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Abstrakt:

Prazsky hereditarné hypercholesterolemicky (PHHC) potkan je kmen vysoce citlivy
na dietni cholesterol. Prace se zabyvéa charakteristikou nascentnich VLDL castic a zavedenim
metody méfeni reverzniho transportu cholesterolu in vivo na potkanech.

Charakteristika nascentnich VLDL ¢astic

Produkce VLDL c¢astic byla porovndna u potkani PHHC a Wistar po podani dvou
kontrolnich a 1% cholesterolové diety po dobu 3 tydnti. VLDL castice byly izolovany ze séra
ziskaného 2 hodiny po i.v. aplikaci Tritonu WR 1339. Podéavani cholesterolu v diet¢ nemélo
u potkanli Wistar vliv na cholesterolémii, zatimco u potkanit PHHC doslo k vzestupu hladiny
cholesterolu o0 45 %. Po podani Tritonu WR 1339 vzrostla hladina triglyceridii (TG) v séru
ne¢kolikanasobné nasledkem akumulace VLDL c¢astic. U potkaniit Wistar na cholesterolové
diet¢ doslo k mirnému nartstu cholesterolu ve VLDL c¢asticich a u PHHC potkanti doslo
k vysokému obohaceni VLDL ¢astic o cholesterol. U PHHC potkanti na cholesterolové dieté
jsou v jatrech tvoreny nascentni VLDL ¢astice vyrazné obohacené cholesterolem.

Méieni reverzniho transportu cholesterolu in vivo

Primarni bunécéné kultura makrofagt ziskand peritonedlni lavazi byla inkubovana 48 h
*H cholesterolem a intraperitonealné aplikovana potkanim Wistar a PHHC. U potkant Wistar
byla hladina *H cholesterolu po 24 h vyssi neZz hladina *H cholesterolu po 48 h. Potkani
vylou¢ili vdobé& 0—-24h a 24 —48 h pfiblizné stejné mnozstvi *H cholesterolu. Hladina
H cholesterolu byla méfitelnd v séru i ve stolici. Intraperitonedlni aplikaci adekvatniho
mnozstvi makrofagli oznacenych *H cholesterolem Ize méfit reverzni transport cholesterolu

u potkand.
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Abstract:

Prague hereditary hypercholesterolemic (PHHC) rat is a specie, which is very sensitive
to a dietary cholesterol. Our study deals with characteristics of nascent VLDL particles and
introduces new method for measurements of reverse cholesterol transport in vivo on rats.

Characteristics of nascent VLDL particles

Production of VLDL particles was studied with two different rat species — Wistar and
PHHC. VLDL particles were isolated from a serum 2 hours after i.v. application of Triton WR
1339. No dependence of cholesteromie of the Wistar rats on the diet was observed, while
increase of about 45 % of cholesterol of PHHC rats was found. The count of triglycerides
(TG) after application of tyloxapol steeply increased as a result of accumulation of VLDL
particles. Small increase of cholesterol in VLDL particles was observed assuming Wistar rats
on the cholesterol diet, while the same increase was found to be rapidly higher with PHHC
rats on the same diet. Liver of PHHC rats on the cholesterol diet therefore products nascent
VLDL particles significantly enriched with cholesterol.

Measurements of reverse cholesterol transport in vivo

Primary cell culture of macrophages obtained by the help of peritoneal lavage was
incubated for 48 hours with *H cholesterol and then intraperitoneally applicated to Wistar and
PHHC rats. Level of *H cholesterol in Wistar rats after 24 hours was found to be higher than
that after 48 hours. Rats excreted approximately the same quantity of *H cholesterol in time
intervals 0—24 hours and 2448 hours. Level of *H cholesterol was measurable both in serum
and in excrements. By the intraperitoneal application of sufficient quantum of macrophages

labeled with *H cholesterol it is possible to measure reverse transport of cholesterol in vivo.
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1. Uvod

Hypercholesterolémie je jednim z hlavnich faktorG pro vznik ateroskler6zy. Podobné
jinym patofyziologiim je tfeba k jejimu studiu vhodny zvifeci experimentalni model. Velmi
vyuzivany zviteci model, laboratorni potkan, byl vSak pro vyzkum hypercholesterolémie
nevhodny. Lze u n¢j indukovat hypercholesterolémii pouze toxickymi davkami thyroxinu ¢i
kyseliny cholové.

V Laboratoii pro vyzkum aterosklerozy (IKEM) se zkmene Wistar podafilo
vyselektovat Prazského hereditdrné hypercholesterolemického potkana (PHHC), ktery ma
v porovnani s potkany Wistar zvySenou hladinu bazdlni cholesterolémie a lze u néj snadno
indukovat hypercholesterolémii podavanim dietniho cholesterolu. Pies nékolikanasobné vyssi
hladinu cholesterolu v séru pii dlouhodobém podéavani dietniho cholesterolu nebyly u potkant
PHHC pozorovany aterosklerotické zmény na cévach.

U PHHC potkant neni dosud objasnéna pficina jejich rezistence vici aterosklerotickym
procestim.

Jednim z faktori, ktery se mize podilet na odolnosti PHHC potkanti vici aterogenezi je
reverzni transport cholesterolu (RTC). Metoda méteni RTC in vivo nebyla dosud u potkant
popsana.

Tato prace se bude zabyvat zavedenim metody pro méteni RTC in vivo na potkanech

a metabolismem lipoproteinovych ¢astic u PHHC potkana.



2. Literarni prehled

2.1. Lipoproteiny

Lipidy jsou estery vySSich mastnych kyselin, alkoholl a jejich derivatl. Jsou zdrojem
energie pro vSechny builky organismu, maji stavebni a ochrannou funkci. Lipidy jsou
ve vodném prostiedi nerozpustné. V krevni plazmé jsou transportovany pomoci lipoproteintl.
Lipoproteiny jsou micelarni ¢astice s nepolarnim lipidovym jadrem tvotfenym hydrofobnimi
komponenty (triacylglyceroly, estery cholesterolu). Zevni vrstva je tvofena amfifilnimi
komponenty (fosfolipidy, neesterifikovany cholesterol a apoproteiny). Lipoproteiny
transportuji lipidy z mista syntézy do mist jejich odbourani ¢i pfeméné v intravasalnim
prostoru. Lipoproteiny se 1isi hustotou, velikosti, slozenim lipidl, mistem syntézy
a apoproteiny. Miizeme je rozdélit do péti tfid na chylomikrony, very low density lipoproteins
(VLDL), intermediate density lipoproteins (IDL), low density lipoproteins (LDL) a hight
density lipoproteins (HDL) (viz tab. 2.1).

Chylomikrony VLDL IDL LDL HDL
Proteiny* 1-2 6-10 10-12 18-22 45-55
Fosfolipidy* 3-6 5-20 25-27 18-24 26-32
Tryglyceridy* 80-95 45-65 25-30 4-8 2-7
Volny cholesterol* 1-3 4-8 8-10 6-8 3-5
Esterifikovany cholesterol* 2-43 6-11 32-35 45-50 5-20
Apoproteiny* A-1, A-T1, A-1IV, A-V A-V - - A-LA-ILA-IV,A-V
B48 B100 B100 B100 -
C-I,C-I,C-Il  C-I,CIL, C-Il C-I,C-I,C-I - C-1, C-II
E E E - E

* SloZeni je vyjadieno v procentech
Tab. 2.1 Lipoproteiny plazmy (Korporaal, 2006).

2.1.2. Cholesterol

Nazev cholesterol pochazi zteckého cholé — (Zluc), stereos — (pevny) a chemické
ptipony — ol (pro alkohol). Cholesterol (C»;HssOH) je zndm jiz od roku 1784, kdy jej prvné
objevil Francois Poulletier de la Salle ve Zlucovych kamenech..

Cholesterol jako derivat cyklo-perhydrofenantrenu se sklada ze ¢tyt benzenovych jader.
Jeho hydroxylova skupina ma slaby antipaticky charakter. Neobsazena OH skupina volného
cholesterolu umoziuje interakci s vodou, proto je volny cholesterol ¢astecné hydrofilni.
Esterifikovany cholesterol ma na OH skupiné navdzanou mastnou kyselinu, je proto zcela

hydrofobni (viz obrazek 2.1).
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Cholesterol je zakladni strukturdlni soucasti plasmatickych membran vSech bunék,
endoplasmatického retikula a endocytarnich vackia (Chesterton, 1968). Urcuje jejich viskozitu
a zajiStuje stabilitu membran piizménach télesné teploty. V organismu je nezbytny
pro syntézu n€kterych hormonitl a zlucovych kyselin, déle je hlavnim prekurzorem pfi syntéze
vitaminu D, steroidnich hormonti v€etné kortizolu a aldosteronu (Vyroubal, 2008), pohlavnich
hormontl — progesteronu, estrogenu, testosteronu. Cholesterol je diilezity pro vstiebavani tuka
samotnych, vitaminil rozpustnych v tucich (A, E, D, K) a dalSich latek. VétSina cholesterolu je
syntetizovana de novo v bunkach lidského organismu, ptfedev§im v jatrech, cCast se
do organismu dostdvd exogenni cestou — potravou. Z organismu je cholesterol vylu¢ovan
vyhradné zluci, bud’ v nezménéné formé nebo ve formé zlucovych kyselin (kyselina cholova
a chenodesoxycholova) (Kuhajda, 2006).

V lipoproteinech je zcelkového mnoZstvi cholesterolu 25—40 % cholesterolu
neesterifikovaného a 60— 75 % je cholesterol esterifikovany nenasycenymi mastnymi
kyselinami. Esterifikovany cholesterol je transportni a zasobni formou cholesterolu.
Pti diagnostice se tyto dvé formy cholesterolu nerozliSuji, obvykle stanovujeme pouze
celkovy cholesterol (Banaszak, 1991).

Cholesterol hraje kli¢ovou roli v mnoha procesech probihajicich v lidském organismu,

ale nejvice je znam jeho vztah k ateroskler6ze a kardiovaskularnim onemocnénim.

\blny cholesterol Y Esterifikovany cholesterol Sy

o e R -

| / ol L

/ 4 ““\L—" - %

-~ e ' ',

-~ ""-»H.\l..___.-' "'\-\._\_H l \

P ., -~ -~ JH ,l;\j
// H-.._\__J.—-' H\_\_“-__J.—-'
~, Mastna kysalina
-~ e -~ H‘:"‘* -~
OH il 53

Obr. 2.1 Volny a esterifikovany cholesterol.

