterol a TG, které je obaleno jednoduchowatsfosfolipidi (narozdil od bu&nych
membran, kde jsou fosfolipidy ve dvouvrsty neesterifikovaného cholesterolu a protein

(apolipoproteiid), coZz umo#uje ¢astici cestovat hydrofilnim prasdim plazmy (3).

'LIPOPROTEIN STRUCTURE
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Obrazek 2.2 Struktura liporoteinovéastice. Pevzato z: (10)
2.2.1 TF#idy lipoproteini

Lipoproteiny Ize rozliSit podledkolika hledisek. Historicky nejstarséléni, které se dnes
jiZ nepouziva, se odviji od jejich mobilityigelektroforéze: na startuigtavaji chylomikrony,
nasleduje frakce pre-beta, beta a nakonec frakfa lgdoproteiri. Dnesni klasifikace
lipoproteini je zaloZzena na zakladiejich izolace ultracentrifugaci. Na tomto podkiad
se rozliSuje @ hlavnich fid: chylomikrony, lipoproteiny o velmi nizké husitof,very low
density lipoproteins®, VLDL), lipoproteiny o i&dni hustat (,intermediate density
lipoproteins®, IDL), lipoproteiny o nizké hustot(,low density lipoproteins®, LDL)
a lipoproteiny o vysoké hustof,high density lipoproteins®, HDL).

Tyto lipoproteiny se liSi nejen svou velikosti astatou (viz tabulka 2.2), ktera je dana

podilem triacylglycerdl a esterifikovaného cholesterolu v jejich nepoldrnjade, ale také



apolipoproteiny. Lipoproteinyéthto gti zakladnich itid ale nejsou homogenni a mohou byt

dale ¢leny do rgkolika podtid, které jsou popsany v dalSich kapitolach.

Tabulka 2.2 Prehled plazmatickych lipoproteinPrevzato z: (11).

chylomikrony VLDL IDL LDL HDL
elfo start pre-f pre-f B a
velikost (nm) 75— 1200 30-80 25-35 18 -25 5-12
hustota (g-cm’a) 0,93 0,93-1,006 | 1,006 -1,019 | 1,019-1,063 | 1,063 — 1,210

slozky na povrchu lipoprotein & (mol %)

cholesterol volny 35 43 38 42 22-23
fosfolipidy 63 55 60 58 72-75
apolipoproteiny 2 2 2 0,2 7

sloZeni jadra lipoprotein G (mol %)

estery cholesterolu 5 24 22 81 82-84

triacylglyceroly 95 76 78 19 16-18

2.2.2 Apolipoproteiny

Jak jiz bylo zmigno, apolipoproteiny (apoproteiny, apo) ivobilkovinnou cast
lipoproteinovychéastic. V lipoproteinech plnigkolik funkci (12):

7 v Z

% jsou strukturni sloZkou lipoproteinkteréc¢astici stabilizuji a zaroveprispivaji k jeji

rozpustnosti ve vodném praéstli,
+» pasobi jako kofaktory enzyinicastnicich se metabolismu lipoprotigin
% zprostedkuji vazbu lipoproteinovyctastic na bu&né receptory.

Mrivriw s

Apolipoproteiny jsou roz&leny do rekolika trid, striény prehled nejdlezit¢jSich z nich
je uveden v tabulce 2.3. Kra@ntechto jsou znamy apolipoproteiny D, F, G, H, J,Ma
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Tabulka 2.3: Prehled nejdleZitéjSich apolipoproteitn CH — chylomikrony. Upraveno podle:(3).

Apolipoprotein Misto syntézy Molekulova Lipoproteiny
hmotnost (Da)

apo A-l stfevo, jatra 28 000 HDL, CH

apo A-ll stfevo, jatra 17 000 HDL, CH

apo A-IV Stfevo 46 000 HDL, CH

apo B-48 Stfevo 264 000 CH

apo B-100 Jatra 550 000 VLDL, IDL, LDL
apo C-I Jatra 5800 VLDL, IDL, LDL
apo C-ll Jatra 9100 CH, VLDL, IDL, HDL
apo C-lll Jatra 8 750 CH, VLDL, IDL, HDL

apo E jatra, periferni tkan 35 000 CH, VLDL, IDL, HDL

Apolipoproteiny Ize podle struktury proteinu i gerazclit do 3 skupin (13):

% prvni skupina, zahrnujici apolipoproteiny A-l, A-IA-1IV, C-I, C-ll, C-lll a E,
zahrnuje proteiny s vysokym podilemhelixa s amfipatickym charakterem (jedna
strana o-helixu je nepolarni, zatiena v povrchu lipoproteinovéastice, a druha
polarni, obracena do prostoru); tyto apolipoproteinohou byt mezi jednotlivymi
lipoproteiny volré vyménovany,

+« druha skupina apolipoprotéintvorena apolipoproteiny B-100 a B-48, ve své strigktu
obsahuje také helixy, které ale nefviolavnicast jejich struktury; tyto apolipoproteiny

nemohou byt volé vymeénovany mezi lipoproteiny

% ostatni apolipoproteiny s@di do feti skupiny, ale nemaji jednotnou strukturu nebo

funkéni domény.

Apolipoproteiny tFridy A

Mezi apolipoproteiny tétotidy pati apo A-1, apo A-ll, apo A-IV a apo A-V. Tyto

proteiny jsou syntetizovany hepatocyty a enteracyty

Apolipoproteiny A-l a A-1l se vyskytuji fevazrié nacasticich HDL, kde tvid asi 90 %
vSech proteifi. Apo A-l je hlavnim apolipoproteinem HDL, kdeigobi jako aktivator
enzymu lecithin: cholesterolacyltransferasy (LCA3)ymo#uje tak esterifikaci cholesterolu

nascentnich HDL (14). Slouzi jako ligand pro &tmé receptory a vyraZnprispiva



k maturaci a metabolismu HDEastic (15, 16) a tedy i celému reverznimu transport
cholesterolu. Do cirkulace vstupuje jako tzv. gigioor apo A-1“ a na nascentnich HDL. Apo
A-ll je druhy nejvice zastoupeny apolipoprotein L, ale nemusi se na nich vyskytovat
vzdy (tzv. A-I-HDL a A-1-A-1l-HDL, (17, 18)).

Apo A-1V je syntetizovan ve stvnim epitelu (19). Jefpomny hlavie v chylomikronech
a HDL, usnaduje vymeEnu apolipoproteinu C-Il mezi lipoproteiny (20), fyuje jako
antioxidant a #ejmeé zprostedkovava signalizaci pocitu nasyceni (21).

Apolipoprotein B

Apolipoprotein B se vyskytuje ve dvou formach, jakeo B-100 a apo B-48. Jedn& se
o dva produkty téhoz genu. Oba apolipoproteiny jseabytné pro syntézu (,assembly®)
lipoproteini prenasejicich TG v hepatocytech a enterocytech gpuwsts €Emito lipoproteiny

do cirkulace. Kazdéastice lipoproteinu nese jedinou molekulu apo B).(2

Apo B-100 je syntetizovan v jatrech a je struktordipoproteinem VLDL, na kterych je
secernovan do ¢bu. mRNA pro Apo B-100 se do proteinueglada cela. Tento

apolipoprotein se nachazi ve VLDL, IDL a LDL. Sldygko ligand pro LDL receptory.

Apo B-48 je syntetizovan veist€ a jeho mRNA obsahuje v pozici 6666 namisto
cytidinu uridin. Tato zarna vznika editaci mMRNA a apobuje pedtasné ukoeni translace
(23, 24). Vznika tim protein, ktery ma délku asi%groti jaternimu apo B-100. Do cirkulace

vstupuje na chylomikronech, je jejich strukturnipolpoproteinem.

Apolipoproteiny t¥idy C

Jsou znamykt proteiny spadajici do tétsidy: apo C-I, apo C-Il a apo C-lll. Vyskytuji se
v HDL a lipoproteinech obsahujicich apo B. Rolenjattivych proteiri v metabolismu
lipoproteini je mizna. Apo C-l je kofaktorem lecithin : cholesterglid@nsferasy (25), apo C-

Il je kofaktorem lipoproteinové lipasy (26) a apdICtuto lipasu inhibuje (27).
Apolipoprotein E

Apolipoprotein E se vyskytuje na lipoproteinechemasejicich TG a nackterych

casticich HDL a slouzi jako ligand pro receptory.

Je to polymorfni proteinfitalely €2, €3 ag4 koduiji ti isoformy E2, E3 a E4. Tim vznika
Sest fiznych genotyp a fenotyf (28). V populaci se néastji vyskytuje isoforma apo E3,



nasledovana apo E4, nejndémastoupenou isoformou je apo E2. Jednotlivé isojose
od sebe liSi aminokyselinami v pozicich 112 a I&b&dy i ndbojem v tomto méstTo ma
vliv na interakce mezi doménami proteinu nebo rebuana LDL receptor (29), jak je shrnuto
v tabulce 2.4. Zatimco u isoforem apo E3 a E4 mamba na receptor ovli¢na, isoforma

apo E2 ma afinitu k LDL receptoru nizSi. Isoforn@oB4 souvisi s urychlenym s rozvojem

degenerativnich nervovych onemdgh

Tabulka 2.4: Vlastnosti isoforem apo E a jejich hlavni rozdMyswtlivky: Cys — cystein, Arg —
arginin, LDLR — LDL receptor, LP — lipoprotein, HRLhyperlipoproteinémie.rBvzato z: (29).

Slozeni aminokyselin Funk éni rozdily
Izoforma Asociace s hemoci
112 158 afinita k LDLR afinita k LP
apo E2 Cys Cys Nizka HDL HPL typu llI
apo E3 Cys Arg Vysoka HDL neni znama
apo E4 Arg Arg Vysoka VLDL, LDL Alzheimerova nemoc

Minoritni apolipoproteiny

Tyto apolipoproteiny se vyskytuji v plaznmve velmi malych mnoZstvich. Jedna se
o apolipoproteiny A-V, D, F, G, H, J, L a M. Apotiprotein F byl identifikovan jako ,lipid
transfer inhibitor protein“ (LTIP) a jeho funkcenwetabolismu lipoprotein je zmiréna

v dalSich kapitolach. Tyto apolipoproteiny jsou @beny ¥tSinou na HDL.

2.2.3 Metabolismus lipoproteii

Lipidy, které €lo prijalo potravou, jsou transportovany jinymi lipopeoty nez ty, které
se v tle jiz vyskytuji, a proto se i metabolismus lipogiod déli na rekolik metabolickych
drah: transport tuk prijatych potravou je ozr@van jako exogenni cesta, transport lipid
syntetizovanych jatry k perifernim tkanim jako egeoni cesta a fpnos cholesterolu
z perifernich tkani do jater jako reverzni transmhiolesteroluTyto drahy se ale do zé&ee
miry prolinaji, lipoproteiny tznych drah mohou byt katabolizovany stejnymi enzymy

a soutzi o stejné receptory.



Receptory, enzymy a proteiny dastnici se metabolismu lipoproteii

Receptory

Receptory pro lipoproteiny hraji vyznamnou ulohjejich metabolismu a fedstavuji
dulezity prvek v udrZzeni homeostazy ligidReguluji koncentraci cholesterolu v cirkulaci
a endogenni draze metabolismu lipoprateihraji receptory zrodiny LDL-recepigr
Vv reverznim transportu jsou to pak scavengerovéptecy a gkteré z ABC (ATP-binding

cassette) transporfér

Rodina LDL receptar

Dnes je zndmo vice neZz 10 proteia rodiny

LDL receptofi. Tyto receptory umailji vstuprady

— —
ey,
LSS —

endocytézy. Jsou to vysoce homologni proteil
které se skladaji z nasledujicich domén (30) (biz ¢
2.3):

1. ligand vazajici doménaN{konec proteinu),
specifickd pro #zné apolipoproteiny, 2. domén
homologni k prekurzoru epidermalnihdistového
faktoru (epidermal growth factor, EGF), 3. domé
O-vazebnych oligosachakd 4. transmembranovi
domeéna, 5. kratky cytoplazmaticky Usek @&onci g
4. Membrane-Spanning Domain

peptidu. Ne vSechny proteiny této rodiny ale h
Glohu v metabolismu lipiti fada z nich se podili

3. Cytoplasmic Domain

i na transportu jinych makromolekul do k#4n Nize £ooH

jsou strén¢  popsany receptory, které seQprazek 2.3:LDL receptor a jeho
metabolismu lipoproteind¢astni. domeny. Fevzato z: (10)

LDL receptory (LDLR) jsou znamy od roku 1979 (31)jsdu povazovany za jakysi
prototyp proteif této rodiny. Jejich ligandy jsou apo B-100 a ap@iBto jsou také nazyvany
apo B/apo E receptory. Jejich syntézy jsou schageghny jaderné lily.
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.LDL receptor-related proteins® (LRP) byly objevenyroce 1988 (32). Jsou
exprimovany pedevsim na hepatocytech a slouzi jako receptory girgomikronové
remnanty (33). Jako ligand vyuZivaji apolipoprotéin

VLDL receptory (VLDLR), objevené vroce 1992, vyudji jako ligand roviz

apolipoprotein E. Jsou vSak exprimovany wikach extrahepatalnich tkani (34).

Scavengerové (Acetyl-LDL) receptory

s

scavengerové receptory (SR) byly objeveny koncemlét020. stoleti (35). Dnes seld
do deseti i#id, znichz osm (A — H) e hrat dlohu v rozvoji aterosklerozy (36).
Scavengeroveé receptory se nachazejiwjjatrech a makrofazich, ale i v hladké svaleéyin
endotelialnich bikadch a také v tkanich produkujicich steroidni hammojako jsou

nadledviny, varlata a vajeiky.

Mezi ligandy &chto receptar pati mimo jiné i modifikované lipoproteiny, hlagn
oxidované a acetylované LDL. Vychytavarchto ¢astic vede kifeméné makrofadg na
pénové buiky. Krom¢ toho rekteré SR rozpoznavaji apoptickénky, kon&né produkty
glykace (advanced glycation end-products, AGE),odiysacharidy nebo fragmenty
bungénych stn bakterii (37).

V metabolismu lipoproteiinhraji zasadni tlohu SRidy A a ¥idy B (36, 38, 39).

Rodina scavengerovych recepidridy A (SR-A) je tvdena ggti proteiny, které maiji
a SR-AIl. Tyto proteiny jsou zakotveny v cytoplazioké membrdé a jsou hlavnimi SR

pro modifikované LDL v makrofazich.

Receptoryitidy B jsou proteiny, které dvakrat prochazeji medmbu a v extracelularni
Casti tvai velkou smyku. Tato tida zahrnuje it ¢leny, které kromd modifikovanych
lipoproteini vadZzou i nativni lipoproteiny: CD36, umidici vstup oxidovanych LDL
do makrofag, SR-BI a jeho se8hovou variantu SR-BII, ktera se ale vyskytuje viidiemfe.

Ztejmé nejvice pozornosti jeémovano SR-BI. Kroréa toho, Ze se podili na vychytavani
lipoproteini obsahujicich apo B, hraje vyznamnou ulohu v méistna HDL a reverznim

transportu cholesterolu. Tento protein, objevensoce 1994 (40), se vyskytuje hlavn
na makrofazich, endotelialnichitkéch a jatrech a dalSich steroidogennictikéah, a slouzi
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jako receptor pro HDI¢astice (41). Podili se na vychytavani lipopraiedsahujicich apo B

(42). Tyto proteiny roveéZ zprostedkovavaji tzv. selektivni fjem esterifikovaného

cholesterolu do butk (41, 42) a zvySuji &innost obousrrného toku volného cholesterolu
mezi HDL a bukami (43).

ABC transportéry

Adenosintrifostat—-vazebné kazety (ATP—-binding ciisseABC) jsowleny velké rodiny
proteini rozdélenych do 71itid (A — G), které slouziipvazre jako transportéry (44). Tyto
proteiny jsou sloZzeny z transmembranové domény médy cytoplazmatické, ktera je
zodpo¥dna zanavazani ATP. Fultk protein musi byt dimer (45). Pomoci ABC
transportér je z burkk odstr@ovana celaada latek lipofilni povahy, detné cholesterolu.

Spolupodili se tedy na udrzeni homeostazyipid

Nejcasgji zapojené ABC transportéry v metabolismu lipid lipoproteiri jsou z rodiny
A a G, nejdlezitéjSi jsou pak ABCAL, ABCG1, ABCG4 a ABCG5/G8 (46).

ABCAL transportéry, které t¥d homodimery, jsou v organismuiifpmny ve vSech
bunkach. Hraji dlezitou roli v efluxu cholesteroluipdevsim v enterocytech, hepatocytech
a makroféazich. Cholesterol, ktery se jimi uvolridurek, je gijiman hlavré apolipoproteinem
A-l, tyto transportéry tedyifspivaji k maturaci HDLéastic (16).

ABC transportéryifdy G tvai bud’ heterodimery nebo homodimery. ABCG1 a ABCG4
jsou rovrez spjaty s metabolismem HDL, cholesterol atenaSeji na sférické formy HDL
(47). Transportér ABCG5/G8 se nachazi v enterobytejeho pispenim jsou steroidni lipidy
(zejména sitosterol, ale i cholesterol) transpartgvz enterocyitzpst do lumen deva (48).

Enzymy

Lipoproteinova lipasa

Existence enzymu, ktery byl pafdnazvan lipoproteinova lipasa (LPL) (49), byla
prokazana uz v roce 1943 (50). Tento enzym hragadtél tlohu P katabolismu lipoproteiin
bohatych na TG, tedy chylomikrdbna VLDL, v menSi nie pak i IDL. Tato lipasa
hydrolyzuje pedevSim triacylgylceroly. Je fipomna hlave v tukové tkani a ficné
pruhovaném svalstvu, kde je navazana na heparatexiif na endotelu kapilar (51).
Pasobenim LPL dochéazi k hydrolyze TG a uvminmastnych kyselin z jadra lipoprotéin

Jejim kofaktorem je apolipoprotein C-II (26)&tdina mastnych kyselin uvaina &inkem
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LPL vstupuje do buk. Lipoproteinova lipasa navazana na chylomikronosénanty je
i ligandem pro LRP (52).

Jaterni lipasa

Jaterni lipasa (hepatic lipase, HL) je syntetizavanatrech, kterd jsou i hlavnim mistem
jejiho &inku (53). Hydrolyzuje jak triacylglyceroly, tak $éolipidy. Katabolizuje zejména
lipoproteiny genasSejici TG, na rozdil od LPL jsou jejim substratelipidy
v lipoproteinech mensi velikosti — tedy v IDL, LDd HDL (53, 54). Stejnjako LPL plni
i tlohu ligandu pro vazbu k recepton a proteoglykaim (55).

Endotelialni lipasa

Endotelialni lipasa je exprimovana endotelidlnimikami a jedn4 se o enzym, ghoz
pievaZzuje fosfolipasova aktivita (56, 57). Tato lipdwraje dleZitou ulohu v katabolismu

HDL, spolu s HL pispiva k jejich vychytavani v jatrech a ledvinaéid,(59).

Lecithin : cholesterolacyltransferasa

Lecithin : cholesterolacyltransferasa (LCAT, poms&lomsetem1962, (60)) je enzym,
ktery se v cirkulaci vyskytuje v komplexech s HDKatalyzuje genos mastné kyseliny
z pozice 2 na lecithinu (fosfatidylcholinu) nap3tydroxylovou skupinu cholesterolu.
Esterifikace probihd nacasticich HDL, zdrojem cholesterolu a fosfolipidjsou
burgcné membrany a lipoproteiny. Aktivatorem enzymu pmlgoprotein A-1 (14), dalSim

kofaktorem nfize byt i apolipoprotein C-I (26).

DalSi proteiny v metabolismu lipoprotéin

.Cholesteryl ester transfer protein“

»Cholesteryl ester transfer protein“ (CETP) je pint ktery zprogedkovava vyranu
estefi cholesterolu mezi jednotlivymi lipoproteiny (612)6 konkrétg mezi HDL, VLDL
a LDL. Je tedy dalSimudezitym prvkem pi reverznim transportu cholesterolu. O tom, zda je
jeho efekt pro-, nebo antiaterogenni, rozhodujiladimy celkového a HDL cholesterolu
a koncentrace TG (63, 64).
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,Lipid transfer inhibitor protein“

,Lipid transfer inhibitor protein“ (LTIP) je inhihor vySe zmitiného CETP. Je vazan
nacastice LDL (65). Poziji bylo zjiSténo, Ze tento protein je identicky s apolipoproteinie
(66).

.Phospholipid transfer protein“

.Phospholipid transfer protein“ (PLTP)gnési hlavé fosfolipidy mezi HDL a VLDL
(67). V plaznd se vyskytuje v aktivni a neaktivni foén{68). V interakci s dalSimi faktory
(receptory, enzymy i CETP), hraje vyznamnou ulohmetabolismu HDL (69).

Exogenni cesta

Exogenni cesta slouzi ktransportu lipigrijatych potravou Kk perifernim tkanim
adojater. Tuky vpotrégv jsou vIumen g$ev emulgovany Z2Zki a hydrolyzovany
pankreatickou lipasou (7). Volny cholesterol, MKr@noacylglycerol vstupuji doistvnich
burgk, kde jsou znovu re-esterifikovany, a v chylomikech secernovany do lymfy (70).

Tato cesta je schematicky znazora na obr. 2.5.

STREVO )

Endotel
ApoB-48
ApoE

N
Q
A
Lipoproteinov

alipaza
®  Heparansulfat

Mastna
kyselina

CFeD voiny

cholesterol

Obrazek 2.5 Schéma exogenni drdhy metabolismu lipoprétein
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Chylomikrony se tvii v enterocytech a obsahuji az 90 % TG. Na svémcpovnesou
jednu molekulu apolipoproteinu B-48 (ktery je chdeaisticky pro tento typ lipoproteii)
a apolipoproteiny A-1, A-ll a A-IV. Ze #kva putuji chylomikrony lymfatickymi cévami
doductus thoracicus odtud do krve. V cirkulaci se obohacuji o apmbiteiny C-11, C-IlI

a apoE, které pochéazi z HDL.

Pasobenim LPL na cévnim endotelu je hydrolyzovagtsina TG a z chylomikran
vzniknou ¢astice oznéované jako chylomikronové remnanty. Jejich piedictvim se
pienaSeji estery cholesterolu zefest do jater, kam remnanty vstupuji endocytézou
po navazani apo E na receptor chylomikronovych eeminLRP. Na chylomikrony a jejich
remnanty se nelze divat jen jako ngenmmSée dietnich lipid. Dalezita je i jejich role
v transportu jiz vylodeného cholesterolu ze Zrizgt do jater (71).

Endogenni cesta

Touto cestou jsou cholesterol a triacylglycerolgnsportovany z jater k perifernim
tkanim ve fornd VLDL, IDL a LDL. Tato draha je schematicky znazéma na obr. 2.6.

Endotel
ApoB-100
ApocE

Heparansulfat

Lipoproteinova
lipaza

Jaternilipaza

Obrazek 2.6 Schéma endogenni drahy metabolismu lipoprotein
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VLDL a IDL ¢astice

Castice VLDL vznikaji v jatrech. Jejich hlavnim Ukoi je transport TG k bikam
v perifernich tkanich. Pvstupu do cirkulace obsahuje jadro VLDL 65 % T(&stice nesou
jednu molekulu apo B-100 a apolipoproteiny C a &.vBtupu do cirkulace jsou obohaceny
o dalSi apolipoproteiny pochazejici z HDL. Jsou gamy dva typy VLDLcastic: VLDL1
aVLDL2 (72). Syntéza VLDL probiha whkolika fazich: nejéive vznikaji pre-VLDL, které
se do obhu nedostavaji, z nich pak VLDL2, které mohou byd’ tsecernovany, nebo déle
obohaceny lipidy za vzniku VLDL1 (73).

V cirkulaci jsou z VLDL lipoproteinovou lipasou agdpovany mastné kyseliny, které
ihned vstupuji do butk. ZVLDL castic tak vznikaji ¢astice IDL, které jsou dale
metabolizovany v jatrech. V jaternich sinusoidecbhou bu’ vstupovat do buik pies
LDLR nebo LRP, nebo jsou dale transformovany jdtelipasou na castice LDL.

Apolipoproteiny E a C sefpzmensovanéastice opt vraci na HDL.

LDL céastice

Transport cholesterolu z jater k perifernim tkardaji&’uji ¢astice LDL, které vznikaji
pii katabolismu VLDL. Jejichhlavnim apolipoproteinem je apo B-100. Jsou oboveaty
o dalSi cholesterol, ktery ziskavaji z HDL preshistvim CETP. Z cirkulace jsou

odstraiovany hlavi LDL receptory (74), minoritni roli v clearance LI¥Astic hraji LRP.

Castice LDL tvdi heterogenni skupinu sloZzenou z mnoha iddi5). Prakticky vyznam
ma ale pouze &eni na ,buyoant (velké) LDL a malé densni LDL fall dense LDL",
sdLDL). Na rozvoji aterosklerozy se vyznagirpodili sdLDL. Jejich vznik je spojen s vysSi
koncentraci lipoprotein transportujicich TG v plazén coz vede ke zvySené v¢ng estet
cholesterolu a TG mezi VLDL a LDL.

Casticim sdLDL je fipisovan vyrazny aterogenni potencial hnedkotika divodi: maji
snizenou afinitu k LDL receptdm (76) a zarove snaze reaguji s proteoglykany v cévni
stné (77), coz je pravwpodobré nasledek jiné konformace apolipoproteinu B (78avid
jsou sdLDL nachyl§Si k oxidaci nez normalni LDL (79).

Vstup lipoproteiti do burgk

Lipoproteinovécastice nebo jejich remnanty vstupuji do &kiprostednictvim receptoru

(LDL-R, VLDL-R, LRP), v mensi nfe i nezavisle na nich.fPvstupu ges receptory je

16



lipoproteinova castice navazana na ligand-vazici domeénu receptorintexnalizovana
do endosomu. Ten fuzuje s lysozomem,éma je lipoproteinov&astice hydrolyzovana.
Castice LDL, které byly modifikovany (oxidované aetdované LDL) vstupuji zejména

do makrofag pires scavengerove receptory.

HDL ¢&astice a reverzni transport cholesterolu

Ulohou HDL ¢astic je transport cholesterolu z periferiétaio jater. Tento jev je nazyvan
reverzni transport cholesterolu a je znagorna obr. 2.7. V metabolismu HDL vyzna&én
participuji ABC transportéry (ABCA1, ABCG1/G4), LOAa receptory SR-BI.

Lecitin:cholesterol
acyttransferaza

Fosfolipidy

Volny cholesterol

ABCA1 transportér

@ Jatemi lipaza

Obrazek 2.7 Reverzni transport cholesterolu

Biosyntéza HDLgAstic zé&ina v jatrech, které secernuji tzv. lipid-poor afegd”. Ten se
v cirkulaci okamZzi¢ spojuje s volnym cholesterolem a fosfolipidy zaike tzv. nascentnich
HDL, coz jsou diskoidniastice slozené z fosfolipidové dvouvrstvy a volné&holesterolu.
Lipidy, potrebné k tvord nascentnich HDL, pochéazeji jak z Bln tak z lipoproteid.

Nascentni HDL ale mohou vznikat uz v jatrech.
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Nascentni HDL se spojuji s LCAT, ktera esterifikjggch volny cholesterol. Tyto estery
se hromadi uvnitéastice a HDL ziskavaji sféricky tvar. Tytdstice jsou ozr@@vany jako
HDL3. DalSi akumulaci cholesterolu a fosfolipjdpochazejicich fiedevsSim z lipoprotein
a obohacenim o dalSi apolipoproteiny A-I a o amgpteiny C a E vznika padtia HDL,.
Tyto ¢astice mohou bytipmenény znovu na HDL pisobenim CETP a jaterni lipasy, nebo
mohou byt vychytany receptory v jatrech (LRP, SR4idbo v jinych steroidogennich tkanich
(SR-BI). Ri vstupu do bugk po vazls na receptory LRP dojde k degradatistic
v lysozomu, pi navazanicastic na SR-Bl jsou estery cholesteroluinkam odevzdany

bez degradace lipoproteinovéstice (tzv. selektivniijem cholesterolu (80)).

2.2.4 Hyperlipoproteinémie

Hyperlipoproteinémie (HLP) fiedstavuji skupinu metabolickych oneméei) ktera jsou
charakterizovana zvySenou koncentraci lipid lipoproteiri v plazngé. Jsou dsledkem

zvySeneé tvorby nebo snizeného odbouravani lipojpiiote

Hyperliporoteinémie Ize d&it podle rekolika hledisek a kritérii. Nejjednodussim (ale
praktickym) d@lenim je klasifikace dle dopotani Evropské spot@osti pro aterosklerozu
z roku 1992, ktera HLP& do ti skupin:

% hypercholesterolémie — izolované zvySeni cholebktero
% kombinované (smiSené) hyperlipidémie —&mné zvyseni cholesterolu a TG,
+«» hypertriglyceridémie — izolované zvyseni TG.

DalSim zmisobem Kklasifikace HLP je geneticka klasifikace. §& snazi respektovat

etiopatogenezi poruchy. Podle ni se HI&H do dvou skupin:
% priméarni (familiarni) — geneticky podngimé poruchy,

% sekundarni — vznikaji jakoidledek jiného onemoéni, které ovliviuje metabolismus

lipida a lipoproteir.