2.1.3. Triacylglyceroly

Triacylglyceroly (TG) neboli triglyceridy jsou latky vznikajici vazbou 3 mastnych
kyselin na glycerol. TG mohou obsahovat ti1 shodné acylové zbytky, nebo mtze byt kazda
hydroxyskupina esterifikovana rozdilnymi kyselinami. Obvykle obsahuji smés dvou az tfi

riznych mastnych kyselin.
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TG ziskdvame zejména z potravy (80—170 mmol/den), ale mohou vznikat i endogenné.
Syntéza TG ,,de novo* probiha predevsim v jatrech, tukové tkani a ¢aste¢né i v enterocytech.
Zvysena koncentrace TG v krvi je Casto reakci na nadmérny pfisun energie v potrave.
Lipoproteiny bohaté na TG jsou chylomikrony a VLDL. TG jsou hydrolyzovany ptisobenim
lipaz a Zlucovych kyselin na glycerol a mastné kyseliny (Jaworsky, 2007).

TG jsou jednim ze zékladnich energetickych substrati a hlavni zasobni formou energie.
V adipocytech tvofi TG az90 % objemu. Tukovou tkan miizeme rozdélit na podkozni
a visceralni. PodkoZni tukové tkai méa vyznam v regulaci télesné teploty a také jako zasobni
vrstva. Viscerdlni tuk v pfiméfeném mnozstvi chrani vnitini organy pied otfesy a vykyvy
teplot a je vyznamnou zasobarnou energie. Na druhé strang je visceralni tuk vice metabolicky
aktivni tkan a je metabolizovan zcela odlisné nez podkozni tuk. TG jsou portalni Zilou
odvadény ptimo do jater. Tim dochazi ke hromadéni TG ve tkanich jako jsou jatra, pankreas
a kosterni svaly. Narusend funkce a metabolismus téchto organii vede ke zvyseni sekrece
VLDL a LDL castic a k nartistu hladiny glykémie (Biilow, 1999; Frayn, 1992).

Se vzristajicim mnoZstvim viscerdlniho tuku se vyrazn€ zvySuje riziko vzniku

kardiovaskularnich chorob a diabetu mellitu II. typu.

2.1.4. Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou slozeny z hydrofilni polarni skupiny a hydrobni casti. Hydrofilni
polarni ¢ast obsahuje zbytek kyseliny fosfore¢né, ktera je esterifikovana glycerolem. Dale je
pak esterifikovana cholinem, ethanolaminem, serinem, inositolem ¢i opét glycerolem.
Hydrofébni ¢ast obsahuje dva fetézce nasycenych ¢i nenasycenych mastnych kyselin, které se
vazi na glycerol.

Fosfolipidy hraji nezastupitelnou roli v bunéénych membranach a na povrchu
lipoproteint. Je to dano jejich amfifilnim charakterem, kdy hydrofobni ¢ast sméfuje do nitra
buiiky a hydrofilni fosfatova ¢ast k jejimu povrchu.

Nejcastéjsi fosfolipidy jsou fosfatidylcholin (jinak také lecitin), sfingomyelin a dalsi.
Fosfatidylcholin je obsaZzen piedev§im v bunéénych membranach, sfingomyelin predevSim
v nervové tkani. Oba tyto fosfolipidy jsou zastoupeny v lipoproteinech, kde umoziiuji

transport TG a esterifikovaného cholesterolu ve vodném prostiedi (Brown, 2000).
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2.1.5. Apoproteiny

Bilkovinnou ¢ast lipoproteint tvoii apoproteiny (apo), které jsou strukturnimi elementy
lipoproteinil, jsou kofaktory enzymt ucinnych v metabolismu lipoproteinti, zprostfedkuji
vazbu lipoproteinové Castice na specifické receptory a Ucastni se pfenosu nebo vymény
lipidovych ¢astic mezi jednotlivymi lipoproteiny. Dé¢lime je na nékolik tfid oznacovanych

velkymi pismeny a jejich podtiidy znacené Cisly (tab. 2.2).

Hlavni plasmatické apoproteiny

koncentrace v plasmé distribuce v lipoproteinech (%)
Apoproteiny mg/dl HDL LDL IDL VLDL
apo A-I 130 100
apo A-II 40 100
apo A-IV 18
apo B48 0.2 >70
apo B100 80 88 6 6
apo C-1 6 97 1 2
apo C-II 3 60 10 30
apo C-III 12 60 10 10 20
apo D 10 100 20
apo E 5 50 10 20

Tab. 2.2 Prehled apoproteinii (Scriver, 1999).

Apoprotein A

Apoproteiny A jsou pievdzné syntetizované v buikéach stfevniho epitelu a castecné
v jatrech.

Apo A-I a apo A-II tvoti ptiblizn€ 90 % celkovych proteini HDL castic. Pomér mezi
apo A-I a apo A-Il vtypickych caticich HDL je 3:1. Apo A-I obsahuje 258 —267
aminokyselin (Frank, 2000) a je kofaktorem lecitin-cholesterolacyltransferazy (LCAT),
enzymu zodpovédného za formovani esterti cholesterolu v plazm¢, a md vyznamnou roli
v reverznim transportu cholesterolu (RTC) (Breslow, 1982). Apo A-II obsahuje dva
polypeptidové fetézce po 77 aminokyselinach. Existuji nékteré dikazy o tom, Ze apo A-II
inhibuje LCAT a aktivuje triglyceridovou lipasu (Knott, 1985).

Apoprotein A-IV je syntetizovany pouze ve stieveé. Jeho velikost je 46 kDa (Liu, 2003).
Nejveétsi vyznam ma jako ligand pro vazbu HDL a jako aktivator LCAT.
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Apoprotein B
Apoprotein B existuje ve dvou formach: apo B-100 a apo B-48. Oba dva proteiny jsou

translacnim produktem jednoho genu. V mRNA pro apo B-100 ve stievnich bunkach se
v pozici 2153 méni C na U a tim kodon pro glutamin na stop kodon a vznika apo B-48.

Apo B-100 je jeden polypeptidovy ftetézec o velikosti 513 kDa a patii k nejvétSim
apoproteinim (Innerarity, 1990). Apo B-100 se syntetizuje v jatrech a do plasmy se dostava
jako soucast VLDL. Apo B-100 je hlavnim apoproteinem LDL castic, konecného produktu
katabolismu VLDL. Kazda molekula VLDL obsahuje jednu molekulu apo B-100. V dobé¢
lacnéni pievazna vétSina apoproteini B v plazmé je apo B-100. Apo B-100 nemiiZze piechazet
z jednoho lipoproteinu na druhy. Apo B-100 je rozpoznavan LDL receptorem jaterni
a periferni tkan€ a umoznuje tak internalizaci LDL ¢astic.

Apo B-48 je homolog apo B-100 o velikosti 214 kDa a je identicky s aminoterminalni
casti apo B-100 (Albers, 1989). Apo B-48 je syntetizovan ve stievé a je hlavni soucésti

chylomikron.

Apoprotein C

Apoproteiny C-I, C-II a C-1II se vyskytuji ve vSech lipoproteinech kromé LDL. Apo C-I
je nejmensi z apoproteinit C a obsahuje 57 aminokyselin. Apo C-I aktivuje LCAT in vitro.
Apo C-II je polypeptidovy ftetézec slozeny ze 79 aminokyselin. Hraje dulezitou roli
v metabolismu lipoproteini bohatych na TG aktivaci lipoproteinové lipasy (LPL). Apo C-III
je také polypeptidovy fetézec slozeny ze 79 aminokyselin (Oliviery, 2002). Existuje
minimalné¢ ve tfech polymorfnich formach (Mahley, 1984). Apo C-III inhibuje LPL a aktivuje
LCAT.

Pomér apo C-I1/apo C-III je rozhodujici pro regulaci LPL.

Apoprotein D
Apo D je glykoprotein o velikosti 29 kDa. Mizeme ho nalézt pouze v HDL ¢asticich.

Apo D je exprimovan mnoha tkanémi, zejména ve slezing, varlatech a mozku. Pravdépodobné

se vaze s LCAT a cholesterolestertransferproteinem (CETP) (Rassart, 2000).

Apoprotein E

Apoprotein E je glykoprotein s molekulovou hmotnosti 34 kD. Je syntetizovany
v jatrech a mozku. Apoprotein E je soucésti vSech lipoproteinii mimo LDL castic. Jeho
zakladni funkci je vazat chylomikronové a VLDL remnanty, jako ligand s vysokou afinitou

pro apo B a apo E receptory (Jawien 2004).
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Gen pro apoprotein E se bézné vyskytuje ve tfech alelach oznacovanych €2, €3, €4, které
koéduji odpovidajici izoformy proteinu oznacované E2, E3, E4. Izoformy se navzajem odlisuji
aminokyselinovym sloZenim v pozicich 112 a 158 (Hofejsi, 2000).

Nejbéznéjsi izoformou apolipoproteinu E je apo E3, kterd je charakterizovana
pfitomnosti aminokyseliny cysteinu v pozici 112 a Arg v pozici 158. Izoforma apo E2 je
charakterizovédna cysteinem v pozicich 112 1 158, izoforma apo E4 argininem v pozicich 112

1 158 (Eichner, 2002).

.NOVE“ apoproteiny

Apoprotein A-V
Apo A-V byl objeven vroce 2001, obsahuje 367 aminokyselin a je syntetizovan
v jatrech. Role apo A-V v metabolismu lipoproteinii spoc¢iva v regulaci plasmatickych TG
a pravdépodobné i v intracelularnim metabolismu TG (Nelbach, 2008).
Za zminku stoji alespon v pfehledu uvést dalsi nové objevené apoproteiny, jejichz

funkce jesté neni zcela objasnéna (tab. 2.3).

Nové apoproteiny  Koncentrace v plazmé (mg/dl)  Vyskyt v lipoproteinech M olekularni vaha
Apo F <5 HDL 30000
Apo G <5 VLDL 72000
Apo H 15-30 CM 55000
Apo J 7/1/20 HDL 70000
Apo L <1 HDL 39000
ApoM <1 HDL 26000

Tab. 2.3 Prehled ,,novych* apoproteinii.

2.2. Metabolismus lipoproteinii

Lipoproteinovy metabolismus lze rozdélit na exogenni a endogenni metabolickou cestu.

2.2.1. Exogenni cesta

V enterocytu se ze vstiebanych lipida a cholesterolu syntetizuji velké Castice - nascentni
chylomikrony, jejichz charakteristickym integralnim apoproteinem je apo B-48.
Chylomikrony z 90 % obsahuji TG, dale apo A-I, A-II a A-IV, které spolu s fosfolipidy
asmenSim podilem volného cholesterolu pokryvaji povrch chylomikronu. Po vstupu
do lymfatického tecisté dochazi k jejich obohaceni o apoproteiny C-II, C-III a apo E z ¢astic

HDL.
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Zakladni funkci chylomikroni je transportovat dietou ptijat¢ TG, dalsi lipidy
a cholesterol exogenni cestou do jater. Po poziti jidla svysokym obsahem lipidi se
chylomikrony dostavaji exocytdzou do stievni lymfy a ¢ird lymfa se méni na zakaleny chylus.
Ptes ductus thoracicus se chylus spojuje s krevnim obehem (Redgrave, 1970).

Apoprotein C-II nachazejici se na povrchu chylomikront aktivuje LPL. LPL odstépuje
volné mastné kyseliny (VMK) z chylomikronovych TAG, ale vyvolava i odstépovani VMK
z fosfolipidti (Skottova, 1995). VMK se okamzZité vazou na albuminy a jsou transportovany
k tukovym a svalovym buiikam, kde jsou vyuZity jako zdroj energie.

Degrada¢ni c¢innosti se chylomikrony deformuji a zmenSuji, povrchové soucasti
chylomikronu apo A-I, A-II, A-IV a apo C-II, C-III, fosfolipidy a volny cholesterol se
predavaji zpét casticim HDL (Ostlund-Lindqvist, 1983). Nékdy dojde k odsStépeni vétSich
¢asti chylomikronu, ze kterych rovnou vznikaji nové ¢astice HDL. Ze zbytku chylomikronu
zbyvéa remnant (chylomikronovy zbytek), ktery je bohaty na apo E a estery cholesterolu.
Apoprotein E se vaze nareceptory hepatocytu a chylomikronovy remnant je pohlcen
a degradovan (Cooper, 1997).

Hlavni funkci chylomikront je dopravit mastné kyseliny z TG z potravy do tkani,
predevsim svalové a tukové, a cholesterol z potravy do jater.

V malé mife se v enterocytu syntetizuji i Castice VLDL. Jejich metabolismus je

analogicky s metabolismem chylomikroni.

2.2.2. Endogenni cesta

VLDL c¢astice (Very Low Density Lipoproteins) jsou syntetizovany v jatrech. VLDL
jsou velké c¢astice, které obsahuji kolem 65 % TAG a estery cholesterolu. Zevni obal VLDL
¢astic obsahuje fosfolipidy, apo B-100, velmi mald mnozstvi apo C-I, C-1I, C-III a apo E.
VLDL ¢astice jsou také obohacovany o apoproteiny z HDL. Vysoky obsah TG a cholesterolu
ve VLDL ¢asticich je Stépen LPL (analogicky metabolismu chylomikroni) a uvolnéné volné
mastné kyseliny jsou odbourdvany ve vSech extrahepatalnich tkanich.

VLDL castice jsou postupné stépeny LPL az na VLDL remnanty (VLDL zbytky) bohaté
naapo E a estery cholesterolu, které oznaCujeme jako IDL (Intermediate Density
Lipoproteins). Cast IDL ¢&astic miZe byt zachycena v hepatocytu LDL receptorem nebo
receptorem pro chylomikronové remnanty. IDL jsou pak hydrolyzovany jaterni lipazou.
Z druhé¢ casti vznikaji LDL (Low Density Lipoproteins) nebo ,,small dense* LDL ¢astice.

Zakladni funkci VLDL castic je transport TG k perifernim tkanim. ZvySend syntéza

VLDL ¢astic je stimulovana u jedinct s nadmérnym piijmem energie, nadvahou a inzulinovou

16



rezistenci a naopak jejich rychlost tvorby se snizuje piiadaptaci na zvySenou fyzickou
aktivitu, redukci hmotnosti a snizeni ptijmu alkoholu.

Castice VLDL délime na VLDLI a VLDL2 &astice. VLDLI cirkuluji v obéhu déle, maji
delsi polocas rozpadu a jsou zdrojem VLDL2 &éstic, IDL a prekurzorem tzv. ,,small dense*
LDL c¢astic. VLDL2 ¢astice jsou podobné VLDL1 ¢asticim, jsou vSak mensi, obsahuji méné
TG, maji kratsi polocas rozpadu a jsou zdrojem IDL ¢astic a hlavnim prekurzorem LDL ¢astic
(Adiels, 2007; Kearney, 2001).

LDL ¢éstice (Low Density Lipoproteins) jsou vyslednym produktem Stépeni a ptemény
VLDL a IDL c¢astic. Obsahuji pouze apo B-100 a 60 —80 % cholesterolu. Jsou dale
obohacovany o estery cholesterolu, které ziskavaji od HDL ¢&astic. Castice LDL se pomoci
apo B-100 vazi na LDL receptory. Na LDL receptory perifernich tkani se vaze az 70 % LDL
¢astic, zbytek je vychytavan na povrchu hepatocyti (Galeano, 1998). Po proniknuti do buiky
se LDL c¢astice §tépi na aminokyseliny, VMK a cholesterol.

Zakladni funkci LDL ¢astic je transport cholesterolu do extrahepatalnich bunék, které si
nejsou schopny vytvofit endogenni cholesterol vlastni syntézou. K dostatecnému ptivodu
extracelularniho cholesterolu do kazdé bunky staci celkova koncentrace cholesterolu v séru
kolem 3,5 mmol/l a v§echny vys$si koncentrace jsou z tohoto diivodu zbytecné.

»omall dense”“ LDL castice jsou mensi nez normalni LDL c¢astice. Obsahuji vice
apo B-100, maji sniZzenou afinitu k LDL receptorim (Galeano, 1994) a velice snadno se
oxiduji. Proto jsou tyto ¢astice vysoce aterogenni (Packard, 2003).

HDL castice (High Density Lipoproteins) jsou syntetizované v tenkém stieve
av jatrech. Jsou syntetizované ve formé¢ lipid poor apo A-I. Tato forma je chuda
na fosfolipidy a  cholesterol a snazi se tyto latky ihned  pfijmout
pifes ABCA1 — zprostiedkovany vylev cholesterolu a fosfolipidi z jater a extrahepatdlnich
tkani, a také z chylomikron a LDL castic, které jsou degradovany LPL. Po obohaceni lipid
poor apo A-I cCastic vznikaji nascentni HDL ¢astice, obsahujici fosfolipidovou dvojvrstvu a
volny cholesterol. Tyto ¢astice maji tvar disku a obsahuji apo A-I a A-II. Tyto nascentni HDL
Castice také mohou vznikat pfimo pii katabolismu chylomikroni a VLDL c¢astic odstépenim
vétsitho mnozstvi fosfolipidli, cholesterolu a apoproteinli najednou (Lewis, 2005; Rader,
2006).

Ptitomnost apo A-I v HDL casticich je dilezitd pro aktivaci LCAT. Nascentni HDL
Castice interaguji s LCAT, kterd je zodpovédnd za esterifikaci cholesterolu. V nascentnich
HDL casticich se po esterifikaci vytvaii z esterti cholesterolu hydrofobni jadro, castice se
postupné preménuji na sférické ¢astice HDL; Jejich jadro je déale obohacovano o estery

cholesterolu a tvar se méni na kulovity. Pfenosem z jinych lipoproteinii se povrch HDL
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obohacuje o volny cholesterol, fosfolipidy a apoproteiny C-1I, C-1II a E, ¢imz vznika podttida
HDL,. Teprve ta je schopna byt donorem esterii cholesterolu a apoproteinii C a E pro
chylomikrony a VLDL c¢astice.

Apoprotein  A-I je hlavnim apoproteinem HDL castic a hlavni piijemce
neesterifikovaného cholesterolu z perifernich bunék (von Eckardstein, 1993; Forte, 1993).
Dalsi dulezitou soucasti jsou fosfolipidy. Dle mnozstvi fosfolipidi je muzeme rozdélit
na tzv. lipid poor Apo A-I (apoprotein A-I s malym mnozstvim fosfolipidi) a na tzv. lipid free
Apo A-I. Lipid free Apo A-I je méné stabilni, nebot’ v plazmé& snadno a rychle asociuje se
zralymi HDL ¢ésticemi.

Zakladni funkci HDL ¢astic je pienos cholesterolu z perifernich tkani zpét do jater.
Tento proces se nazyva reverzni transport cholesterolu (RTC), kde je ¢astice HDL schopna
vazat cholesterol z perifernich bun¢k (Funke, 1997).

Castice HDL jsou velmi heterogenni. Obsahuji lipidovou slozku, apoproteiny, proteiny
aenzymy zprostfedkujici vyménu lipidd mezi lipoproteiny jako LCAT, ktera katalyzuje
esterifikaci volného cholesterolu a CETP, umoznujici vzajemnou vymeénu nepolarnich lipida

mezi jednotlivymi lipoproteiny.

2.3. Reverzni transport cholesterolu

Reverzni transport cholesterolu je dulezity pro udrZzeni rovnovahy cholesterolu
v bunikach, nebot’ tvofi protivahu transportu cholesterolu do bunék zprosttedkovaného LDL
Casticemi. RTC zajistuje transport cholesterolu z periferie do jater, kde je degradovéan
a odvadén Zluc¢i. Vyznamnou roli v RTC ma HDL castice a jeji klicovy apoprotein A-I. Dalsi
vyznamnou Ulohu v RTC maji makrofagy, které jsou schopny za fyziologickych podminek
fagocytovat a odstraiiovat LDL ¢astice z cévnich stén. Transport cholesterolu z nitra bunky

pies membranu je zajiStén ABCATI receptory, SR-BI €1 volnou difuzi cholesterolu.

2.3.1. Scavenger Receptory

Scavenger receptory (SR) jsou glykoproteiny na povrchu bunék, které vazou Siroké
spektrum latek, napt. modifikované proteiny, polysacharidy, polyribonukleotidy, fosfolipidy
a mnoho dalSich molekul.