Nekteré familiarni hyperlipoproteinémie jsou uvedentabulce 2.5. Primarni HLP lze
dale clit na monogenni a polygenni. Monogenni poruchgly tporuchy zpsobené mutaci
v jediném genu, se v populaci vyskytuji s nizkoavatenci, a nemaji proto v epidemiologii
HLP prilis velky vyznam. \étSina primarnich HLP je polygenni, na jejich vznika podili
mutace ve vice genech. ¥hto gipadech dochaziasto k interakci genetickych predispozic
a vrejSiho prostedi (81, 82).
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Tabulka 2.5: Priklady primarnich hyperlipoproteinémii. Vy&livky: CH, TG — koncentrace
cholesterolu /triacylglyceral v séru, 'u homozygoi jsou koncentrace cholesterolu i dvoj-

az trojnasob&vyssi nez u heterozygotPrevzato z: (81, 82)

Manifestace
Typ hyperlipoproteinémie Pricina
CH TG
Monogenni poruchy:
Familiarni 1
T -111 norma porucha LDL-R
hypercholesterolemie
Familiarni defekt Tr-11t norma defekt apo B-100 (nevaze se na LDL-R)
apo B-100
Familiami dysbetalipo- 1 Tt varianta apo E (E2/E2), jiné
proteinémie (HLP typ )
Deficience LPL (HLP typ I) norma - t Tttt deficit LPL, deficit apo C-lI
Polygenni poruchy:
Familiarni kombinovana T T zvySena syntéza apo B-100 v jatrech, jiné
hyperlipidémie
Familiarni triglyceridémie norma 1 varianty apo A-V, jiné
Pol i
olygenni 5 N,
hypercholesterolémie

2.2.5 Lipoproteiny u potkana

Potkan neni obvykle pouzivanipstudiu patogeneze hypercholesterolémie, ato hned

z rekolika davoda, které jsou shrnuty v tabulce 2.6.

Tabulka 2.6: Rozdily v metabolismu lipoprotaimmeziclovékem a potkanem.

Potkan Clov ék
koncentrace cholesterolu v séru <2 mmol-I* 05 mmol-I*
hlavni frakce LP pfenaSejici cholesterol HDL LDL
pfitomnost CETP ne ano
editace MRNA apo B-48 jatra, stfevo jatra
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Zejména je to proto, Ze koncentrace cholesterofgéru potkana dosahuje mnohem
nizsich hodnot nez u mérnéhoclovéka (u zdraveha@loveka by koncentrace cholesterolu
cholesterolu asticich HDL zatimco wlovéka se ¥tSina cholesterolu nachazi v LDL
(az 2/3) — viz obr. 2.6. Potkan raéhnnema CETP. To by snad mohlo v§it mezidruhové
rozdily v distribuci cholesterolu, neboi u lidi s deficienci tohoto proteinu dochazi
k akumulaci cholesterolu &asticich HDL.

Po podani cholesterolu v dietu potkarmi dochazi krychlé igmené cholesterolu
na zlwové kyseliny. Proto je u nicktzké navodit hypercholesterolémii pouhym podanim
cholesterolu. Tento problém se obvykésSi podanim vysokych davek kyseliny cholové, ktera
zpétnovazeba inhibuje syntézu Zkiovych kyselin. Dochazi tak nejen k akumulaci patav

prijatého cholesterolu, ale i k jeho snizené utilizatry pro tvorbu Zldovych kyselin.
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Obrazek 2.6. Distribuce cholesterolu v jednotlivych frakcictpdproteimi u potkari
Wistar (A) acloveka (B). Revzato z: A- (83), B - (84).

2.3 PRAZSKY HEREDITARNE HYPERCHOLESTEROLEMICKY(PHHC)
POTKAN

Vzhledem kvySe uvedenymivbdim bylo winéno rekolik pokusi o vySlechéni
potkani, u kterych by bylo mozné indukovat hypercholedtamii dietnim cholesterolem
bez gidavku kyseliny cholové. V 80. letech se piildaskupirg prof. Poledneho v IKEM
v Praze vyslechtit kmen potkana, ¢hoZ Ize hypercholesterolémii navodit pouhym podéanim
cholesterolu rozpu&ého vtuku. Tento kmen byl nazvan Prazsky henedita

hypercholesterolemicky (PHHC) potkan (85).
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Tito potkani byli vySlechini z potkari Wistar gibuzenskym kzenim jeding, ktefi byl
nejcitlivéjSi na podavany cholesterol (2% cholesterol rozmysSv 5% loji, délka dietni
intervence 2 tydny) — viz obr. 2.7. Do generaceh8lesterolémie pozvolna nietala, dalsi
generace vykazovaly t&tnstabilni cholesterolémii a v generaci 8 u sarma® u samic doslo
k prudkému narstu koncentrace cholesterolu po podani cholestezaleety, ktera se ustalila
mezi hodnotami 8 aZ 10 mmo;l pravdpodobr v disledku rekombinace. Tato

cholesterolémie se udrzela i v dalSich genera&8h (

mmol/|

Obrézek 2.7 Bazalni @) a dietnim cholesterolenv) indukovana cholesterolémie u 14 generaci
potkari v pribéhu selekce PHHC potkéarz potkari kmene Wistar. fevzato z: (85)

Potkani kmene PHHC maji v porovnani s Wistar pogkama standardni digtmirne
zvySenou cholesterolémii. Je-li potkam podavan v potravcholesterol, dojde k vzestupu
koncentrace cholesterolu v séru i u Wistar poikaale u PHHC potkanje tento vzestup

n¢kolikanasobny — viz obr. 2.7 a 2.8.
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Obrazek 2.8 Cholesterolémie u PHHC a Wistar potkama fiznych dietach. Vysitlivky: W —
potkan Wistar, PHHC — PHHC potkan, chow - standadiata, HF — tukova dieta, HFHC —
cholesterolova dietai®vzato z: M. Zimolova, nepublikovana data.

2.3.1 Analyza genové exprese Vv jatrech PHHC potkan

Patogeneze této dietou indukované hypercholester®léu PHHC potkana neni
objasrgna, z dive provedenych pokis ale vyplyva, Ze se jedna o polygenni
hypercholesterolémii. Proto byEimén pokus, v 8mZ byla provedena analyza transkriptomu
v jatrech potkatt PHHC i Wistar n&ipech GeneChip® Rat Exon 1.0 ST Array. Exprese byla
stanovena u ziét na standardni, tukové a cholesterolovéédiBtikova dieta slouzila jako
druhda kontrolni dieta a obsahovala 5% palmovy qddany ke standardni digt
cholesterolova dieta obsahovala 1% cholesterolutapy v 5% palmovém oleji fidany
ke standardni diet Druha kontrolni dieta byla pouzita pro eliminagipadného vlivu tuku,
ktery je pouZzit pro rozpu&ti cholesterolu v diét (neni-li cholesterol ip ptipraw diety
rozpusén v tuku, nevseba se). Ve studii byl pouzit palmovy olej, ktergobsahuje Zadny
cholesterol, ale zarotigje, pes swj rostlinny pivod, vysoce saturovany a n&nby proto
ovlivihovat genovou expresi tolik jako jiné tuky rostlimeé pivodu obsahujici

polynenasycené MK.

Vliv diety na genovou expresi

Pt analyze genové exprese v jatrech bylo &jiét Ze palmovy olej v tukové déehentl

na expresi Zadného #ilplizné 6500 gef exprimovanych v jatrech vliv.
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P pouziti kritéria nejmé& 2nasobné zemy exprese na 5% hladirvyznamnosti bylo
u obou kmef identifikovano rkolik geni, jejichz exprese byla u obou linii potkan
na cholesterolové dietsnizena ve srovnani sdha dietami kontrolnimi — viz obr. 2.9.
Jednalo se o0 osm gerjejichZ produkty jsou zapojeny v biosyntéze ckt#eolu, produktyii
dalSich gef (Insigl, Pcsk9a Fads?) hraji rovréz Glohu v metabolismu lipid Zadny z ged

nentl u zvirat na cholesterolové diegxpresi zvySenou.

Oba kmeny potkah ale reagovaly na podani cholesterolu stefroto byla polozena

otazka, zda se kmeny potkaw jaterni expresi mezi sebou liSi nezavisle n&die

";Ij:r Gene Symbol P;'oll-'dL
cholesterc! bicsynthesis
29 [ ] Acat? m
22 ] Hmgcs1 m G
37 ] Iedi't mm i
-2.6 ] Fdft! | 7
22 o So- AN 2
-3.8 ] Cypa1 mm 432
-3.0 ] Tm7sf2 m 7
5.0 || Scdmol I c:
lipoprotein metabolizm _
-4.8 ] insig? B -0
-2.8 L] Fadsi W -0
2.1 [ | Pesk9 W i

Obrazek 2.9 Geny, jejichz exprese byla u i na cholesterolové dietlespé 2nasoba niZsi
nez u zvfat na kontrolnich dietach (na 5% hlatlwyznamnosti). Geny koéduji tyto proteirdcat2—
acetylCoA acetyltransferasal2mgcs1- 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA syntasaldil — isopentyl-
difosfatA-isomerasa 1kdftl — farnesyldifosfatfarnesyltransferasaStle— skvalenepoxidas&yp51
— sterol-14-demethylasa, Tm7sf2A14-sterolreduktasa, Sc4mol — sterol-C4-methylox@édasdobny
protein, Insigl — inzulinem indukovany gen Fadsl— desaturasa mastnych kyselin Pigsk9 —
proprotein konvertasa substilisin/kexin typ 8ewato z: M. Zimolova, nepublikovana data.

Vliv kmene na genovou expresi

Pfi srovnani genové exprese mezi PHHC a Wistar pgtkam stejnych dietach bylo
pouzitim stejného kritéria (2nasobnaéma exprese, p < 0,05) identifikovanskolik gent,
jejichz exprese se mezi kmeny liSila — viz obr.02.W PHHC potkana bylo identifikovano

5 gerii se sniZzenou expresi a 4 geny se zvySenou expresi.

23



Fold Downregulated Gene Symbol Upregulated
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88 ¥c2 [

248 e ——— |

Obrazek 2.10 Geny, jejichz exprese byla odlisna mezi kmenkanat na steji die€, pri pouZziti
kritérii nejmér 2nasobné zemy exprese na 5% hladinryznamnosti.Ugt2b — podjednotka UTP-
glukuronosyltransferasyCdh17 — cadherin 17].tc4s — leukotrien-C4-synthas&lc6a6— taurinovy
transportér, LOC362855 — predikovany protein FGgp2d5— protein z rodiny cytochroinP 450,
ApoF — apolipoprotein FYc2 — podjednotka glutation-S-transferagyidhla7 — aldehyddehydro-
genasa la7.rBvzato z: M. Zimolova, nepublikovana data.

Produkty rkolika &chto geti hraji Ulohu pi detoxifikaénich reakcich nebo v odpé&i
na oxidativni stres Ugt2b, Yc2 Aldhla7, Cyp2dpb Jedinym genem, ktery hraje ulohu
v metabolismu lipoproteinje ApoF, ktery kdduje apolipoprotein F (,lipid transferhibitor
protein“). V ramci své diplomové prace jsem se &dla praw na tento gen a naldhla7-

gen, jehoz exprese byla u PHHC potkaejvice zvySena.

Aldehyddehydrogenasa 1a7

Genem, jehoZz exprese byla u PHHC potkare srovnani s potkany Wistar nejvice

zvysena, byl gen kédujici aldehyddehydrogenasu 1a7.

Aldehyddehydrogenasa la7 (Aldhla7, E. C. 1.2.1a8) do velké rodiny aldehyddehy-
drogenasiidy 1, podtidy a. Enzymy této rodiny jsou cytosolické enzyrgré oxidujifadu
alifatickych aldehyd s izn¢ dlouhymi tettzci i aldehyd aromatickych na islusné
karboxylové kyseliny. Hraji tedy ulohu jak v elinaici ethanolu, tak xenobiotik. &&ina
aldehyddehydrogenas této rodinyspiva ke tvorb kyseliny retinove, @lezitého modulatoru

genoveé exprese.

Aldehyddehydrogenasa la7 ale jako jeditgn této fidy neumi oxidovat retinal. Jejimi
substraty jsou krat3i alifatické aldehydy. Jakoaktdr pouzivd NAD. Tento enzym je
indukovatelny fenobarbitalem (odtud ve starsi ditdie ozngeni fenobarbitalem inducibilni
aldehyddehydrogenasa, Aldh-pb) a je citlivy k intutu alkoholdehydrogenasy disulfiramu
(86). Protein homologni k potkani Aldhla7 byl nalezt mySi (Aldhla7, Aldhla4), ale nikoli

u ¢loveka.
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Apolipoprotein F

Jedinym genem, jehoz exprese byla u PHHC pdtladiiSna oproti potkaim Wistar
a ktery ma spojitost s metabolismem lipopraoigije gen kodujici apolipoprotein F. Jak bylo
uvedeno vySe, tento apolipoprotein je znam jakeidlitransfer inhibitor protein®, ktery
u ¢lovéka inhibuje ,cholesteryl ester transfer proteinto®ze vSak CETP u potkameni

piitomen, je i tloha apo F tahto zviat neznadma.

2.3.2 Lipoproteinovy profil PHHC potkaui

V ramci téhoz pokusu byla analyzovana distribucelasterolu v jednotlivychitdach

lipoproteini — viz obr. 2.11.

BVLDL mIDL ¥ LDL OHDL
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Obrazek 2.1% Distribuce cholesterolu v jednotlivychtidach lipoproteit u PHHC a Wistar
potkari na fiznych dietach. Vysilivky: W — potkan Wistar, PHHC — PHHC potkan, chew
standardni dieta, tuk — tukova dieta, chol — chietefova dieta Rezvato z: (87).

Na standardni dietnebyly mezi obma kmeny potkalnalezeny v distribuci lipil Zzadné
rozdily. Na cholesterolové diestoupa u potkanWistar koncentrace cholesterolu ve VLDL,
u PHHC potkafi vyrazré vzristd VLDL-, IDL-, i LDL-cholesterol. Castice VLDL se
u PHHC potkan na cholesterolové diestavaji dominantnimipnaséem cholesterolu. Tyto
castice jsou row¥ vyrazre obohaceny cholesterolem — pgmVLDL-cholesterol/VLDL-TG
je vétSi nez 1. Jsou tedy velice podobné VLDL, se ktesgnize setkat u paciéns familiarni

dysbetalipoproteinémii (hyperlipoproteinémii typh). |
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3 CILE PRACE

Cile této prace vychazeji z fenotypové odfmhivna cholesterolovou dietu i z analyzy

genoveé exprese v jatrech PHHC potkana:

1. Vyswétlit pricinu akumulace cholesterolem obohacenych VLDL u PHptEkari
na cholesterolove digt

a) sekvenaci genu kédujiciho apolipoprotein E a petvitn gitomnosti tohoto
proteinu ve VLDL,

b) zjistenim sloZeni nascentnich VLDL produkovanych jatry.