Pomoci biochemickych a molekularnich metod byly identifikovany a charakterizovany
ti strukturalng odlisné tfidy SR: SR-A, SR-B a SR-C.

Ttidu SR-A dale délime na tfi podtiidy, které se vyskytuji zejména u savci, tfidu SR-C
pak na podtiidy, které byly objeveny u makrofagii Drosophily melanogaster. Vsechny
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podtiidy SR-A a tfida SR-CI vazi mnoho rozmanitych latek napf. modifikované proteiny,
polysacharidy, mikrobialni toxiny &i polynukleotidy (Krieger, 2001). Siroka vazebné specifita
SR na makrofazich ma zfejmé vliv na patologické procesy, kterych se makrofagy ucastni.

Vyznamnou tlohu v metabolismu lipidit maji SR tfidy BI (SR-BI). Jsou lokalizovany
na povrchu hepatocytd a makrofagi. SR-BI vaZzou modifikované lipoproteiny, sérovy
albumin, fosfolipidy a apoptické buiky (Krieger, 2001). SR-BI také vaze HDL, LDL a VLDL
¢astice s vysokou afinitou (Acton, 1996). SR-BI je molekula, ktera je schopna zprostfedkovat
selektivni pfesun HDL cholesterolu, ktery je velmi dulezity pii metabolismu lipoproteind,
zahrnujici transport cholesterolu z HDL ¢astic do hepatocyti ¢i jinych tkani bez naruSeni
a degradace HDL castic (Glass, 1983).

SR-BI usnadnuje bunétny pienos cholesterolu hlavné ve formé estert. Ty jsou
pieneseny z hydrofébniho jadra lipoproteinii na povrch buiikky. SR-BI miize pienaset
1 neesterifikovany cholesterol a fosfolipidy mezi HDL ¢asticemi a bunikami. Selektivni pfenos
zahrnuje ucCinny transport esteri cholesterolu z hydrofébniho jadra bez apoproteind
na povrchu (Krieger, 2001).

Mnoho studii nahlizi na SR-BI z riznych pohledd a poskytuji fadu diikkazli o vyznamu
téchto receptotil v metabolismu HDL ¢astic. Vyzkum se zabyva zejména vazbou HDL ¢astic
na SR - BI, afinity a selektivniho pfenosu cholesterolu, exprese SR-BI v jatrech, placenté ¢i
zloutkovém vaku a také vlivu SR-BI v jinych tkanich (Acton, 1996; Landschulz, 1996;
Hatzopoulos, 1998; Rigotti, 1996).

V procesu aterogeneze maji SR-BI jednoznacnou ulohu. Receptory SR-BI umoznuji
obousmérny tok cholesterolu, ktery zavisi na koncentratnim gradientu cholesterolu uvnitt
a vné bunék (Eck, 2005). SR-BI jsou ziejmé zodpovédné za pfeménu monocytli na makrofagy
anaslednou pfeménu makrofagii na pénové buinky (Lesna, 2006). SR-BI maji tedy
proaterogenni uc¢inek, nebot’ mohou vazat oxidované ¢i acylované LDL a VLDL castice
na perifernich tkanich. Tyto modifikované ¢astice se pak ukladaji ve stén€ endotelu cév a jsou
dualezité pro tvorbu pénovych bunck béhem aterogeneze (Steinberg, 1997).

Zaroven vSak maji SR-BI receptory i protiaterogenni ucinnek. SR-BI receptory
pfitomny na hepatocytech na sebe vazou HDL c¢astice, odebiraji jim nadbyte¢ny cholesterol,
ktery je zjater odvadén zlu¢i do stolice. Jejich exprese na pénovych bunkach
v aterosklerotickych platech zajiStuje ptenos cholesterolu mezi bunkami a HDL ¢ésticemi

a brani tim akumulaci cholesterolu v endotelu cév (Trigatti, 2003).
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2.3.2. ABCA1 receptory

ABCAL1 receptor patfi do rodiny ATP-binding cassette receptort,, které transportuji
molekuly skrz bunéénou membranu. ABCA1 receptor je integralni protein sloZzeny ze dvou
transmembranovych domén, kdy kazdéa z nich obsahuje 6 a-helixti. Uprostied kazdé z domén
je kanal, kterym muze prochazet cholesterol, fosfolipidy, vitaminy A, E a K, interleukin-1§
a anionty (von Eckardstein, 2001). Na intracelularni cytosolové stran¢ jsou dvé nukleotidové
vazebné domény obsahujici Walker A a Walker B motivy (Cavalier, 2006). Na extracelularni
strané se nachazeji dvé smycky, vysoce glykosylované a spojené jednou ¢i vice cysteinovymi
vazbami (Oram, 2003). ABCA1 je produkovdn mnoha tkanémi, nejvyssi exprese byla
objevena ve tkanich fétu, placenté, jatrech, plicich a makrofazich. Role ABCA1 receptora
v metabolismu lipoproteini byla objevena ve spojeni s Tangierskou nemoci (Bodzioch, 1999).
Pacienti postizeni touto nemoci maji velmi nizkou hladinu plasmatickych HDL a dochazi
u nich k akumulaci cholesterolu a esteri cholesterolu v makrofazich a pénovych bunkach
v tonsilach, jatrech, slezin€ a dalSich tkanich (Brooks-Wilson, 1999). Exprese genu kodujiciho
ABCAI1 receptor je fizena jaternimi receptory X (LXR) a retinoidnimi X receptory (RXR).
Regulace je zavisla na celkovém mnozstvi cholesterolu v bunikach. Pfi zvySené koncentraci
dochazi ke zvysené expresi ABCA1 receptorti.

Zékladni funkci ABCAI receptoru je zajiSténi pifenosu volného cholesterolu
a fosfolipidl z bun€k pres bunécnou membranu. Tyto latky se pak vazi na malé HDL ¢astice,

tzv. lipid poor apo A-I. ABCA 1 receptory reaguji pouze s témito malymi HDL ¢asticemi.

2.3.3. ABCG1 a ABCG4 receptory

Aktivni transport cholesterolu na zral¢ ¢astice HDL zajiStuji dalsi receptory z rodiny
ATP-binding cassette receptori —tzv. ABCG1 a ABCG4. Receptory ABCG1 a ABCG4
zajiStuji prenos fosfolipidii a cholesterolu z bun¢k na ¢astice HDL, které jiz byly alespon
castecné¢ obohaceny fosfolipidy a cholesterolem. Obvykle tyto HDL castice obsahuji
cholesterol a fosfolipidy, které ziskaly pies ABCA1 — zprostifedkovany vylev cholesterolu
a fosfolipidi zjater ¢i chylomikroni a VLDL castic. Receptory ABCG1 jsou pfitomny
zejména na makrofazich. Receptory ABCG4 se vyskytuji na makrofazich v menSim mnozstvi,

ale vzdy jsou pfitomny ve velké mife v mozku (Lesna, 2006).
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2.3.4. Mechanismus RTC

Prvni fazi RTC je hydrolyza esterti cholesterolu pomoci cholesterol ester hydrolazy
v cytoplazmé buiiky. Po hydrolyze je volny cholesterol transportovan k membrané buiky
(Ghosh, 2000). Transport pfes membranu je zajistén ABCAI1 receptory, SR-BI ¢i volnou
difuzi cholesterolu. Transport pomoci ABCA1 je aktivni a vyzaduje dodani energie ve formé
ATP. Transport pomoci SR-BI ¢i volné difuze je pasivni a nevyzaduje dodani energie.

Po navazani lipid free apo Al ¢astic na receptory nejprve dojde k jejich obohaceni
o fosfolipidy a tim vytvofeni stabilngjSich lipid poor apo Al. Poté dojde k ptfenosu
cholesterolu na lipid poor apo Al. Vznikaji tak pref-HDL ¢astice (Von Eckardstein, 2001).

V nésledném kroku RCT je cholesterol esterifikovan pomoci LCAT. Pivodné polarni
molekuly volného cholesterolu pokryvajici povrch HDL cCastice se méni na hydrofobni estery,
které se presouvaji do jadra Céstice. Tim vznika sférickd castice HDL; obsahujici nepoldrni
jadro (Lesna, 2006).

Castice HDL; jsou dale obohacovany o cholesterol a fosfolipidy z VLDL
a chylomikront. Ty jsou pfenaseny pomoci fosfolipid transfer proteinu (PLTP). Vznikaji tak
¢astice HDL,. V plazmé se na HDL, vaze CETP. CETP zajistuje vyménu esteri cholesterolu
zHDL s TG z lipoproteinti obsahujicich apo B (Fielding, 1995). V zavérecné fazi RTC se
HDL, vychytavaji v jatrech, kde se vdZou na SR-BI. Po odebrani cholesterolu se Castice
uvolni a je opét schopna vazat lipidy. HDL, se také mohou vézat na LDL receptor related
protein (LRP), ktery vychytava lipoproteiny, jeZ na sob¢é nesou apoprotein E (Hertz, 1988).
Ten je obsazen i v HDL ¢ésticich. LRP také odstranuji cholesterol obsazeny v lipoproteinech,
které se ucastnily vymény esterti cholesterolu a TG pomoci CETP. Kombinaci CETP a jaterni
lipazy je HDL, Castice regenerovand na ¢astice HDLs, pref-HDL, lipid poor apo Al a lipid
free apo A1 (Berti, 2005).

2.4. Prazsky hereditarni hypercholesterolemicky potkan (PHHC)

Hypercholesterolémie jako jeden zhlavnich faktorG vzniku aterosklerozy je cela
desetileti v poptedi lékafského vyzkumu. Pro tento vyzkum bylo dilezité nalézt vhodny
experimentalni model. Hypercholester6lémie je snadno indukovatelna u zvifat jako jsou
napft. experimentalni kralici a holubi. Laboratorni potkan, dosud nejvyuzivanéjsi
experimentalni zvifeci model spolu smysi, je vSak provyzkum hypercholesterolémie
nevhodny. Lze u néj indukovat hypercholesterolémii pouze toxickymi ddvkami thyroxinu ¢i

kyseliny cholové. Vyznamnym posunem ve vyzkumu hypercholesterolémie a ateroskler6zy
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by bylo vyselektovat kmen laboratornitho potkana vykazujictho zvySenou hladinu
cholesterolu.

V laboratofi pro vyzkum aterosklerézy (LVA), IKEM pod vedenim Prof. Poledne se
roku 1975 zaCalo se selekci laboratorniho potkana vhodného pro vyzkum
hypercholesterolémie. Jako vychozi model byli pouZiti dospé€li jedinci kmene Wistar. Témto
potkaniim byla po 2 tydny podavana standardni laboratorni dieta s obsahem 2 % cholesterolu
rozpusténého v 5 % hovézim tuku. Hladina cholesterolu byla zmétena pied a po podani diety.
Jako generace 0 bylo vybrano 8 samic a 4 samci s nejvyssi hladinou cholesterolu. U generace
1 bylo postupovano stejné. Po podani diety byli vybrdni jedinci s nejvy$si hladinou

cholesterolu a kiizeni bratr — sestra az po generaci 10 (viz graf 2.4.1).

mmaolf|
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Graf 2.4.1 Selekce potkanit PHHC z kmene Wistar

Stimulovana cholesterolémie u generace 0 byla velmi nizkd. U generace 3 jiz doSlo
k mirnému zvySeni hladiny u samct a vétsi u samic. K vyznamné zméné hladiny cholesterolu
doSlo usamic vgeneraci 8 a usamcl vgeneraci 9. Mezi 7 az 9 generaci doslo
k dvojnasobnému nartistu stimulované cholesterolémie. Cholesterolémie se stabilizovala
na hladiné¢ 8 — 10 mmol/l. Basélni cholesterolémie postupné nartstala az na dvojndsobné

hodnoty v generaci 12 ve srovnani s hodnotami generace 0.
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Zajimavé u PHHC potkant je i rozloZeni jednotlivych lipoproteinovych frakci. U Wistar
potkanti ptevazuje ze 70 % frakce HDL. RozloZeni lipoproteinovych frakci u PHHC potkani
je velmi podobné rozlozeni lipoproteinti u lidi. U PHHC potkant je nejvice zastoupena frakce
LDL c¢astic, dale VLDL a teprve pak HDL castice. Lipoproteinové spektrum neni vSak zcela
Znamo.

Pro zna¢né odlisné vlastnosti PHHC potkanti, vykazujici hypercholestrolémii po podani
dietniho cholesterolu bez jinych stimulacnich latek, véfime, Ze tento kmen je velmi vhodny

pro vyzkum hypercholesterolémie.
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3. Cile diplomové prace

Z prehledu literatury vyplyva, Ze PHHC potkani pfedstavuji nové moznosti ve vyzkumu
hypercholesterolémie, kterd je jednim z hlavnich rizikovych faktorii pro vznik ateroskler6zy.

Dodnes neni u PHHC potkanti pIn€ objasnén metabolismus lipoproteinti.

A. V prvni ¢asti diplomové prace se budu zabyvat sloZenim lipoproteinti u PHHC

potkand, zejména charakteristikou nascentnich VLDL ¢astic u PHHC potkantl.

Dosud nebylo publikovdno méfeni reverzniho transportu cholesterolu in vivo na

potkanech. VeSkera méfeni RTC jsou popsédna na mySich s komeréné dodavanymi makrofagy.
B. Ukolem druhé casti diplomové prace je zavést metodu pro méfeni reverzniho

transportu cholesterolu in vivo na PHHC potkanech bez pouziti komercéné dodavanych

makrofaga.
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4. Charakteristika nascentnich VLDL castic

4.1. Material a metodika

4.1.1. Pouzita zvirata

K experimentu bylo pouzito 18 samct potkanti kmene PHHC z vlastniho chovu IKEM
a jako kontrolni skupina 18 samcti potkanti kmene Wistar dodanych firmou Anlab. Potkani
vazili 350-400g a byli chovani v oznacenych plastikovych nadobach po tiech
za standardnich podminek (20°C, 12 h svétlo:12 h tma).

Potkani kmene Wistar a PHHC byli rozdéleni do 3 skupin, kterym byly podavany
3 rizné typy diet (tab. 2.1.1).

4.1.2. Material a chemikalie

4.1.2.1. Diety

Pro experiment byly piipraveny 3 typy diet:
— standardni laboratorni dieta (chow)
— kontrolni tukova dieta — standardni dieta + 5 % palmovy olej (HF)

— cholesterolova dieta — standardni dieta + 1 % cholesterol a 5 % palmovy olej (HFHC)

skupina Wistar PHHC
1 chow chow
2 HF HF
3 HFHC HFHC

Tab.2.1.1 Rozdéleni potkanu Wistar a
PHHC do skupin podle diet.

Zvitatim byly jednotlivé diety podavany po dobu 3 tydni. Voda byla podavana
ad libitum.

Cholesterolova dieta byla pfipravena rozpusténim 1 % cholesterolu v 5 % palmovém
oleji a tato smés byla pfimichana do standardni diety. Kontrolni tukova dieta byla zarazena
provadénych na nasem pracovisti pii meéfeni genové exprese u PHHC potkand se ukazalo, ze
palmovy olej v5 % koncentraci v potravé nijak neovliviiuje genovou expresi u PHHC
potkanti. Z tohoto diivodu jsme zvolili pravé palmovy olej. Standardni laboratorni dieta byla

zvolena jako kontrolni.
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4.1.2.2. Triton WR 1339

Triton WR 1339 neboli tyloxapol je 4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl) fenol polymer
s formaldehydem a oxiranem (obr. 2.1.2.2). V klinické praxi se pouziva jako povrchové
aktivni  latka  narozpouSténi a  odstrafovani  bronchopulmonalnich  sekretd.
Pti intraperitonedlnim (i.p.) nebo intravenoznim (i.v.) funguje jako detergent, ktery
na povrchu lipoproteint inhibuje lipoproteinovou lipazu a tim zabranuje utilizaci lipoproteinti
bohatych na TG. Dochazi tak k nartstu cholesterolu a TG v cirkulaci.

Hyperlipidemicky a hypercholesterolemicky efekt Tritonu WR 1339 poprvé pozorovali
Kellner, Correl a Ladd na kralicich. Nasledovaly dalsi studie vyuZivajici ucinek Tritonu WR
1339 napsech, opicich a vneposledni fadé namySich a potkanech (Abe, 2007;
Yamamoto, 1984; Edelstein, 1985).

Poiv. podani Tritonu WR 1339 dochéazi k linedrnimu narGstu koncentrace TG
a cholesterolu po dobu 3 h (Otway, 1966). Pro design naseho pokusu jsme nasledné zvolili
dobu ptisobeni Tritonu WR 1339 na 2 hodiny. Prace Friedmana et al. (1952) se zabyva
vhodnym mnozstvim iv. podané davky Tritonu WR 1339 a naslednym rozvojem
hypercholesterolémie. Jako vhodnou davku pro jednordzové i.v. podani Tritonu WR 1339

jsme se rozhodli aplikovat 100 mg na jednoho potkana.

Obr. 4.1.2.2 Triton WR 1339 (tyloxapol).
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4.1.2.3. Thiopental sodny

Thiopental sodny je kratkodobé barbiturdtové nitrozilni anestetikum, které snadno
pfestupuje hematoencefalickou bariérou. Postradd analgeticky a relaxacni U¢inek a ma
antikonvulzivni piisobeni. Usinani je rychlé a klidné, probouzeni postupné.

Thiopental sodny obvykle volime pii méné narocnych zdkrocich v maximalni délce
trvani 180 minut. Thiopental sodny je dodavan v praskové formé lyofilizované soli v baleni
0,5 g. Pfed pouzitim se fedi 5 ml fyziologického roztoku. Podavana davka pfiip. podani

¢inila 25 mg na 1 kg hmotnosti zvitete.

4.1.3. Provedeni experimentu

Po 3 tydnech jsme potkaniim v ¢ase 0 odebrali vzorek vendzni krve z ocasu (0,75 ml)
do mikrozkumavek Eppendorf. Vzorek jsme ponechali 30 minut stat pfi laboratorni teploté
(20 °C) a poté jej odstiedili na cetrifuze Allegra X-12R firmy Beckman pii 3500 otackach/min
po dobu 15 minut pfi 4 °C. Ziskané sérum jsme pouzili pro stanoveni hladin TG a celkového
cholesterolu v séru v lipidové laboratofi. Lipidova laboratof je soucasti LVA IKEM, kde jsem
se seznamila s postupy pro stanoveni hladin vSech lipidii. Hodnoty celkového cholesterolu
a TG byly méfeny na autoanalyzatoru s pouZitim komercnich enzymatickych kiti.

Nasledn¢ jsem potkany uvedla do anestezie i.p. aplikaci Thiopentalu sodného. Zvite
jsem zafixovala v poloze nazadech a zajistila prichodnost dychacich cest. Za pomoci
mikrochirurgickych nastrojii jsem obnazila vénu jugularis, do které jsem zavedla katetr.
Po zajiSténi prichodnosti katetru jsem aplikovala 1 ml 10 % Tritonu WR 1339. Katetr jsem
nasledné propléachla fyziologickym roztokem a vyjmula. Potkany jsem ponechala 2 hodiny
na boku za kontroly prichodnosti dychacich cest a hloubky anestezie. Po uplynuti 2 hodin
jsme potkany usmrtili vykrvenim.

Krev ziskanou vykrvenim potkanti 2 hodiny po aplikaci Tritonu WR 1339 jsme takeé
ponechali 30 minut stat piilaboratorni teplot¢ (20 °C) a poté odstfedili na cetrifuze
pti 3500 otackach/min po dobu 15 minut pii 4 °C. Vzorek ze ziskané¢ho séra (0,3 ml) jsme
predali lipidové laboratofi pro stanoveni hladin TG a celkového cholesterolu. Zbylé sérum
jsme pouzili proizolaci VLDL c¢astic ultracentrifugaci na L7-55 ultracentrifuze od firmy
Beckman.

Izolace VLDL ¢astic ultracentrifugaci:

Ultracentrifugace (UC) je metoda, za pomoci které separujeme jednotlivé lipoproteiny
z krevniho séra. Vyuzivame rozdilné hustoty, pii které se jednotlivé lipoproteiny separuji.
Pii UC se vzorek rozdéli na dvé frakce: horni frakci T (top) a dolni frakci B (bottom).