2. Podrobuji charakterizovat dva vybrané geny, které jsouHHE potkar odliSns

exprimovany:

a) Aldhla7 — gen, jehoz exprese byla u PHHC potkazvySena nejvice —

na biochemické urovni,

b) Apof —jediny gen s odliSnou expresi u PHHC potkana,yktae@ize hrat Glohu
v metabolismu lipoprotein— na molekularé-biologické urovni.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 MATERIAL

4.1.1 Pokusna zfata

Potkani kmene PHHC byli z vlastniho chovu IKEM. IRoti kmene Wistar, ke slouZili
jako kontrolni skupina, byli dodani firmou AnLab réPa, Ceska republika). Ve v3ech

pokusech byli pouziti samci.

VSechna zvfta pouzita  pokusech byla chovana v ozieaych plastikovych nadobéach
po 2 az 3 jedincich, za standardnich podminek (20yklus den:noc 12:12). Zta ntla
neomezeny ifpstup k potraw i vodk.

Dieta

Potkani dostavali 3izné diety:
< kontrolni dieta — dieta M2 (SEMED, Pral@zgskéa republika); (chow),

% tukova kontrolni dieta — M2 dieta s 5% palmovymjeie, slouzila jako druha
kontrolni dieta (HF),

+» cholesterolova dieta — M2 dieta + 5% palmovy olé&4 cholesterol (HFHC).

4.1.2 Primery
Navrhla jsem primery pro:
+«+ exony genu pro apolipoprotein Boe tabulka 4.1),
%+ exony genu pro apolipoprotein Egof tabulka 4.2),
% sekvenci odpovidajicitpkladané oblasti gempof (tabulka 4.3),

«» kratky Usek ve 2. exonutApof ve kterém byla u PHHC potkannalezena
17nukleotidova inzerce (tabulka 4.4).

Pro navrzeni primérbyla pouZita sekvence z internetové databaze N88)L VSechny
primery jsem navrhla v programu Primer3, verze@(89). Kontrolu primak pro gen apo E
jsem provedla v programu BLAST (90), ostatni v peogu BLAT (91).
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Primery byly vyrobeny firmou Generi Biotecidska republika). Primery jsem rozpustila

v deionizované va#l (ddH,0) podle navodu vyrobce na koncentraci 0,1 mmoPloté jsem

jednotlivé dvojice primer ke kazdému exonu Fedila na pracovni koncentraci 0,01 mnidl-|

(primer mix). Na&edéné primery byly uchovavanyip-20 °C.

Tabulka 4.1: Primery pouZité pro PCR reakci a sekweriaeakci pi sekvenovani exangenu
Apoeziskanych z genomové DNA. bp — pary bazi.

Nazev 2 , , Délka Délka PCR Teplota nased-
el Sekvence (5° — 3) [nukleotidy] |produktu [bp] | nuti primer G [C]
rApoE_1 L 3'>5 gcagggggagtcctataattg 21
288 60
rApoE_1 R 5'>3 atctcctccatctgttctgacc 22
rApoE_2 L 3'>5 gggggaggtaaatagacctttg 22
375 60
rApoE_2_R 5'>3 tttaccctctgagcatcaatcc 22
rApoE_3 L 3'>5 tgacttccagacgcactgttg 21
327 60
rApoE_3_R 5'>3 taggtgcccagataggaggaac 22
rApoE_4(a)_L 3'>5 cttcctcagcttctcaacttetgg 24
699 64
rApoE_4(a)_R 5'>3 gcccaggctttgagtgac 18
rApoE_4(b)_L 3'>5 gtatctgctgggtctgctecte 22
461 64
rApoE_4(b)_R 5'>3 aggcagaaacgataaactgagg 22

Tabulka 4.2 Primery pouzité pro PCR reakci a sekvenaeakci pi sekvenovani exangenu
Apofziskanych z genomové DNA. bp — péry bazi.

Nazev 2 , , Délka Délka PCR Teplota nased-
elaw Sekvence (5° — 37) [nukleotidy] |produktu [bp] | nuti primer G [C]
ApoF_1 L 3'>5 gtcaacattgggcacctcatc 21
299 60
ApoF_1 R 5'>3 ggatatgggaaatgcaacacag 22
ApoF_2(a) L 3'>5 agggggttccctgaatcttg 20
850/867 60
ApoF_2(a) R 5'>3 ccccttcctegtcatgataata 22
ApoF_2(b) L 3'>5 cttcaagagctccagaaaggtg 22
946 60
ApoF_2(b) R 5'>3 cagctgatttacccgaactgtg 22
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Tabulka 4.3: Primery pouzité pro PCR reakci a sekvamiareakci pi sekvenovani fekladané
oblasti genwApofziskané z cDNA. bp — pary bazi.

Nazev 2 , , Délka Délka PCR Teplota nased-
Wlelgie Sekvence (5" — 3) [nukleotidy] |produktu [bp] |nuti primer G [T]
CApoF_1U 3'>5 ggactatatgggtgctcagctcc 23
1087/1104 60
CApoF_2L 5'>3 cttgttcaggcgaaagttggcc 22

Tabulka 4.4: Primery pouZité pro PCR reakci a sekvanareakci pi sekvenovani kratkého
Useku ve 2. exondpof bp — pary bazi.

Nazev 2 , , Délka Délka PCR Teplota nased-
MLy Sekvence (5° — 37 [nukleotidy] |produktu [bp] | nuti primer G [C]
ApoF_insert_L 3'>5 gctgctttgctacctcctge 20
82/99 60
ApoF_insert_R 5'>3 tgtgatcccaactgcgaggg 20

4.2 POKUSY NA ZVIRATECH
V ramci své diplomové prace jsem provedla nebo jgamicipovala na nasledujicich
pokusech:

1. pokus, v dmz byl PHHC a Wistar potk@am aplikovan tyloxapol a naslegibyla
stanovena koncentrace cholesterolu a TG ve VLDloimnych ultracentrifugaci,

2. pokus, vimz jsme se u PHHC a Wistar potkapokusili indukovat tvorbu

aldehyddehydrogenasy la7 podanim fenobarbitalu,

3. pokus, vimz byla sledovana aktivita aldehyddehydrogenasy @aPHHC
a Wistar potkad,

4. pokus, jehoz cilem bylo izolovaéstice VLDL u PHHC a Wistar potkara zjistit,
zda je u obou kmeénpotkari pritomen v &€chtocasticich apolipoprotein E.

V pokusech 1 a 3 byli potkani chovani nemych dietach (viz kap. 3.1.1). V pokusu 1
byly pouzity vSechny 3 diety, vpokusu 3 byla poaZzistandardni laboratorni dieta

a cholesterolova dieta. V obaichto pokusech trvala doba dietni intervence 3 tydny
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V pokusu 2 a 4, stefnjako @i odbéru krve z ocasni Zily pro izolaci gDNA, byla poéZit

zvitata chovana na standardni laboratornidiet

4.2.1 Charakterizace nascentnich VLDL po aplikaci tyloxalo

Nowv¢ vznikajici VLDL se v organismu hromadi, pokud jehibovana lipoproteinova
lipasa zodpot¥dna za jejich katabolismus. V tomto pokusu byl praviatim aplikovan
Triton WR-1339 (tyloxapol) — inhibitor LPL — a agyabvano sloZzeni VLDL izolovanych
ze séra 2 hodiny po jeho aplikaci. (92).

V experimentu bylo pouzito 18 PHHC potkaa 18 potkafh Wistar. Jejich hmotnost se
pohybovala v rozmezi 350 — 400 g. Potkani obou Knigni rozcéleni do ti skupin, kazda
dostavala odliSny typ diety.

Po uplynuti doby dietni intervence byl potkam aplikovan nitrozilg tyloxapol. Pokus

probihal nasledovn

% anestezie zwéte thiopentalem sodnymi.g. podani, 60mg/kg) a jeho zafixovani

v poloze na zadech,
+«» odbir krve z ocasni zily do mikrozkumavky,
+« zavedeni katetru deena jugularisa jeho zplichodreéni (fyziologickym roztokem),
% aplikace 1 ml 10% tyloxapolu ve fyziologickém roatickatetrem,
% proplachnuti katetru fyziologickym roztokem a jehgmuti.

Potkani byli poté ponechani 2 hodiny v anestezi (atibézné kontroly dychani

a anestezie). Po uplynuti této doby bylaata utracena cervikalni dislokaci a vykrvena.

Krev jsem ponechala 20 az 30 minut odstéat,¢bidd srazeninu od 8h zkumavek,
centrifugovala 15 minutip2 500 G a 4 °C (Allegra X-12R, Beckman Coulterpdebrala
sérum. Ve vSech vzorcich séra byla stanovena ktmaoencholesterolu a TG, ze séra

ziskaného po utraceni tai byly izolovany VLDL ultracentrifugaci (kap. 443.

Pokus byl rozloZzen dorit dni, kazdy den byla utracena 2 tata od kazdého kmene
na ihiznych dietach (2 PHHC potkani a 2 potkani Wistarchaw die¥, 2 PHHC potkani
a 2 potkani Wistar na tukové diet2 PHHC potkani a 2 potkani Wistar na cholestem®lo
diet). Pro izolaci VLDL byla spojena séra potkastejného kmene na stejné dietramci

téhoz dne.
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4.2.2 Indukce aldehyddehydrogenasy la7 fenobarbitalem

Pro validaci zavathé metody na stanoveni aktivity aldehyddehydrogeriees/ byl
proveden pokus, wvémz jsem vyuZila jedné z charakteristickych vlasthos

aldehyddehydrogenasy 1la7 — jeji indukovatelnosildarbitalem (86).

V tomto pokusu bylo pouzito celkem 12 potkadwistar a 10 PHHC potk&mo hmotnosti
294 — 422 g. Ti byli roz&leni do 2 skupin: polovina potkardostavalatistou pitnou vodu

a polovina vodu s fenobarbitalem o koncentraci Inmhgo dobu 1 tydne.

Na konci pokusu byli potkani utraceni cervikalngldkaci a vykrveni a byla jim odebrana
jatra. Hmotnosti potkana jejich jater byly zaznamenangast jater (~1,5 g) jsem ihned
po odkEru homogenizovala ve fosfatovém pufru (60mM.INRO,, pH = 8,5) v porru 1:10
a izolovala cytosolickou frakci ultracentrifugati7¢55 Beckman, rotor: SW 40 Ti, Beckman;
100 000 G, 1 hodina). Ze zkumavky jsem odstramdechsri tukovou vrstvu a odebrala
supernatant (cytosolickou frakci), ve kterém jsenasled® stanovovala aktivitu
aldehyddehydrogenasy 1a7 (viz kap. 4.3.3).

Inhibice aldehyddehydrogenasy Aldh 1a7 disulfiramem

Tento enzym je, na rozdil od ostatnich aldehyddedgehas, citlivy na inhibitor
alkoholdehydrogenasy disulfiram (tetraethylthiurdisulfid) v koncentraci 5@mol-I"* (86).
V pokusu byly pouzity dva vzorky cytosolické frakeekazdé skupiny potk#@nz pokusu
sindukci enzymu fenobarbitalem, ve kterych jsem an®tovala  aktivitu

aldehyddehydrogenasy la7 iitpmnosti disulfiramu (viz kap. 4.3.3).

4.2.3 Stanoveni aktivity aldehyddehydrogenasy la7 wavina niznych dietach

Pti pokusu bylo pouzito celkem12 potkawistar a 12 PHHC potk#@m hmotnosti 320 —
438 g. Sest potkanWistar a 6 PHHC potkadnbylo chovano na standardni laboratorni diet
dalSich 6 potkain Wistar a 6 PHHC potkd@nna cholesterolové diet Po skodeni dietni
intervence byli potkani utraceni cervikalni dislokavykrveni a byla jim odebrana jati@ast
jater jsem zpracovala stéjpko v gedesSlé kapitole a po izolaci cytosolické frakcerjseni

stanovovala aktivitu aldehyddehydrogenasy 1a7 (#&03.).
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4.2.4 Potvrzeni gitomnosti apolipoproteinu E ve VLDL u PHHC potkain

Dva PHHC potkani a 2 potkani Wistar byli utraceaindkalni dislokaci a vykrveni. Krev
jsem ponechala odstat 20 az 30 mintitgokojové tepla¥, poté oddlila srazeninu od 8h
zkumavky a centrifugovalaip2 500 G a 4 °C (Allegra X-12R, Beckman Coultefg séra
byly izolovany VLDL ultracentrifugaci (kap. 4.3.4Protoze u PHHC potkaén bylo
pro ultracentrifugaci malo materialu, byly oba Jaorséra sloteny. Ritomnost apo E
ve VLDL jsem zji¥ovala pomoci SDS-PAGE (viz kap. 4.3.5).

4.2.5 lzolace gDNA

Krev pro izolaci gDNA (cca 0,5 ml) byla odebranacasni Zily potkain do zkumavek
s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA) (VaiteeGreiner Bio-One GmbH, Krems-
minster, Rakousko) nebo jsem pracovala s krvi aakgo utraceni potkénv predchozich

pokusech.

4.3 METODY

4.3.1 Stanoveni cholesterolu a TG

Koncentrace cholesterolu a TG v séru i jednotlivirekcich ziskanych ultracentrifugaci
byla zn®tena v lipidové laboraio (pracovist IKEM) na autoanalyzatoru (Hitachi 902)
komekné dostupnymi enzymatickymi kity (Roche Diagnosticsmi@dd, Mannheim,
Némecko).

4.3.2 Stanoveni celkového proteinu

Celkovy protein byl stanoven podle Lowryho (93).tdostanoveni je zaloZeno
na chelataci #fného iontu imidovymi strukturami #etzci peptidu v alkalickém pH
a nasledné redukci kyselin fosfomolybdenové a fesfiramové ve Folin-Ciocalteaudv
¢inidle tyrozinovymi zbytky proteinu.

PouZité roztoky

+¢ ¢inidlo 1: 4% NaCGOzv 0,2 M NaOH

s ¢inidlo 2: roztok 0,04% vinan sodno-draselny a 0,02e&Q v ¢inidle 1
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+ ¢inidlo 3: Folin-Ciocalteauovo (Folinovo fenolovéginidlo fedné ddHO

v pontru 1:1
% roztok ho¥ziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 0,1 nig.m

Jako standard byl pouzit roztok BSA ve fyziologickéoztoku. Koncentrace jednotlivych
roztokii pouzitych pro sestrojeni kalilamai kiivky byly: 0; 1,25; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 a 25
ng-mit. Vzorek (supernatant ziskany ultracentrifugacérjsiho homogenatu) jsetedila
400x. Vzorky i roztoky standardu bytgdény ve fyziologickém roztoku.

K 0,5 ml vzorku nebo standardu jseitidala 1 micinidla 2 a nechala inkubovat 10 minut
ve tme. Poté jsem fidala 0,2 mkinidla 3 a inkubovala dalSich 30 minut ve¢trKoncentraci
proteinu jsem stanovila spektrofotometrickyydnové délce 752 nm.

4.3.3 Stanoveni aktivity aldehyddehydrogenasy l1a7

Aktivitu fenobarbitalem indukovatelné aldehyddetlogknasy jsem stanovovala podle
Dunnaet al (1989) s drobnymi modifikacemififpremené substratu (propanalu) se koenzym
NAD" redukuje na NADH. V reai snesi probiha reakce:

CH,CH,CHO+NAD" +H,0 - CH,CH,COOH+NADH +H*

PouZité roztoky

< pufr pro analyzu: 60mM fosfatovy pufr (BPQ,, pH = 8,5), ImMB-NAD", 13,2mM
propanal, 3gM pyrazol

% 30mM zasobni roztok disulfiramu v absolutnim ethHano

«+ absolutni ethanol

Stanoveni jsem provalkh ve sndsi obsahujici 1,96 ml pufru a 40 vzorku (supernatantu

ziskaného ultracentrifugaci homogenatu jater).

Prirastek NADH byl detekovan spektrofotometrickyi 840 nm (NanoDrop 2000c,
ThermoScientific) fi 37 °C v Kemennych kyvetach.

Pufr jsem nechala temperovat 5 az 10 minut, paéjslo kyvety fidala dikladn

promichany vzorek, opatrsmeés promichala Spkou pipety a nitila dalSich 10 az 15 minut.
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Pfi stanoveni aktivity enzymu v pokusu s indukci enamy fenobarbitalem jsem
supernatant ziskany z homogenizovanych jater PHétkap: pijicich fenobarbitatedila 4x

fosfatovym pufrem.

Pfi stanoveni aktivity enzymu po inhibici disulfiramejsem ngfila aktivitu u jednoho
vzorku ve tech fiznych reaknich sngsich. Protoze jsem disulfiram rozpatidtv ethanolu,
stanovovala jsem aktivitu enzymaipufrem pro analyzu, s pufrem obsahujicim disadfir
ve vysledné koncentraci koncentraci pthol-I* a s pufrem obsahujicim absolutni ethanol

v mnozstvi odpovidajicifedéni zasobniho roztoku disulfiramu.

Aktivitu enzymu jsem vyjatila jako piriistek koncentrace NADH v nmof-za minutu
na mg celkového proteinu. Pro vyed jsem odé&tala hodnoty mezi 2. a 8. minutou
po @idani supernatantu k reak sneési. PatateEni rychlost reakce jsem dovala extrapolaci

diferenci k nulovémuasu (94).

4.3.4 1zolace VLDL ultracentrifugaci

Lipoproteiny lIze separovat a izolovat ultracengdoi (UC) (95). B ni dochazi
k rozctleni jednotlivych lipoproteih na zaklad hustoty. Pro izolaci VLDL se pouZiva
k pra¥ hustoty fyziologicky roztok. Vysledkem UC je ra%ehi obsahu zkumavky
na 2 frakce — horni (,top“, T) a spodni (,bottomB). Frakce T obsahuje poZadované

lipoproteiny, ve frakci B jsou ostatni lipoproteiayproteiny.

Pro ultracentrifugaci byly pouzity ultracentrifugd zkumavky 13 x 65 mm (Ultra Clear,
Beckman) a rotor typu 50.4 Ti (Beckman). Ultracéngraci jsem provagla na ultracentrifuze
L7-55 (Beckman).

Sérum o znamém objemu jserfepesla do ultracentrifugai zkumavky, na zkumavku
upevnila véko a doplnila fyziologickym roztokem. Zkumavku jseraSroubovala a vlozila
do rotoru. Centrifugace probihala 18 hodiin 4 °C a 136 000 G. Po uk&eni centrifugace
jsem zkumavku rdaezala (piblizné 1,5 cm od horniho okraje zkumavky) a kvantitativn
odséla horni frakci, tedy VLDL (k vyplachnuti zbytkakce ze zkumavky, ¥ka i noZze jsem
pouzila fyziologicky roztok). Ve frakci obsahujiafLDL byly stanoveny koncentrace

cholesterolu a TG nebo byla pouzita prékaiz apolipoproteinu E.
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4.3.5 SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu ¥itomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-
PAGE) je metoda, ktera slouzi k separaci prdieia zaklad jejich elektroforetické mobility.
Protoze proteiny maji vifiomnosti SDS stejny naboj na jednotku hmotnosficlh mobilita

je dana jejich molekulovou hmotnosti.

PouZzité roztoky

% SDS pufr pro elektroforézu: 0,025M Tris-(hydroxymg)-aminoethan (Tris), 0,192M
glycin, 0,1 % sodium dodecylsulfat (SDS)

«» vzorkovy pufr: 0,12M Tris (pH = 6,8), 3% SDS, 10%agrol, 1,5% dithiotreitol, 1%

merkaptooctova kyselina, 0,0025% bromfenolovaimod

% barvici roztok: 0,25% Coomassie blue — R250 véssmmethanol : kyselina octova :
vodavpomru5:1:5

+«+ odbarvovaci roztok: sés methanol : kyselina octova : voda v gom5 : 1 : 5

Slozeni gelu a zpsob nalévani

Pro SDS-PAGE jsem pouZila aparaturu Protean Mirtral€ell (Bio-Rad). Proteiny
VLDL byly rozdéleny v gradientu 3 — 20 % polyakrylamidu. Gel byippaven z roztok,
jejichz sloZeni je v tabulce 4.5.

Tabulka 4.5 Slozeni roztok pro @ipravu Tabulka 4.6. SloZeni startovniho gelu
gradientového gelu (objem pro 1 gel). (objem pro 2 gely)
gradientovy separa €ni gel 3% 20% startovni gel
glycerol | 61,25 mg | 412,5 mg TEMED 4.5 pl
TEMED| 1l 1pl 20%SDS| 15yl

30% akrylamid 0,3 ml
1MTrispH=6,8| 0,375 ml
ddH,O | 1,95 ml

20% SDS| 95ul | 9,54l

44% akrylamid | 0,13 ml 0,85 ml

1,5MTris,pH=9,1| 0,24 ml | 0,24 ml

persiran amonny (100 g/I) 0,3 ul

ddH,O| 1,35 ml | 0,413 ml

persiran amonny (100 g/l) | 94 pl 47 yl
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Polymerizace byla zahajenaiganim roztoku persiranu, a roztoky byly ihnggneseny
do komirek gradientového mixéru (SG 15/gradient maker, fefde Sneés byla pomoci
peristaltické pumpy (EP-1 Econo Pump, Bio-Rad)taatiezi sloZzené skla (tlotka gelu 0,75
mm) rychlosti 1,6 ml-mif. Gradientovy sepatai gel jsem felila prevrstvovacim roztokem
(~6% SDS v2,5 M Tris, pH = 9,1) a nechala ast thodiny polymerizovat. Poté jsem
pievrstvovaci roztok slila a nanesla startovni g@brpveny podle tabulky 4.6 a zasadila
hiebinek. Po @l hodirg jsem Hebinek vytdhla, skla vloZila do elektroforetickéaegiury

a nanesla jsem vzorky a standard.

Priprava vzorki, aplikace

Delipidace VLDL

K VLDL jsem pridala 10nasobek stsi ethanol-ether (3:1) a nechala stdéspnoc
pii -20 °C. Poté jsem vzorky centrifugovaléi gL0°C a cca 100 G (Allegra X-12R, Beckman
Coulter), odséla ethanol-ether, promyla cca 1,%yohlazeného etheru a &pcentrifugovala

za stejnych podminek a ether odsala.

Priprava vzork pro aplikaci

Proteiny ziskané delipidaci VLDL jsem rozpustila veorkovém pufru s reddkimi
¢inidly, odstranila zbytky éteru pod proudem dusiékuwkumavky na 3 minuty pofita
do vrouci vody. Do jamek jsem nanaselaud ¥zorku nebo Gul standardu (Prestained SDS-
PAGE Standards, Board Randgp-Rad), ktery jsem v jamce doplnila do (5vzorkovym

pufrem.

Podminky elektroforézy a vizualizace

Elektroforéza probihala v SDS pufru pro elektrofor@i konstantnim proudu 12 mA cca
3 hodiny fi 4°C. Po ukoreni elektroforézy byl gel asi 12 hodin ponechastaéého michani
v barvicim roztoku a dalSichtiplizn¢ 16 hodin v odbarvovacim roztoku pro odbarveni

pozadi.

Gely byly vyhodnocovany pomoci denzitometru GS-8@lo-Rad) a zpracovany
v programu Quantity One (Bio-Rad).
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4.3.6 lzolace genomové DNA

Izolaci genomovych DNA (gDNA) pro sekvenaci geflypoea Apofjsem provedla z plné
krve kitem QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen).

Princip

Tento zmsob izolace DNA je zaloZzen na principu adsorpce DN silikagelovou
membranu a nasledné uveti DNA z membrany. DNA, uvokna z bugk po jejich lyze,
se po denaturaci ethanolem iitpmnosti chaotropnich soli a nizkého pH vaze svymi
polarnimi fosfatovymi skupinami na Si—O-Si a Si—@klLipiny silikagelu. Z této vazby je

DNA uvolnéna roztokem s nizkou iontovou silou a vySSim pH.

Postup

Pii izolaci gDNA jsem pouZivala k lyze bk proteasu K (aktivita 600 mAU-i)
alyza&ni pufr sguanidin hydrochloridem (stejna chaotiopsil byla obsazena

i v promyvacim roztoku AW1).#@sny postup byl nasledujici:

1. na dno 1,5ml mikrozkumavky jsem naneslau2@roteasy K, fidala 200ul pIné krve

a 200ul lyza¢niho pufru AL (v tomto pitadi)
2. smes jsem dkladre 15 — 20 s promichavala vortexem,
3. smes jsem inkubovala ve vodni l&zni peplot 56 °C 10 minut,

4. prenesla jsem s&s na kolonku (umighou ve 2ml sérné zkumavce) a centrifugovala
1 minutu @ 15 000 G; pokud kolonkou neproSel cely jeji ohseéntrifugaci jsem

opakovala,

5. obsah sérné zkumavky jsem slila, na kolonku jsem nanesl@ plOroztoku AW1
a centrifugovala 1 minutufp 15 000 G; pokud v kolonce staleistavaly stopy
po pavodnim materidlu, promyti AW1 roztokem jsem opakaya

6. obsah s&rné zkumavky jsem slila, na kolonku jsem nanesl@ POAW?2 roztoku

a centrifugovala 1 minutuipl5 000 G,

7. obsah st&rné zkumavky jsem slila a kolonku vysuSila cenggdai 2 minuty
pii 17 000 G,
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8. kolonku jsem penesla docisté 1,5ml mikrozkumavky, na kolonku jsem nanesla
100ul AE pufru a po minutové inkubaci jsem kolonku céngovala 2 minuty
pii 17 000 G.

M éfeni koncentrace DNA

Koncentraci izolované gDNA jsem stanovovala spd&tmmetricky. DNA absorbuje
z&eni o vinové délce 260 nm. Na zakladreiené absorbancefiptéto vinové délce Ize
vypcocist koncentraci DNA ve vzorku. SéasrE Ize stanovit i hodnotu absorbande ydnove
délce 280 nm (vinova délkatimiz dochazi k maximalni absorpcireéi proteiny) a postem
absorbanci AsdAzg Vyjadkit Cistotu izolované DNA (wisté DNA by ng&l byt pomer 1,8;

pii vySSi hodnat je vzorek zn&sten fenolem, pi niZSi proteiny).

Koncentraci izolované gDNA jsemdifla na NanoDropu 2000 (Thermo Scientific) proti

AE pufru. Ziskana gDNA byla uchovavana eplot 2 — 8 °C v lednici.
4.3.7 PCR (polymerasovéetézova reakce)
Princip

Polymerasovéetézova reakce (PCR) je metoda umuojici amplifikaci utitého useku
DNA. Vyuzivd se vlastnosti enzymu polymerasyippjovat deoxynukleotidy (dNTPS)
ke kratkému Useku DNA (primeru a riovznikajicimu vlaknu) podle komplementérniho
vlakna DNA (templatu).

PCR sestava z opakujicich se dyldteré jsou tveeny €mito kroky:

+ denaturace — dojde k ogldni dvou vidken DNA od sebe, aby primery mohlyalsdm
kroku nasednout na vlakno DNA; dochazi k hitpplo& kolem 95 °C a trva 20 az 30
vtefin,

% pripojeni primet@ — teplota se snizi na 50 az 70 °C, coZz umoznidmasi primet

na specificka mista; trva cca 30 e

+ elongace — fipojovani dNTP k primeru a neévvznikajicimu komplementarnimu
vlaknu, @i teplo€ optimalni procinnost polymerasy (=75 °C); trva podle délky
produktu 30 az 60 vim.
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Opakovani dchto cykii umoZiuje aZ 16nasobného pomnoZeni vybraného Useku
nukleovych kyselin. Polymerasa pouzitd BCR musi byt termostabilni a ke spravné funkci
vyZzaduje v readni smesi Mg?* ionty.

Pouzité roztoky

% PCR pufr — zasobni roztok 10x konc., 500mM Tris-H@H = 9,1), 160mM
(NH.)2SOs, 25mM MgCh, BSA (1,5 mgml™); sterilni,

% deoxynukleotidy (Fermentas) — zasobni roztok o katraci 2 mmol™ pro kaZzdy
dNTP,

% polymerasa (Fermentas) — aktivita 5ulf,

< primery — mix pravého a levého primeru ke kazdémadpktu o koncentraci
0,01 mmolt.

Postup

PCR pobihala vtermocykléru od firmy Bio-Rad. P&&Ziprimery jsou uvedeny
v tabulkach 4.1 az 4.4 v kap. 4.1.3.

Pro vSechny sekvenované exony jsem provedla dvy tER. Prvni slouZila
k optimalizaci PCR a jejimaglem bylo nalézt spravnou teplottigmjeni primed. Tyto PCR
jsem provedla v objemu 2&@. Druhy typ PCR slouzil k namnozeni prodiukexori) pred
jejich extrakci a sekvenaci a jeji objem bylBOObjemy pipetované pro jednotlivé typy PCR
jsou uvedeny v tabulae 4.7 a programy pouzité pro PCR jsou uvedeny ultah4.8.