Ultracentrifugaci pfi hustoté 1,006 g/ml ziskdme v horni frakci T 06 VLDL c¢astice a v dolni
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frakci B 06 castice IDL, LDL, HDL a proteiny. Vezme-li frakci B 06 a upravime hustotu
na 1,019 g/ml, ziskame ultracentrifugaci v horni frakci T 19 ¢astice IDL a v dolni frakci B 19
¢astice LDL, HDL a proteiny. Dal§im postupem muzeme separovat i ¢astice LDL a HDL,
viz. tab. 4.1.3.

Hustotu upravujeme pomoci fyziologického roztoku (p = 1,006 g.ml") nebo roztoku

KBr (p = 1,3436 g.ml™).

Izolované LP  |Hustota g.mI'1 Frakce UC  Slozeni frakci
VLDL 1.006 T 06 VLDL
B 06 IDL, LDL, HDL, proteiny
IDL 1.019 T19 IDL
B 19 LDL, HDL, proteiny
LDL 1.063 T63 LDL
B 63 HDL, proteiny
HDL 1.210 T210 HDL
B210  protemny

Tab. 4.1.3 Separace lipoproteinii ultracentrifugaci pri rozdilnych
hustotach.

Castice  VLDL jsme izolovali pfihustoté 1,006 g.ml'. Do ultracentrifugaénich
zkumavek o objemu 6,5 ml jsme dali sérum ze 2 vzorki stejné skupiny potkant, na zkumavky
nasadili kovové kloboucky a injekéni stfikackou jsme prevrstvili fyziologickym roztokem do
celého objemu a zaSroubovali. Poté jsme peclivé zkontrolovali, zda ve zkumavce nezlstala
7adna vzduchova bublina.

Vzorky jsme vlozili do rotoru 50.4 a nechali separovat pii 39 000 otackéch/min po dobu
18 hodin pti 8 °C.

Po 18 hodinach jsme sesbirali jednotlivé frakce. Po prvnim toCeni pii hustoté
1,006 g.ml" se VLDL ¢astice nachazely v horni vrstvé zkumavky. Makroskopicky jsme mohli
pozorovat v horni ¢asti zkumavky mlééné zakaleni u kovového kloboucku. Pomoci noze jsme
oddélili horni ¢ast zkumavky ve 2/3 a horni frakci jsme odséli. V dolni ¢asti zkumavky ndm

zustaly zbylé lipoproteiny (IDL, LDL, HDL) a proteiny.

4.1.4. Statistické hodnoceni
Vysledky jsme statisticky zpracovali v programu MS Excel. Pro zjisténi signifikance
jsme pouzili dvouvybérovy t-test s nerovnosti rozptylu. Hodnoty P < 0.001 jsme povazovali

za statisticky vyznamné.
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4.2. Vysledky

Béhem pokusu doslo k thynu 2 zvitat po i.p. aplikaci Thiopentalu. Po prvni aplikaci
anestetika potkani adekvatné nereagovali na podanou davku a po opétovném podani doslo
k thynu. Déle doslo k thynu 3 zvifat po i.v. podani Tritonu WR 1339 nésledkem vyrazné
dechové nedostatecnosti.

Vtab.4.2.1 a 4.2.2 jsou uvedeny jednotlivé hodnoty hladin celkového cholesterolu
aTG vséru pred a 2 hodiny po podéni Tritonu WR 1339 u potkani Wistar a PHHC

v jednotlivych skupinach dle diety. Uhynuld zvitata jsou oznacena kiizkem.

Vliv podani tyloxapolu na koncentraci cholesterolu a TG u potkani Wistar

chol chol TG TG
£as (min) 0 120 0 120
W-C
2 13 1,58 078 £.55
13 1,47 23 1,64 7,54
22 1,33 1,54 0,23 575
23 1,28 1,51 0,85 5,32
30 X X X X
K3 1,13 X 0,83 X
primér 1,30 2,03 1,00 6,65
5D 0,12 0,18 0,36 0,69
W-HF
5 1,45 214 1,2 67
5 1,75 2,43 0,59 757
14 1,37 2,08 0,74 711
15 1,42 1,81 0,5 7,51
34 2,08 222 0,78 53
35 1,68 2,21 1,34 8.4
promér 1,62 2,15 0,88 710
50 0,27 0,20 0,32 1,05
W-HFHC
g 1,47 2,76 0,47 453
10 1,58 3,32 0,53 5,03
18 1,22 3,5 0,51 7,91
15 1,21 3,01 082 515
25 1,95 4,45 1,38 5,54
27 1,73 474 1,08 5,62
primér 1,53 3,56 0,90 6,00
5D 0,30 0,67 0,32 1,26

Tab.4.2.1 Hladiny celkového cholesterolu a TG v séru v case 0 a 2
hodiny po podani Tritonu WR 1339 u potkanu Wistar.

29



Vliv podani tvloxapolu na koncentraci cholesterolu a TG u potkania PHHC

chol chol TG TG
tas (min) 0 120 0 120
PHHC-C
3 228 2,84 0,78 782
4 2,05 3,04 1,04 g,42
24 2,52 3,04 0,84 752
25 217 2,88 1,00 8,01
32 1,57 285 0,77 7,11
33 222 X 0,80 X
primér 2,20 2,59 0,87 8,02
5D 0,19 0,16 0,12 0,36
PHHC-HF
7 2,53 3,45 0,85 8,40
16 2,81 3,32 1,38 §12
17 224 2,95 0,71 3,57
36 2,64 3,24 1,04 7,44
KT} 2,11 X 1,28 X
38 X X X X
primér 247 3,25 1,05 848
5D 0,29 0,20 0,28 0,76
PHHC-HFHC
11 277 Z,51 0,55 433
12 2,58 5,97 1,22 6,55
20 3,36 8,92 1,35 8,10
21 3,56 5,25 1,03 7,01
28 2,58 5,15 1,08 773
259 3,32 8,05 1,15 7,45
primér 3,23 7,58 1,14 6,86
5D 0,42 1,25 0,15 1,35

Tab.4.2.2 Hladiny celkoveho cholesterolu a TG v séru v case 0 a 2
hodiny po podani Tritonu WR 1339 u potkanit PHHC.

Hodnoty hladin cholesterolu u potkanii Wistar v ¢ase 0 min se na vSech tiech dietach
pramérné pohybovaly kolem 1,5 mmol/I a hladiny TG byly kolem 0,9 mmol/l.

2 hodiny po podani Tritonu WR 1339 doslo u potkani Wistar na standardni dieté¢ (C)
k nartistu cholesterolu o 0,73 mmol/l a hladina TG stoupla o 5,65 mmol/l. U potkanti Wistar
na kontrolni tukové dieté (HF) se hladina cholesterolu zvysila o 0,53 mmol/l a hladina TG
stoupla 0 6,22 mmol/l. U potkani Wistar na cholesterolové diet¢ (HFHC) doslo k vétsimu
nartstu hladiny cholesterolu oproti pfedchozim skupindm, a to o 2,03 mmol/l, hladina TG
narostla o 5,1 mmol/l.

Hladiny cholesterolu v ¢ase 0 min u potkani PHHC na standardni (C) a kontrolni

tukové dieté (HF) se pohybovaly kolem 2,34 mmol/I a hladina TG kolem 0,96 mmol/l. PHHC
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potkani na cholesterolové diet¢ (HFHC) méli vyss§i primérnou hladinu cholesterolu
3,23 mmol/l a primérné hladina TG byla 1,14 mmol/I.

U potkantt PHHC 2 hodiny po podani Tritonu WR 1339 na standartni dieté (C) doslo
k nardstu cholesterolu o 0,69 mmol/l a hladina TG stoupla o 7,15 mmol/l. U potkani PHHC
na kontrolni tukové diet¢ (HF) se hladina cholesterolu zvysila o 0,78 mmol/l a hladina TG
stoupla 07,43 mmol/l. U potkani PHHC na cholesterolové diet¢ (HFHC) doslo
k vyznamnému narGstu hladiny cholesterolu, a to o 4,65 mmol/l, hladina TG narostla
0 5,72 mmol/l.

V grafu 4.2.1 je vynesen nartist primérnych koncentraci hladin celkového cholesterolu

a TG v séru u potkanti Wistar a PHHC po podani Tritonu WR 1339.

9 — —m— chol

—a— TG 2
g - |
T N # ? ./
I R T

mmol/l
.¢.

1 4 P<0.001
I:I | I ] I | |
W-C W-HF YW-HFHC  PHHC-C  PHHC-HF PHHC-HFHC

Graf 4.2.1 Nariist koncentrace cholesterolu a TG v séru 2 hodiny po podani
Tritonu WR 1339.

Nartst hladiny cholesterolu v séru u potkantt Wistar a PHHC na cholesterolové dieté
(HFHC) byl oproti narGstu cholesterolu u potkantit Wistar a PHHC na standardni (C)
a kontrolni tukové (HF) dieté statisticky vyznamny (P < 0,001). Rozdil mezi skupinou
potkanti Wistar a PHHC na cholesterolové dieté¢ (HFHC) byl také statisticky vyznamny (P <
0,001).

Zmény hladin TG nebyly mezi skupinami statisticky vyznamné (P > 0,001).
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Hodnoty cholesterolu, TG a jejich pomér u potkani Wistar a PHHC jsou uvedeny
v tab. 4.2.3.