Tabulka 4.7: SloZeni srési pro PCR. Pipetované objemy jsouly

3l 2L k%fgﬁ(tjr;ie
ddH,O | 16,9 33,8
Pufr pro PCR| 2,5 5 1 x konc.
dNTPs| 25 5 | 0,2mmol-I*

Polymerasa| 0,1 0,2 20 mU-pl™*

Primer mix| 1 2 | 0,4 pmol-pl™

gDNA| 2 4 ~1,5ng-ul™
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Tabulka 4.8: Programy pouZzivané pro PCR jednotlivych axgem ApoEaApoF. T — teplota.

PCR produkty Apoe PCR produkty Apof
krok cyklu
1 2 3 4a 4b 1 2a 2b inzert | 1U+2L
T 95 C 95 C
denaturace
¢as 2 min 2 min
T 95 C 95 C
denaturace
¢as 20s 20s
nasednuti T |60TC |60C |[60TC |64 | 64 38 60C |60C (60T (60T (64 < 38
X X
primerd | xas | 30s | 30s | 30s | 30s | 30s 30s | 30s | 30s | 30s | 30s
T 71 C 71 C
elongace
¢as 40 s 40 s 40 s 40 s 25s 40 s
terminacéni T 71 C 71 C
elongace | x5 3 min 3 min
T 10<C 10C
ochlazeni
¢as 10s 10s

4.3.8 Agarosova elektroforéza

Y4

Agarosova elektroforéza je metoda slouzici k idiaiti a separaci molekul DNA nebo
RNA podle jejich pohyblivosti v elektrickém polirétoze vidkna nukleovych kyselin maji
negativni naboj, v elektrickém poli putuji k agoKratSi fragmenty putuji gelem rychleji
a dale nez fragmenty delSi. Vizualizace seasdiji provadi pomoci interkataiho ¢inidla

ethidium bromidu (EtBr), ktery po o#ni s¥tlem z UV oblasti emituje oranZové&ho.

PouZité roztoky

% 50x TAE pufr: 2M Tris, 1M kyselina octova, 50mM EBT pH = 7,6 — 7,8;

pied poZitimied*no 100x na koncentraci 0,5x.

« 10x TBE pufr: 0,89M Tris, 0,89M kyselina boritd, @M EDTA, pH = 8,3;

pied pouZzitimfedtno 20x na koncentraci 0,5x.

% vzorkovaci pufr pro agarosovou elektroforézu: 1%nffienolova motl nebo 6%
dextranova mag 7,5% glycerol, 1,2% 0,5M EDTA
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+ ethidium bromid (EtBr)

Vizualizace produkti PCR

Pro kontrolu PCR i jeji optimalizaci i pro kontrolu produktpred jejich extrakci jsem
pouZzila agarosové gelyiznych hustot — rozpis navazek a objepno jejich tvorbu je uveden
v tabulce 4.9.

Tabulka 4.9: SloZeni gal a podminky elektroforézy.

Agarosovy gel v TBE pufru Agarosovy gel v TAE pufru
velikost PCR produktu | 200 — 1500 bp | 200 — 1500 bp <150 bp vSechny
hustota gelu 1,5% 1,5% 3% 1% 1%
objem gelu 20 ml 50 ml 50 ml 20 ml 80 ml
mnoZzstvi agarézy 0,3¢g 0,759 159 0,2g 0,8¢g
mnoZzstvi pufru 20 ml 50 ml 50 mi 20 ml 80 ml
objem EtBr 1l 25u 25u 1u 4 pl
napéti 150 V 90V
doba elektroforézy 15 — 20 min 25 - 30 min 35— 45 min 20 — 30 min 35 — 45 min

Agarosu v pislusném objemu pufru jsem roZita v mikrovinné troub za olgasného, ale
dukladného promichani, dokud nebyl roztok zasts. Do tekutého gelu jsemrigala EtBr
a gel jsem nalila doifpravené aparatury pro agarosovou elektroforézedmRange, Scie-
Plas), zasadilaieben a nechala ztuhnout. Z tuhého gelu jsem vytéklaen, gel jsem zalila

0,5x TBE pufrem a nanasela jsem vzorky a standard.

Ke vzorkkim jsem ped nanesenim do jamekigala vzorkovaci pufr s bromfenolovou
modii v mnoZstvi 10 % objemu reakce. Elektroforéza firala za konstantniho n&p150 V
v 0,5x TBE pufru 15 — 45 minut (podle objemu a btsigelu, viz tab. 4.9). Produkty jsem
srovhavala se 100 nebo 50 bp standardem (Fermermasyhkokeni elektroforézy jsem

produkty vizualizovala na elektronickém transluntama (Ultralum Inc.).
PireciSténi produktia PCR

Pro pgecisténi produkfi PCR jsem pouzila 1% agarézovy gel v 0,5x TAE puRozpis
navazek a objetn pro TAE gely jsou uvedeny v tabulce 4.9. Ke vionk jsem ped
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nanesenim do jamekigala vzorkovaci pufr s dextranovou nib# mnozstvi 10 % objemu
reakce. Elektroforéza probihal&i onstantnim nafii 90 V 20 — 45 minut v 0,5x TAE pufru.

Po ukorteni elektroforézy jsem produkty vizualizovala nekélonickém transluminéatoru
(Ultralum Inc.), vyizla a genesla docistych 1,5ml mikrozkumavek a poté jsem z nich

extrahovala DNA.

4.3.9 Extrakce DNA z gelu
Princip extrakce DNA z gelu je stejny jakt jeji izolaci (kap. 4.3.6).

Extrakce jsem provedla kitem QlAguick Gel Extrantigit (Qiagen). Ten obsahoval jako
chaotropni 8l guanidin thiokyanatan (v QG pufru).

DNA z vytiznutych prouzi gelu jsem extrahovala kitem QIAguick Gel Extrantiit

(Qiagen) podle navodu vyrobce s mirnymi modifikacem

1. kvyfiznutému prouzku gelu jsemftigala QG pufr v mnozZstvi odpovidajicim

3nasobku hmotnosti gelu (na@00 mg gelu + 300l QG pufru),

2. mikrozkumavku s gelem a pufrem jsem umistila doG@bdni lazg a gel jsem

10 minut rozpousta,

3. pokud byly produkty kratsi nez 500 bpfidala jsem isopropanol v mnozstvi

odpovidajicim hmotnosti gelu (na@d00 mg gelu + 100l isopropanolu),
4. smes v mikrozkumavce jsemidlladre promichala vortexem,

5. smés jsem penesla na kolonky #stych 2ml skrnych zkumavkach a centrifugovala
1 minutu @i 13 000 G,

6. obsah strné zkumavky jsem slila, na kolonku jsem nanesla d2PE pufru a stéila
1 minutu 13 000 G,

7. obsah st&rné zkumavky jsem a@p slila a kolonku jsem vysuSila denim 2 minuty
pri 17 000 G,

8. kolonku jsem penesla daisté 1,5ml mikrozkumavky, nanesla jsem na ni 20uk4
ddH,O (dle intenzity emitovaného ini po elektroforéze), nechala inkubovat
2 minuty a centrifugovala 2 minutyid7 000 G,

9. v pripact potreby jsem eluci opakovala.
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Zmgiila jsem koncentraci extrahované DNA na NanoDrop0O@® (Thermo Scientific)
oproti ddHO. Ziskand DNA byla uloZena kratkodolpii teplo€ 2 — 8 °C v lednici,
dlouhodol byla skladovéanaipteplot -20 °C.

4.3.10Sekvenace

Princip sekvenace

Sekvenace DNA je procesfipémz se ukuje pdadi jednotlivych nukleotid v DNA.
V sowasnosti se né&psgji pouzivA upravend Sangerova metoda, ktera vygagrgino-
vlaknovou DNA slouZzici jako templat, DNA polymeraawsngs deoxynukleotid s ugitym
malym mnozstvim dideoxynukleofid ddNTPs), které jsou fluoresaa® ozna&ené (kazdy
ddNTPs je ozngen jinou fluorescemi zna&kou). Ty jsou pi syntéze nového vliakna nah@dn
zarazovany do reakce a ukani elongaci vldkna (nemaji volnou —OH skupinu Voze
3'naribose).

Vznika tak smis rizre dlouhych jednovlaknovych fragméntDNA, které jsou
v analyzatoru separovany elektroforeticky na zaklatklky fetzce. Detekce probiha

spektrofotometricky pomoci fluorescariho detektoru.

Pouzité roztoky (neobsazené v koménich kitech):

3M octan sodny
96% a 70% ethanol

formamid

Postup

Sekvenéni reakce

Sekvenani reakci jsem fpravila smichanim chemikalii uvedenych v tabulcé04
Jednotlivé sloZzky sekvetiai reakce jsem pipetovala do 96jamkove @&gtiPro sekvenmi
reakci jsem pouzila kit BigDye Terminator kit v.13(obsahujici pufr, dNTPs, ddNTPs
a polymerasu; Applied Biosystems). MnoZstvi DNAdpné do reakce jsem vyitala
na zaklad koncentrace DNA a dopateni vyrobce — tabulka 4.11. Program, ktery jsem

pouZzivala p sekvenani reakci, je uveden v tabulce 4.12.
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Ptiprava primeit pro sekvenaci

Pti sekvenani reakci jsem pouZzivala jiz objednané primery (kap. 4.1.3). Ty jsem

naedila na koncentraci 5 pmal smichanim 2,5ul primeru a 47,5ul ddH,O.

Tabulka 4.10 SloZeni sekverai reakce. Sekvetai mix je ozndeni pro néednou smngs
ze sekvenéiho kitu. Pokud bylo nutné do reakadédat vice produktu, fidaval se na tkor vody.

20 ul

Sekvenaéni mix. 1yl

Primer| 0,8 pl
Pufr| 3,5yl
ddH,O | 14,2 ul

Precistény PCR produkt | ~0,5 pl

Celkem mixu | 20 pl

Tabulka 4.11 Doporwené mnoZstvi DNA

Tabulka 4.12 Nastaveni termocykléru

piidavané do sekvetai reakce pro sekvenéni reakci
Délka produktu MnoZzstvi produktu Teplota [C] Cas
100 - 200 bp 1-3ng Denaturace 95 1 min
200 - 500 pb 3-10ng Denaturace 95 10s
500 — 1000 bp 5-20ng Annealing 50 5s 25x
1000 — 2000 bp 10 - 40 ng Elongace 60 3 min
> 2000 bp 20-50ng Ochlazeni 10 1 min

Ehtanolova precipitace a denaturace

Pro odstra#éni prebyte&nych ddNTP jsem provedla ethanolovou precipitaci:

1. k sekvenani reakci (20pul) jsem gidala 2 pul octanu sodného a 5@ 96%

vymrazeného ethanolu a jamky ugla vicky,

2. smés jsem 15 minut inkubovalatippokojové teplat, poté dikladre promichala

a destiku jsem centrifugovala 35 az 45 mindt gca 5750 G,

3. supernatant jsem opatrnodstranila peklopenim destky dnem vzliru a takto

pieklopenou destku jsem vysusSila centrifugacfigcca 750 G (1 minutu),
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4. do jamek jsem nanesla 4d 70% vymrazeného ethanolu, jamkyikpyla vicky

a dikladns promichala,

5. desttku jsem centrifugovalaipcca 5750 G, supernatantdmpatre vylila a jeho

zbytky odstranila centrifugaci (viz krok 3),
6. jamky jsem vysusSila v cykléru (viz tabulka 4.13).

Pro konzervaci vzorku jsem k palete sekvetnimi produkty pidala 15ul formamidu,
destEku prikryla gumovym septem a nechala alasptb minut inkubovat § pokojové
teplo€ za olgasného promichani vortexem. Poté jsem d&astii minutu centrifugovala
pii 2000 G, vzorky jsem denaturovala v cykléru (\ab.t4.13) a do dalSiho zpracovani jsem

desttku ulozila do lednice.

Tabulka 4.13 Programy pro suSeni a denaturaci prodlgietkvenani reakce.

Program Krok Teplota [C] Cas
1 55 10 min
suseni
2 10 10s
1 96 3 min
denaturace
2 4 10s

Kapilarni elektroforéza

Sekvenace jsem provéld na sekvenatoru ABI 3130 Genetic Analyzer od YirApplied
Biosystems. Elektrolyticky pufr a polymer byly dagafirmou Applied Biosystems.

K zadavani vstupnich dat jsem pouzivala 3130 GenAnalyzer Data Collection

Software v3.0. K vyhodnocovani dat jsem pouzivagape Software v2.6.

Sekvenované geny

Sekvenovala jsem geny kodujici apolipoprotein Epalipoprotein F, jejichZz produkty
jsem ziskala z genomové DNA. Zwbdu nesrovnalosti mezi refetgn a sekvenovanou
sekvenci genu pro apo F jsem sekvenovala i cDNérakbyla ziskana z potkamtracenych

pii pokusech zadelem analyzy genové exprese v jatragmien 2007).
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4.4 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDKU

Statistické zpracovani vysletlkbylo provedeno v program@&TATISTICA v. 5.5
(StatSoft, Inc.)

4.4.1 Charakterizace nascentnich VLDL

Porovnani koncentrace TG (po logaritmické transtmina koncentrace cholesterolu

mezi jednotlivymi skupinami bylo provedeno pararnoitmi testy.

Pro zjiS&ni rozdilu v koncentraci cholesterolu a T&gb aplikaci tyloxapolu a po ni jsem
pouZzila parové t-testy. Pro zj#ti rozdifi v koncentraci cholesterolu mezi kmeny i utavi
stejného kmene naiznych dietach a pro hodnoceni road{zmeny) tchto koncentrace

cholesterolu a TG byla pouZzita dvoucestna ANOVA.

Protoze stanoveni koncentrace cholesterolu a T@L. ¢asticich bylo provedeno jen

u tfi vzorka na skupinu, tato data jsem statisticky nehodnotila

4.4.2 Aldehyddehydrogenasa 1a7

Protoze o roz&leni hodnot aktivity aldehyddehydrogenasy neni nonmftdmo a protoze
jsem pouzila skupiny s malym §em potkad, tato data jsem hodnotila neparametrickymi
testy.

Pro zjiséni rozdili v aktivitt mezi jednotlivymi skupinami jsem pouzila n#jce
Kruskal-Walligiv test. Vyplynuly-li z tohoto testu mezi skupinarozdily, hodnotila jsem je
dale pomoci Mann-Whitneyho testu s pouzitim Bowfeito korekce na hladinu

vyznamnosti.
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5 VYSLEDKY

5.1 APOLIPOPROTEINE

5.1.1 Sekvenace genu ApoE

Sekvenovala jsem gen kodujici apolipoprotein E uHEHpotkana a potkana Wistar.
Nalezla jsem zamu nukleotidu v pozici -42 od &atku translace — viz obrazek 5.1. Tato
zamena se nachazi v prvnim, riegladaném exonu. Zbytedekvence genu se mezi kmeny
potkari neliSil. Nalezeny rozdil mezi kmeny jsem potvrdiadalSich 4 PHHC potkéan
a 4 potkafn Wistar.

== l

Wistar:ttggbtcccttGCTCAGACCCCGGAGGCTAAGGAGTT GTTTCGGAAGGAGCTG
PHHC: ttggtcccttGCTCAGACCCCGGAGGCTAAGGACTTGTTTCGGAAGGAGCTG

Obrazek 5.1 Schéma genu pro apolipoprotein E a nalezen&ma@mukleotidu.Cervers —
negrekladana oblast, zeler prekladana oblast. \fgz —¢4st intronu ped 1. exonem (mala pismena)
a cely prvni exon (velka pismena).

3 \ﬂml\\/\/\/\ﬁ/mf\ﬂﬂ/\ﬂf\f\f\/\(\ﬂﬁﬂﬂ'M.,,N\ﬂ/ M

Obrazek 5.2 Zzaména nukleotidu v prvnim exondpoeu PHHC potkana, data ze sekvenatoru.
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5.1.2 P¥itomnost apo E ve VLDL

Proteiny v ultracentrifugaci ziskanych VLDtasticich jsem separovala pomoci SDS-

PAGE. Jak je viét na obrazku 5.3, apolipoprotein E byltpmen ve VLDL obou kmeh

- — o I a ‘-
Y e e <—— ApoB-100
-
200kDa — — — W— <——  ADOB-48
116 kDa —
87 kDa ———
86kDa e €——  Albumin
45 kDa I —
e A d— < ApoE
31 kDa we—
21 KD  —
14 kDa ~—— <—— ApoC
6 kDa —

PHHC 1+2 Wistar1  Wistar2

Obrazek 5.3 Gradientovy gel ziskany SDS-PAGE delipidovanydiDV

5.2 CHARAKTERIZACE NASCENTNICHVLDL

5.2.1 Koncentrace TG a cholesterolu v séru

Bazalni cholesterolémie u potkanWistar nebyla vtomto experimentu ovldma
podanim cholesterolové diety, PHHC potkani na ctetelové diet m¢li bazalni koncentraci
cholesterolu v séru vysSi protig@ha kontrolnim dietam (p < 0,005) — viz tabulka Bazalni

cholesterolémie byla u PHHC potkama vSech dietach vysSi nez u potkawistar

(p < 0,005).
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Tabulka 5.1: Bazalni koncentrace cholesterolu a TG v séfad@plikaci tyloxapolu) a 2 hodiny
po aplikaci tyloxapolu u PHHC a Wistar potkana jednotlivych dietach (chow — kontrolni, HF —
tukova kontrolni, HFHC — cholesterolova). CH — @stérol, TG — triacylglyceroly. Hodnoty jsou
uvedeny jako gmeér + smérodatna odchylka: pacet zvirat ve skupit (PHHC;Wistar)

PHHC potkani Potkani Wistar

Dieta . . . .

CH pred CH po TG pred TG po CH pred CH po TG pred TG po

mmol.l ™ | [mmol.l ] | [mmol.l™] | [mmoll™] | mmoll™] | [mmol.l™] | [mmol.l™] | [mmol.l™]
chow
(5:4)" 2,20+0,19 |2,89+0,16 | 0,87 £0,12 | 8,02+0,86 | 1,30+0,12 | 2,00+ 0,17 | 1,00 + 0,36 | 6,73 £ 0,62

HF

@:6)" 2,47 +0,30 | 3,25+0,2011,05+0,28 | 8,48+0,76 | 1,62 £0,27 | 2,15+0,20 | 0,88 £0,32 | 7,10 £1,05
HFHC
(5:6)" 321+047 |788+1,25(1,14+0,16 | 6,88+1,35]1,53+0,30 | 3,56+0,67 | 0,90+0,32 | 6,00 +1,26

Aplikace tyloxapolu vedla k vzestupu koncentrace iT€olesterolu u PHHC i Wistar

potkani na vSech dietach (p < 0,005).

Dale jsem hodnotila pouze&ipistek koncentracethto lipidovych parameir— viz graf

5.1.

V piirastku koncentrace TG nebyly zaznamenany Zadné tatlyisvyznamné rozdily

mezi skupinami, a to jak v ramci kmene, tak v radiet.
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Graf 5.1 Zména (A) koncentraci cholesterolu a TG v séru 2 hodinyaptikaci tyloxapolu.
Chybové us&ky udavaji SD.

Podani tukoveé diety neovlivnilo nét koncentrace cholesterolu po podani tyloxapolu an
u jednoho z kmeh

Podani cholesterolové diety bylo spojeno s cca&spbnym firastkem cholesterolémie
u Wistar potkan (p < 0,05) a s tést Sestinasobnym u PHHC potKaigp < 0,001) proti
standardni digt

5.2.2 Koncentrace TG a cholesterolu ve VLDL

Koncentrace cholesterolu a TG ve VLDL izolovanyah ra 2 hodiny po aplikaci
tyloxapolu je zobrazena v grafu 5.2.
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Graf 5.2: Koncentrace cholesterolu a TG ve VLDL 2 hodiny gggikaci tyloxapolu. Chybové
Useky udavaji SD.

Pomer cholesterolu a TG ve VLDL zkdat obou kmeti na obou kontrolnich dietach je pro
potkany obvykly. U potkain Wistar na cholesterolové déetioSlo k navySeni koncentrace
cholesterolu ve VLDL, nicméncastice byly stale tweny gevazre TG. U PHHC potkai na
cholesterolové diétse ale porér cholesterolu a TG ve VLDL tévyrovnal.

5.3 SEKVENACE GENUAPOF

Sekvenovala jsem gen kodujici apolipoprotein F \HEBHa Wistar potkain U PHHC
potkani jsem nalezla nepublikovanou 17nukleotidovou inz&ETTCACACAGAGAGCC
Vv pozici 92 — 93 od za@tku translace (2. exon) — viz obr. 5.4 a obr. 5.5.

|
I
Wistar: TGCTGTGTCCTGTGGGTGCC AAGGGTGTCTCTACGATGCT
FHHC: IGCTGTGTCCTGTIGGGTGCCatttcacacacagagagechAGGGTGTCTCTACGATGCT

Obr. 5.4: Schéma genu pro apolipoprotein F a nalezenédaz€erveré — nefiekladana oblast,
zelert — prekladana oblast, ¢ — cytidin dle databaze Ensemb&eny jako intron mezi 2. — 3.
exonem. Vyez — oblast inzerce (+ 20 nukleat)d
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............. .ATTTCACACAGAGAGCC. .. ...
GTCCTGTGGOIGCCATTTCACACAGA G \GCCGAAGGGTGTCTCTACGATGCTCCCT
O
I
T | | ’ \
D_ ﬂ /‘l\ /\A ‘
GTECTGTGGG&EL‘ TTTCA AMCAGAGCCGA GGGTGTETCT EG- TGL’TCCCT
GTCCTGTGGG[FCCGAAGGGTGTCTCTACGATGCTCCCTCCCTCGCAGTTGGGAT!
| -
3
L kil Ml \
2 ,. |
ARTADIA LA
YL yur) d _‘_i ll
T

Obrézek 5.5 Inzerce 17 nukleotidna zaznamu ze sekvenatoru.

Pomoci PCR s primery navrzenymi pro kratky uselkalioinzerce (viz tab. 4.4) jsem
zjistovala frekvenci vyskytu této inzerce u 19 PHHC aAdtar potkan — viz obr. 5.4.

400bp — wes < 400 bp

200 bp — _ < 200 bp

100 bp — ! i = «— 100 bp
50bp — : «— 50bp
jamka: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 5.4: Vysledky PCR pro zjigni pritomnosti inzerce (Wez z 3% agarosového gelu). Jamka 1
a 10: 50 bp standard, jamky 2 — 4 PHHC potkangseriti fitomnou v obou alelachf#+); jamky 5 —
7: potkani Wistar s Uplnou absenci inzereg-), jamky 8, 9: Wistar potkani Sipomnosti inzerce
v jedné alele«/-).

Jako templat slouzily genomové DNA ziskané z paikgouZzitych pi pokusech
za (elem analyzy genové exprese v jatre¢knen 2007). VSichni PHHC potkani byli
homozygotni pro fitomnost této inzerce, 25 % potkawistar bylo pro inzerci heterozygotni

- viz tabulka 5.3.
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Tabulka 5.3: Alelicka frekvence vyskytu inzerce ve 2. exonmgApof

Alelicka frekvence
Kmen
s inzerci bez inzerce
PHHC (n = 19) 100 % 0%
Wistar (n = 24) 125% 87,5%

Pti sekvenaci gDNA jsem zjistila u PHHC i Wistar patk deleci cytidinu v pozici + 695
od p'edpokladaného 2atku translace. Tuto deleci jsenti psekvenaci cDNA rovev
nenalezla. B porovnani s publikovanymi sekvenacemi gDNA a mRIMCBI i Ensembl)

jsme zjistili, Ze jde o chybu v databazich.
5.4 STANOVENI AKTIVITY ALDEHYDDEHYDROGENASY 1A7

5.4.1 Indukce aldehyddehydrogenasy 1a7 fenobarbitalem

Pti pokusu s indukci enzymu fenobarbitalem jsem zammala zvySeni aktivity enzymu
u zvitat napéjenych fenobarbitalem, a to u obou kimewiz graf 5.3. U potkanWistar doSlo
k naristu specifické aktivity o 140 % (p < 0,01), u PHig@kar dokonce vice nez o 450 %
(p <0,01).

150 - [

120 -

60 -

30 -

. |

W - voda W-PB PHHC - voda PHHC - PB

specificka aktivita enzymu
[mol NADH - (min-mg prot.)]

.

kmen a piti

Graf 5.3: Specifickd aktivita aldehyddehydrogenasy la7 tkgw napajenychéistou vodou
a vodou s fenobarbitalem (PB). Chybovédkyepredstavuji SD.
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Pri odkeru jater jsem zjistila, Ze ztdta pijici fenobarbital #ta vyznamg zvySenou

relativni hmotnost jater (vzhledem k hmotnosta} o 30 % u potkan Wistar a 0 34 %

u PHHC potkan - viz tabulka 5.4.

Tabulka 5.4: Hmotnosti potkafh napajenych vodou a fenobarbitalem a jejich jatiata jsou
pramér + smeérodatné odchylka.

PHHC potkan

Potkan Wistar

m zvirete [g] m jater [g] m zvirete [g] m jater [g]
voda 401 +£16 146 +£1,2 332+23 15,8+1,6
fenobarbital 37912 18,3 0,7 342 + 38 21,6+2,2

Inhibice aldehyddehydrogenasy 1a7 disulfiramem

V piitomnosti disulfiramu dosSlo ve vSech testovanyclreich k téndt Uplné inhibici
enzymu — viz graf 5.4. Samotny ethanol v mnozditéré bylo pitomno v reakni snesi,

nenel na aktivitu vyrazny vliv. Data nebyla statistickpdnocena.
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Graf 5.4: Specificka aktivita aldehyddehydrogenasy 1l1a7 fmpuAB), pufru s ethanolem
(AB+EtOH) a pufru s disulfiramem (AB+EtOH+TEDD). ¢gihové Uséky predstavuji B.
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5.4.2 Stanoveni aktivity aldehyddehydrogenasy 1a7 u potkaa rizznych dietach

Dieta nengla Zadny statisticky vyznamny vliv na aktivitu enay u obou kmein potkari

—viz graf 5.5.

30 -

- (min-mg prot.)]

12 -

specifickd aktivita enyzmu

[nmol NADH
[=)]

0 |
Wistar-chow Wistar-HFHC PHHC-chow  PHHC-HFHC

kmen a dieta

Graf 5.5: Specificka aktivita aldehyddehydrogenasy 1la7 tkaw na standardni (chow) a
cholesterolové (HFHC) digtChybove usgy predstavuji SD.

Stejre jako u fgedchoziho pokusu, nebyl zaznamenan statistickyamny rozdil mezi
obéma kmeny na standardni dietSignifikantni rozdil jsem zaznamenala az mezi tkyne
na cholesterolové digt kdy PHHC potkani @i ve srovnani s potkany Wistar aktivitu

zvySenou 0 56 % (p < 0,005).
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6 DISKUZE

Cilem mé prace bylo pokusit se objasnitékteré aspekty patogeneze
hypercholesterolémiePrazského hereditarn hypercholesterolemického potkana. PHHC
potkan, u kterého Ize hypercholesterolémii indukg@a@uhym podanim dietniho cholesterolu,
piedstavuje zcela unikatni model pro studium hypdesterolémie Hypercholesterolémie
u PHHC potkana je charakterizovana vyrazrezvySenou koncentraci cholesterolu
v lipoproteinech, které jsou povazovany za aterag€érDL, IDL a VLDL). U jiného modelu
hypercholesterolémie u potkana vysleéadého podobnym Zjisobem, potkainRICO, dochazi
k vzestupu cholesterolémieigaevSsim v HDL (96) Hypercholesterolémii Ize vyvolat
i u jinych linii potkan, prida-li se k cholesterolové diet kyselina cholova blokujici zakladni
metabolickou drahu eliminace cholesterdflyselina cholova je vSak v mnozZstvi, ve kterém
je potkarim podavana, hepatotoxicka (97), coz pouziti takbuypodeti limituje. | kdyz byl
jiz v 80. letech mechanismus hypercholesterolémi®HHC potkana po#mné dakladné
studovan (85), nebyly mezi PHHC potkany a potkaniste/ nalezeny zasadni rozdily
v regulaci syntézy cholesterolu v jatrech, clear&md. ani v absorpci cholesterolu verat.