VLDL-C VLDL-TG V_CiTG

W-C
A 1,27 5,04 2
K 1,20 5,62 2
primér 1,24 6,33 0,196
=D 0,05 0,41 0,021
WW-HF
C 1,21 6,36 0,180
G 1,05 7,00 0,150
] 1,25 7,02 0,178
primér 1,17 6,79 0,173
sD 0,11 0,38 0,021
WW-HFHC
E 2,04 424 0,481
| 2 55 5,54 0,390
I 3,35 5,4 0,518
primér 2,65 5,75 0,463
=D 0,66 1,31 0,066
PHHC-C
B 1,63 2,56 0,150
L 1,52 7,08 0,215
primér 1,58 7.82 0,203
=D 0,08 1,05 0,017
PHHC-HF
O 1,54 8,35 0,124
H 66 5,26 0,175
R 1,50 5,80 0,221
primér 1,67 2,14 0,195
=D 0,08 1,24 0,023
PHHC-HFHC
F 4,70 497 0,545
J 7,43 2,06 0,822
N G,03 7,16 0,842
primér 6,05 6,73 0,903
<D 1,37 1,59 0,054

Tab. 4.2.3 Hodnoty koncentrace cholesterolu,
TG a jejich pomer ve VLDL casticich u potkanit
Wistar a PHHC.
VLDL Ccastice u potkanit Wistar na standardni diet¢ (C) 2 hodiny po podani Tritonu
WR 1339 obsahovaly 1,24 + 0,05 mmol/l cholesterolu a 6,33 £+ 0,41 mmol/l TG. Na kontrolni
tukové dieté¢ (HF) obsahovaly 1,17 +0,11 mmol/l cholesterolu a 6,79 £ 0,38 mmol/l TG.
Na cholesterolové diet¢ (HFHC) obsahovaly vétsi mnozstvi  cholesterolu, a to
2,65 £ 0,66 mmol/l a 5,75 + 1,31 mmol/l TG.
SloZzeni VLDL ¢&astic u potkani PHHC bylo nésledujici: na standardni dieté (C) VLDL
Castice obsahovaly 1,58 0,08 mmol/l cholesterolu a 7,82 = 1,05 mmol/l TG. Na kontrolni
tukové diet¢ (HF) se VLDL <castice sklddaly z 1,57+ 0,08 mmol/l cholesterolu a
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8,14 £ 1,24 mmol/l TG. Na cholesterolové diet¢ (HFHC) obsahovaly VLDL c¢astice vysoké
mnozstvi 6,05 £ 1,37 mmol/l cholesterolu a 6,73 + 1,59 mmol/l TG.

Slozeni VLDL ¢astic u potkant Wistar a PHHC 2 hodiny po podani Tritonu WR 1339 je
znazornéno na grafu 4.2.2.

10

I chol
B TG

mmol/I

W-C W-HF  W-HFHC PHHC-C  PHHC-HF PHHC-HFHC

* P <0.001

Graf 4.2.2 Slozeni VLDL castic u potkanu Wistar a PHHC.

Ve slozeni VLDL ¢astic se potkani Wistar a PHHC na standardni (C) a kontrolni tukové
(HF) dieté¢ mezi sebou statisticky nelisili. U potkanti Wistar na cholesterolové dieté¢ (HFHC)

doslo ke statisticky vyznamnému narlstu cholesterolu (P < 0,001), stejné tak 1 u potkant
PHHC na cholesterolové diet¢ (HFHC).
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Pomér VLDL-cholesterol/VLDL-TG upotkant Wistar a PHHC je znazornén
na grafu 2.2.3.
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W-C W-HF  W-HFHC  PHHC-C  PHHC-HF PHHC-HFHC

Graf 4.2.3 Pomeér VLDL-cholesterol/VLDL-TG ve VLDL casticich u potkanii
Wistar a PHHC.

4.3. Diskuse

V prvni ¢asti diplomové prace bylo cilem objasnit slozeni lipoproteinit u PHHC
potkanti. Zaméfila jsem se na charakteristiku nascentnich VLDL ¢astic u PHHC potkanti.

Potvrdili jsme, ze podévani rozdilnych typl diet u potkanti Wistar nemd Zadny efekt
na zmény hladin cholesterolu a TG. Po i.v. podani Tritonu WR 1339 nedoslo k témét zadnému
naristu hladin cholesterolu v séru u potkanti Wistar na standardni (C) a kontrolni tukové dieté
(HF) a upotkani na cholesterolové diet¢ (HFHC) doSlo pouze k mirnému néartstu
cholesterolémie. Hladina TG v séru nékolikandsobné vzrostla nasledkem akumulace VLDL
¢astic v cirkulaci ve vSech 3 skupinach.

U potkanit PHHC na standardni (C) a kontrolni tukové dieté¢ (HF) stejné jako u potkani
Wistar nedoslo k téméf zadnému nartstu hladin cholesterolu. U potkanti na cholesterolové

diet¢ (HFHC) bylo prokazano, ze podavani 1 % cholesterolu v dieté po dobu 3 tydnli vede

vvvvvv
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PHHC potkanti. Data zmétend na naSem pracovisti LVA IKEM jiz dfive ukazala, Ze podavani
2 % cholesterolu v diet¢ po dobu 2 tydnl zplsobi nartst hladiny cholesterolu v séru az
0 150 — 200 %. Hladina TG v séru vzrostla stejné¢ jako u potkanti Wistar nékolikanasobné
nasledkem akumulace VLDL &astic po zablokovani jejich utilizace.

Podavani rozdilnych typt diet ukazalo, ze hladina TG je na dieté nezavisla, zatimco
hladina cholesterolu je zavisla nejen na dieté, ale i na genetické vybavé potkana.

Slozeni VLDL c¢astic u potkanti Wistar na standardni dieté (C) a kontrolni tukové dieté
(HF) odpovidalo ostatnim studiim (Agren, 2002; Guettet, 1991).
Pomér VLDL-cholesterol/VLDL-TG byl 0,18 £0,02. Stejnych vysledkii jsme doséahli
iupotkani PHHC nastandardni (C) a kontrolni tukové diet¢ (HF). Pomér
VLDL-cholesterol/VLDL-TG byl 0,2 + 0,01.

Ve slozeni VLDL castic upotkani Wistar na cholesterolové diet¢ (HFHC) doslo
k mirnému nartstu cholesterolu. Pomér VLDL-cholesterol/VLDL-TG vzrostl na 0,46 + 0,07.
Toto slozeni VLDL c¢astic je velmi podobné lidskym VLDL ¢ésticim. U potkani PHHC
na cholesterolové diet¢ (HFHC) doslo k velmi razantni zméné ve slozeni VLDL ¢astic. Pomér
VLDL-cholesterol/VLDL-TG vzrostl az na 0,90 + 0,05.

Tyto hodnoty ukazuji, Ze zvySeny pfisun dietniho cholesterolu do jater vede k jeho
presunu do VLDL c¢astic. Tento proces je akcentovan u PHHC potkant. Zména slozeni VLDL
¢astic upotkanit PHHC na cholesterolové diet¢ (HFHC) velmi pravdépodobné vede
ke snizeni schopnosti téchto ¢astic se normalné metabolizovat v cirkulaci, jak se ukazalo
v dosud nepublikovanych experimentech s ¢asticemi IDL (Kovar, IKEM). To mtize byt jeden

z diivodl zvysené, jak basalni, tak i dietnim cholesterolem indukované cholesterolémie.
Vysledky pokusu Charakteristika nascentnich VLDL c¢astic u PHHC potkanti byly

prezentovany formou posteru 11.-13. 12. 2008 na XII. Kongresu o aterosklerdze

ve Spindlerové MIyné.
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5. Reverzni transport cholesterolu stanoveny in vivo

5.1. Material a metodika

5.1.1. Zvirata

Pro experiment jsem pouzila 4 potkany kmene Wistar dodanych firmou Anlab. Jednalo
se o samice ve veku 22 dnl o hmotnosti cca 82 g. Déle jsem zvolila 2 potkany kmene PHHC,
samice ve véku 32 dnli o hmotnosti 118 a 125 g. Pro ziskani bunééné kultury makrofagt byli
pouziti 4 potkani, dospéli jedinci (samice) kmene Wistar a 2 dospéli jedinci (samice) kmene
PHHC. Potkani byli chovani v oznacenych plastikovych nadobach po tfech, za standardnich
podminek chovu (20 °C, 12 h svétlo:12 h tma).

5.1.2. Chemikalie a pristroje

5.1.2.1. Thioglykolat

Thioglykolat je fluidni médium pouzivané pro sterilni testovani antibiotik, biologickych
latek a pro kultivaci aerobnich a anaerobnich organismii. Thioglykoladt byl dodén firmou
Sigma ve form¢& prasku. Pro pfipravu fluidniho média byl zvolen nasledujici doporuceny
postup od dodavatele.

Prasek jsem za stdlého michani rozpustila v destilované vod¢. Pro dokonalé rozpusténi
jsem destilovanou vodu piivedela k varu. Vznikly roztok byl ponechén 2 hodiny pii pokojové
teploté, béhem kterych se vyrazn¢ rizové zabarvil. Ochlazeny roztok jsem nasledné
sterilovala po dobu 15 minut pii 121 °C v autokldvu. Po vychladnuti jsem v horni ¢asti lahve
pozorovala velmi tenky prouzek rGzového zbarveni, jinak byl roztok sldmové Zzluty. Dle
pokynil vyrobce byl takto zbarveny Thioglykolat jiz pfipraveny k pouZiti. V pfipad¢, Ze by
ruzové zabarveni v horni ¢asti lahve dosahovalo vice jak jedné tietiny, bylo by nutné roztok
jesté jednou vysterilovat ¢i nechat projit varem.

S takto ptipravenym Thioglykolatem jsem dale zachdzela jako se sterilni tekutinou

pro bunééné kultury.

5.1.2.2. Médium pro primarni kulturu makrofagu

V mnoha védeckych pracich se pro péstovani primyslové dodavanych bunécénych kultur
makrofagl pouzivd jak DMEM (Wang, 2007), tak i RPMI médium (Tanigawa, 2007).
Po poradé s RNDr. Terezou Tlapakovou, Ph.D. z PfF UK Praha, kterd se zabyva primarnimi
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kulturami nejen makrofagli, jsem se rozhodla pouzit RPMI 1640 médium. Médium jsem
obohatila 0 10 % FCS (fetal calf serum), 2 mM L-glutaminu a 0,5 % Gentamicinu.

Pro oplach bunécné kultury jsem pouzila PBS (Phosphate buffered saline).

Pro disagregaci pfisedlych makrofadgl jsem pouzila roztok EDTA. EDTA je chelata¢ni
¢inidlo, které vaze ionty vapniku, coz vede k naruSeni vazby adhezivnich bunéénych molekul
k povrchu.

Vse dodala firma Sigma.

5.1.2.3. Izotop

*H cholesterol je molekula znadena na pozici 4. Byl dodan firmou Sigma rozpustény

v ethanolu.

5.1.2.4. Pristroje

Laminarni box: Prace sprimadrnimi bunéénymi kulturami byla provadéna
v lamindrndm boxu S@fe flow 1.2 od firmy Bioair, zajiStujici sterilni praci s bunéénym
materidlem. Ventilace zajist'uje recirkulaci proudu vzduchu ptes HEPA filtr.