V té dolz bylo také zji&no, Ze hypercholesterolémie jgeprn¢ polygenniho fivodu. Tento
nalez¢ini PHHC potkany jestzajimawjSimi, nebd podstatnaast geneticky podmémych
hypercholesterolémii dglovéka je rovigz polygenniho fivodu. Geny, které jsou &loveéka
za jejich rozvoj odpoxdné, nebyly dosud jednozir& identifikovany a charakterizovany
Vysvétleni patogeneze hypercholesterolémie u PHHC patkbg tak mohlo fispet

k identifikaci dalSich gehn pripadre metabolickych drah, které mohou hrat ulohu
v patogenezi polygenni hypercholesterolémie i i lid

6.1 AKUMULACE CHOLESTEROLEM OBOHACENYCHVLDL

V prvni ¢asti své prace jsem se pokusila Wbiymechanismus, jakym vznikaji u PHHC
potkami cholesterolem obohacené VLDL. Jak jiz bylo ukazanteoretické ¢asti me
magisterské prace, zakladni funkci VLDL jeepasSet endogenni TG z jater do mimojaternich
tkdni. Tomu odpovida i to, Ze TG jsou hlavni komgmou VLDL — pordr VLDL-
cholesterol/VLDL-TG se u potkdn pohybuje okolo hodnoty 0,2. U PHHC potkan
na cholesterolové diettento pomdr vyrazré vzrista a obvykle fesahuje hodnotu 1.
U cloveéka v lanicim stavu se tento pa@m obvykle pohybuje kolem hodnoty 0,45 a je

pomerné konstantni. Vyjimkou jsou ovS8em pacienti s dysljgb@roteinémii
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(hyperlipoproteinémie typu l1ll), u kterych tentorpé& obvykle dosahuje hodnot kolem 1,0.
Toto autozomalh recesivni onemoeni se projevuje u homozygotnich noditatarianty
apolipoproteinu E ozravané jako E2. Apo E2 neinteraguje s LDL receptayZ vede

k akumulaci cholesterolu &asticich VLDL a IDL, ale nikoli v LDL, které byvajilokonce
snizeny Distribuce cholesterolu v lipoproteinech pacientt s dysbetalipoproteinémii tedy
velice gipomina distribuci, kterou fiteme pozorovat u PHHC potkana krmeného
cholesterolovou dietou. Lze tedyeplpokladat, Ze akumulace cholesterolu ve VLDL a IDL

u PHHC potkat muze byt vysledkem defektni funkce apolipoproteinu E.

Proto jsem sekvenovaleddujici oblasti genu pro apolipoprotein Bpg u potkari
PHHC a ziskanou sekvenci porovnala se sekvApoeu potkari Wistar a publikovanou
sekvenci (88). Nalezenou zé&mu (G>C v pozici +24 od zatku transkripce) jsem nenalezla
u zadného z 5 potk&nWistar a nebyla doposud ani publikovana. Zamseale nachazi
v 1. exonu, ktery nenitpkladan, protoze startovni kodon se nachazi azheédn exonu. Tato
mutace by tedy ne#éta ovlivnit sekvenci pekladaného apolipoproteinu E a nelze tedy
predpokladat, Ze ovlivni interakci apo E s receptdticmére bylo zjiS€no, Ze tento exon
ovliviiuje expresi tohoto genu jak na Urovni mRNA, takiravni proteinu (98, 99 Abychom
tedy vylowili moznost, Ze nami nalezena zé&ma zasadh sniZuje rychlost transkripce a tim
i mnoZstvi proteinu v cirkulaci, pokusili jsme zjiszda je apo Eiftomen ve VLDL u PHHC
potkani. Prikaz gFitomnosti proteinu jsem provedla pomoci SDS PAGHel#pidovanych
VLDL potkani Wistar i PHHC a zjistila jsem, Ze protein, odp@jidi svou pohyblivosti
apo E, je ptomen u obou linii potkana ve srovnatelné kon@amtde tedy nepragdodobné,
Ze by gicina akumulace cholesterolu ve VLDL a IDg&asticich u PHHC potkain
na cholesterolové dieiméla stejny geneticky podklad jako familiarni dyshigiaproteinémie

u ¢loveka.

Skute&nost, Ze¢astice VLDL u PHHC potkahna cholesterolové dietsou obohaceny
cholesterolem Ize ovS8em vydhit i tak, Ze kjejich obohaceni cholesterolem hlaxi jiZ
v pribéhu jejich syntézy (,assembly”) v jatrech. Tuto moZh jsme se rozhodli &iit
v pokusech, ve kterych byl potkiam in vivo aplikovan tyloxapol (Triton WR-1339). Ten
pusobi jako inhibitor lipoproteinové lipasy a blokugk hydrolyzu triacylglycerdl ve VLDL.
Castice VLDL se potom hromadi v cirkulaci a jejiclozeni (Wetns pomsru cholesterolu

a TG) Aistava beze zémy. Lze je tedy povaZzovat za nascentni VLDL.
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Dvé hodiny po aplikaci tyloxapolu doSlo u vSech skupwotkari k n¢kolikanasobnému
vzestupu koncentrace TG, coZd¥i o tom, Ze LPL byla skuteé¢ inhibovanaTento nalez je
v souladu s vysledky jinych autof92). Sogasré doSlo i k mirnému vzestupu koncentrace
cholesterolu u vSech skupin potkanna kontrolnich dietach. U potkan Wistar
na cholesterolové dietbyl vzestup cholesterolémie cca trojnasobny a WHE@Hpotkari
dokonce Sestinasobny (viz graf 5.1). KdyZ jsme tysledky porovnali se sloZzenim VLDL
po aplikaci tyloxapolu, bylo iejmé, Ze za ifrastek cholesterolémie st&jrjako girastek
triacylglycerolémie odpovidaji vyhradrzmény koncentrace VLDL (viz graf 5.1Prokazali
jsme tedy, Ze cholesterolem obohacené VLDL vznikafHHC potkafh na cholesterolové
diet¢ jiz v jatrech.

| kdyZz v tomto okamZziku zatim nerbemecinit Zadné definitivni z&uy, Ize vyslovit
hypotézu, Ze tyto cholesterolem obohaceéastice VLDL nemohou byt ani po hydrolyze

jejich TG vzhledem ke své velikosti normélkatabolizovany a hromadi se v cirkulaci.

6.2 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH GENU

Druha ¢ast mé prace vychazela z vyslédknalyzy jaterniho transkriptomu, ktera
identifikovala rgkolik geni, jejichZz exprese se mezi @ha kmeny vyznamhliSila. Ve své
praci jsem se soustila na dva zéthto geri. Mym cilem bylo zavést metodu pro stanoveni
aktivity aldehyddehydrogenasy 1a7 a stanovit aktivbhoto enzymu u PHHC potkian
i potkani Wistar na @iznych dietdch a a¥it, zda rozdily v aktivik enzymu mezi odma
kmeny odpovidaji rozdim v genové expresi. DalSim cilem bylo sekvenovaPHHC
potkani gen kodujici apolipoprotein F, jediny gen, ktegk&zuje souvislost s metabolismem

apolipoproteir.

6.2.1 Stanoveni aktivity aldehyddehydrogenasy 1a7

Zavedla jsem metodu pro stanoveni aktivity aldeleygdrogenasy la7. ProtoZe je tento
enzym ¢lenem velké rodiny protein které jsou si velmi podobné jak svou sekvendi, ta
strukturou, metodu jsem validovala ve dvou expenieeh. Prokazala jsem, Ze u obou
pouzitych linii potkana je aktivita enzymu induktsiad fenobarbitalem v souladu s nalezy

jinych autofi (100, 86). Dale jsem @fila, Ze je nami rérena aktivita enzymu inhibovana
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50uM disulfiramem, ktery je specifickym inhibitorem dehyddehydrogenasy laRami
stanovené hodnoty aktivity jsou vyrazvySSi nez Udaje v literate (101), ale na rozdil od mé
prace nebyla wthto pracech @ovana poateini rychlost reakce.

Exprese aldehyddehydrogenasy la7 byla u pdtEHC zvySena cca o 50%, i kdyz
rozdil mezi oBma kmeny byl statisticky vyznamny pouze na chotetteé diet. Tento
nalez je vrozporu s vysledky analyzy transkriptorkde byla u PHHC potkdnzjiSttna
25nasobé zvySend koncentrace mRNA pAddhla7 Kdyz byly vysledky analyzy genové
exprese validovany metodou real-time PCR, bylot&)s, Ze exprese genu je u PHHC

potkani zvySena dokonce 200x.

V sowlasné dob nemame pro tento rozpor ve vysledcich stanovetivigk enzymu
a genové exprese Vv jatrech vydeni. Jako nejpravghodobrjsi se jevi moznost, z&ldhla7
u PHHC potkafi nese mutaci, ktera je spojena s vygasnizenou aktivitou enzymu. Aby
byla aktivita enzymu udrZzena na stejné urovni jakopotkam Wistar, musela by
odpovidajicim zfisobem vaziist i transkripce enzymu. Nébeme ovSem vylaiit moznost,
Ze mutace jeiftomna v regulénich oblastech genu.

O tom, Ze pitomnost tohoto proteinu je pro hepatocyiledita, s¥dci skut&nost, ze
urcitou hladinu bazalni aktivity enzymu maji i potkahistar. Fyziologicky vyznam funkce
tohoto enzymu v organismu ale neni dosuds@g znam. Rov®Z neni jasné, zda dalSi
studium tohoto enzymu e vyznama prispét ke studiu patogeneze hypercholesterolémie
uclovéka, nebd nejblizSim lidskym homologem je genALDH1Al kédujici
retinaldehyddehydrogenasu. Retinal ale neni substraro potkani Aldhla7.

6.2.2 Sekvenace Apof

Jedinym genem odlignexprimovanym u PHHC potkan ktery by mohl souviset
s metabolismem lipoproteinje Apof Protein kddovany lidskym analogem tohoto genu
(APOB inhibuje CETP. Protoze ale potkani CETP nemaghinasné, jakou ulohu apo F
u potkana hraje. Rozhodli jsme se proto tento gpatkana sekvenovat.

Sekvenaci tohoto genu jsem u PHHC potkagjistila pfitomnost inzerce o délce
17 nukleotidi ve druhém exonu. S pomoci PCR jsem potom zjistéagejme vSichni PHHC
potkani jsou pro itomnost této inzerce homozygotni. Tuto inzercimsale nalezla
i u potkari Wistar, u kterych se ale vyskytovala s gom¢ nizkou frekvenci — 25% ziat
bylo heterozygotnimi nositeli této varianty genu.
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Tento nalez nazkaje, Ze tato inzerce, resp. jeji homozygotiitgmnost u PHHC
potkani, se vyselektovalarpselekci PHHC potkainz potkari Wistar.Apofby tedy mohl byt
skute&né kandidatnim genem, ktery oviiuje rozvoj hypercholesterolémie.

Apof kdéduje proprotein, ktery ma 308 aminokyselii¢@gmz se pedpoklada, Ze vlastni
funkéni protein vznika dalSi posttran& modifikaci a je tvien 154 aminokyselinami
C-konce peptidu (102). Inzerceéni éteci ramec a vnasi do sekventedasny stop kodon.
Vznikajici produkt ma prvnich 31 AK stejnych a aaik obsahuje 81 AK. Potkani nesouci

homozygotni inzerci prawgodobré netvai funkeni protein.

ProtoZze je ale funkce tohoto proteinu u potkareznama, nevime, jaké byéiyn byt
dusledky jeho absence. Vzhledem k expresi tohotoeprotv jatrech a skutaosti, Ze
u¢loveka v cirkulaci ovlivuje vymenu estelt cholesterolu a TG mezi lipoproteiny, lze
spekulovat, Ze by mohl hrat Ulohu v procesu, veéktejsou TG a estery cholesterolu
inkorporovany do no¥ vznikajicich ¢astic VLDL v jatrech. To by odpovidalo naSemu

pozorovani, Zze PHHC potkani produkuji cholesterotdrohacené VLDL.

V dalSich experimentech bude alelia o¥fit, Ze tento protein u PHHC potkaskut&né
chybi. Jeho ulohu v rozvoji hypercholesterolémieddoumozné testovat i ii&enim
heterozygotnich potk@nwistar s cilem ziskat homozygotni iath a testovat odpé¥ téchto

zvitat na dietni cholesterol.
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7 ZAVER
Zjistila jsem, Ze akumulace VLDLcastic abnormékh obohacenych cholesterolem
u PHHC potkana na cholesterolové digt zpisobena syntézou takovych VLDL jiZ v jatrech.

Vylougila jsem moZznost, Ze akumulac&hto VLDL souvisi s defektem v genu kodujicim

apolipoprotein E u PHHC potkana.

Zavedla jsem metodu pro stanoveni aktivity aldeeygdrogenasy la7 a zjistila, ze
rozdil v aktivie¢ aldehyddehydtogenasy la7 mezi PHHC potkany a pyptRAistar je

podstatg mensi nezZ idve pozorovany rozdil v expresi genu kodujicihddesnzym.

Zjistila jsem, Ze PHHC potkani maji v genu kodujiciapolipoprotein F inzerci
17 nukleotidi, kterd posouv&teci ramec a vnasiigdkasny stop kodon. Tato inzerce se

u Wistar potkaf vyskytuje jen u 25 % jediticv heterozygotni formh
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9 POUZITE ZKRATKY

ABC
ABCA
ABCG
Aldh
ANOVA
ATP
Apo
bp
cDNA
CETP
CR
ddNTP
DNA
dNTP
EDTA
EtBr
gDNA
HDL
HL
HLP
IDL
IKEM
LCAT
LDL
LDLR
LTIP
LPL
LRP
MK
MRNA
PCR
PHHC
PLTP
RNA
sdLDL
SDS
SDS-PAGE
SR
SR-A
SR-B
TAE
TBE
TEMED

adenosintrifosfat vazici kazety
ATP-vazici kazetyifdy A

ATP-vazici kazetyfidy G

aldehyddehydrogenasa
analyza variance

adenosintrifosfat

apolipoprotein

pary bazi

komplementarni DNA

cholesteryl ester transfer protein (protégnasejici estery cholesterolu)
remnanty chylomikrain

dideoxynukleotidy
deoxyribonukleova kyselina

deoxynukleotidy

kyselina ethylendiamintetraoctova

ethidium bromid

genomova DNA

lipoproteiny o vysoké hustét
jaterni lipasa

hyperlipoproteinémie
lipoproteiny o stedni hustat
Institut klinické a experimentalni mediciny

lecithin : cholesterolacyltransferasa
lipoproteiny o nizké hustet

LDL receptor

lipid transfer inhibitor protein (protein inbujici prenos lipidi)
lipoproteinova lipasa

LDL receptor related protein (proteifiuzny LDL receptoru)
mastna kyselina

mediatorova RNA

polymerasovéettzcova reakce

Prazsky heredit&ypercholesterolemicky

phospholipid transfer protein (proteirepasejici fosfolipidy)
ribonukleotidova kyselina

malé densni LDL

dodecylsiran sodny

elektroforéza v akrylamidovém geluritgmnosti dodecylsiranu sodného
scavengerovy receptor

SR receptoridy A

SR receptokidy B

Tris-acetat-EDTA pufr

Tris-borat-EDTA pufr

N, N, N’, N* tetramethylethylendiamin
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TG

Tris
ucC

uv
VLDL
VLDLR

Triacylglyceroly
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
ultracentrifugace

ultrafialovy

lipoproteiny o velmi nizké hustst
VLDL receptor
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