Cell counter: Pro stanoveni po¢tu bunck jsem pouzivala cell counter VI-CELL XR
od firmy Beckman. VI-CELL XR cell counter umoznuje piesné meéieni velikosti, poctu
a zivotaschopnosti bunék.

Analyziator kapalné scintilace Tricarb 2900 TR: Analyzator kapalné scintilace
Tricarb 2900 TR méfi hladinu radioaktivnich latek pomoci emise fotonli vznikajicich

pii pruchodu alfa ¢i beta Castic scintilacni tekutinou.

5.2. Provedeni experimentu 1

U potkanti Wistar jsem indukovala asepticky intraperitonedlni zanét pomoci
Thioglykolatu. Misto vpichu jsem oSetfila dezinfekci a nasledné i.p. aplikovala 2 ml 10 %
roztoku Thioglykolatu. Potkany jsem ponechala nésledujici 3 dny za standardnich podminek
chovu. Béhem této doby doslo k nartstu koncentrace makrofagii vlivem vznikajiciho zadnétu.

Po 3 dnech jsem zvifata usmrtila dekapitaci a nasledné provedla intraperitonealni lavaz
za ucelem ziskani kultury makrofaglh. Lavaz probihala pfi maximalnim dodrZeni sterilnich
postupl. Pro intraperitonedlni lavaz jsem pouzila 0,15M NaCl. Ziskany vyplach
z peritonedlni dutiny jsem stocila pfi 3500 otackach/min, 25 °C po dobu 2 minut na centrifuze
Allegra X-12R od firmy Beckman. Supernantant jsem odsdla a sediment obsahujici

makrofagy, epitelidlni bunky, krevni elementy a dal$i necistoty jsem resuspendovala v médiu
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(RPMI, FCS, L-G, Gentamicin) ohiatém ve vodni lazni na 37 °C. Resuspendované médium
jsem rozde¢lila do kultivacnich lahvi (4x pro potkany Wistar). Vzorek bunécéné kultury jsem
ponechala pro stanoveni poctu zivotaschopnych bunék nacell countru VI-CELL XR.
Kultivacni lahve jsem ponechala 2 hodiny v inkubatoru (37 °C). Béhem této doby doslo
k pevnému pfisednuti makrofagu.

Po 2 hodinach jsem odsala médium a ptisednuté makrofagy 3x oplachla 5 ml roztoku
PBS. Odstranila jsem tak pfipadné necistoty. Nasledné jsem k makrofagim piidala 5 ml
nového média (RPMI, FCS, L-G, Gentamicin).

K ptipravené primarni bunétné kultufe makrofagh jsem ptidala znaceny cholesterol.
Pouzila jsem jiz zavedenou metodu znaceni, kterou na naSem pracovisti vyuzivame pii mefeni
RTC in vitro. Mnozstvi pfidaného *H cholesterolu odpovidalo 2,5 uCi/ml média. Takto
oznacené makrofagy jsem inkubovala 48 hodin pti 37 °C. Béhem této doby byl znaceny
cholesterol utilizovan makrofagy.

Po uplynuti 48 hodin jsem odsala znacené médium a zbylé znaceni 3x oplachla 5 ml
chladného roztoku PBS. Pro disagregaci bunék jsem pouzila roztok EDTA. Na jednu
kultivacni lahev jsem pouzila 800 uL. 10 mM roztoku EDTA. Po 20 minutach ptisobeni
pti 4 °C jsem dokoncila disagregaci pomoci mechanické Skrabky. K vzniklému homogenétu
jsem pridala 800 uL. média (RPMI, FCS, L-G, Gentamicin). Odebrala jsem vzorek
homogenatu (100 pL) pro stanoveni radioaktivity.

Potkanim Wistar jsem i.p. aplikovala 1,5 ml homogenatu, ktery obsahoval makrofagy
oznacené *H cholesterolem.

Samice potkani Wistar jsem ponechala jednotlivé v plastikovych boxech umisténych
v mistnosti pro pokusy s radioaktivnimi latkami na zvitatech.

Po 24 a 48 hodinach jsem potkanim odebrala 0,3 ml krve z ocasu a sesbirala stolici
vyloucenou za 0-24 h a 24-48 h. Krev jsem stocila pii 3500 ota¢kach/minutu, 4 °C po dobu
15 minut na centrifuze Allegra X-12R. Ziskané sérum jsem piendala do scintilaénich lahvi
apo pridani scintilaéniho roztoku jsem ponechala 2 hodiny stat a nasledné zméiila
radioaktivitu na analyzatoru kapalné scintilace Tricarb 2900 TR. Hodnoty jsem méfila
v jednotkach cpm.

Ze stolice jsem extrahovala lipidy pomoci Folchovy metody:

Smés chloroform — metanol v objemovém poméru 2:1 jsem postupné piidavala
k homogenizované stolici az k 20-nasobnému nadbytku rozpoustédla. Homogenizovanou
smés jsem ponechala 6 hodin stat a poté prevrstvila 6 ml 2 % Na;PO,. Smés jsem ponechala
stat pres noc. Druhy den jsem odebrala spodni chloroformovou fazi, ve které se nachazel

ziskany lipidovy extrakt. Ten jsem piendala do scintilacnich lahvi, pfidala scintila¢ni tekutinu,
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ponechala 2 hodiny stat a nasledn¢ zméfila radioaktivitu na analyzatoru kapalné scintilace

Tricarb 2900 TR. Hodnoty jsem méftila v jednotkach cpm.

5.3. Vysledky 1

V tab. 3.2.1 jsou uvedeny hmotnosti jednotlivych zvirat (m), hodnoty celkovych aktivit
aplikovanych ip., pocet bunék, hodnoty radioaktivit zméfenych v plasmé po 24 a 48 h
a celkova aktivita ve stolici za 0-24 h a 24-48 h.

Patkani Wistar - samice 1 2 3 4 Prumeérné

m=82g | m=85g | m=86g | m=72g hodnoty =+ SD

celkova aktivita aplikovand i.p. (epm) 742 10" [762x10° [826x10° [ 736 10°[766 x 10°= 41 x 10°

pocet bunék 030x10[030x10°]030x10"[030x10°]  030x10°+0
cpm / ml plasmy po 24 b 5700 | 7150 | 7200 | 8150 | 7050=1011
cpm / ml plasmy po 48 h 2020 | 4020 | 4640 | 4620 4325 £33
celkova aktivita ve stolici 0-24h (cpm)| 1710 | 1650 | 1780 [ 1850 1748 = 87
celkova aktivita ve stolici 24-48h cpm)| 1700 | 1680 | 1620 | 1810 1703 = 79

Tab. 3.2.1 Namerené hodnoty RTC u potkanii Wistar.
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V grafu 3.2.1 jsou vyneseny hodnoty radioaktivity v séru jednotlivych potkani Wistar
po 24 a48 h.
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Graf 3.2.1 Radioaktivita v séru potkanit po 24 h a 48 h.

V grafu 3.2.2 je zndzornéna aktivita *H cholesterolu v séru a ve stolici po 24 a 48 h.
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Graf 3.2.2 Radioaktivita v séru a ve stolici po 24 a 48 h.
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5.4. Diskuse 1

Ve druhé casti diplomové prace jsem se zabyvala méfenim reverzniho transportu
cholesterolu in vivo na potkanech Wistar.

Dosud nebyla publikovana prace, ktera by se zabyvala méfenim RTC in vivo
na potkanech. VSechny préace pii méfeni RTC in vivo pouzivaly zvifeci model — laboratorni
mysS. Jednim z hlavnich divoda byla zfejmé télesnd hmotnost, protoze méfeni RTC spociva
v aplikaci znaceného cholesterolu do makrofagh v takovém mnozstvi, aby po aplikaci
do zvitete byl znaCeny cholesterol uvoliiovany z makrofagt detekovatelny v plasmé a stolici.
Ve vétsing publikaci také pracovali s komeréné dodavanymi makrofagy J 774 (Zhang, 2003).

V pokusu jsem ziskala primarni bunéénou kulturu makrofagli peritonedlni lavazi
po piedchozi indukci aseptického peritonealniho zanétu Thioglykolatem. Data ziskand na cell
countru VI-CELL XR ukdzala, Ze peritonealni lavaZzi jsem ziskala dostatecné mnozstvi bunék,
jejichz zivotaschopnost byla prumérné 73 %.

Pro méteni RTC na potkanech Wistar jsem zvolila zvifata s nizs§i télesnou hmotnosti.
Jednalo se o mlad’ata ve véku 22 dnl. Ziskané vysledky ukazuji, Ze mnoZstvi znacené¢ho
cholesterolu, ktery se uvoliioval z makrofagt byl u potkani Wistar detekovatelny.

U potkanti Wistar jsem naméftila po 24 hodinach vyssi hodnoty znaceného cholesterolu
v plasmé nez po 48 hodindch. Dochazi tedy k rychlejsSimu uvoliiovani zna¢eného cholesterolu
z makrofagli v prvnich 24 hodinach. Vylev pak postupné klesa.

Mnozstvi vylouc¢eného cholesterolu stolici u potkantt Wistar je v dobé 0-24 h a 24-48 h

pfiblizné stejné.
5.5. Provedeni experimentu 2

V fad¢ publikovanych pracich (Zhang, 2003; Naik, 2006; Wang, 2007) ptidavali
pii znaCeni makrofagd modifikované LDL ¢astice ke zvySeni utilizace *H cholesterolu
makrofagy v pribéhu znaleni. Pfi méfeni reverzniho transportu cholesterolu na PHHC
potkanech jsem se rozhodla porovnat pfidani modifikovanych LDL c¢astic k makrofagiim
oproti pridani pouze znac¢eného *H cholesterolu do média.

Ptiprava LDL ¢éstic:

Lidskou krev ziskanou od dobrovolnych darcti jsem ponechala 30 minut stat a nasledné
stocila pti 3500 otackach/minutu, 4 °C po dobu 15 minut na centrifuze Allegra X-12R.
Ze ziskaného séra jsem pomoci ultracentrifugace (viz kap. 4.1.3.) odseparovala VLDL
castice, které se nachdzely po prvnim toceni pii p=1,006 g/ml v horni ¢asti ultracentrifugacni

zkumavky. Dolni frakci UC jsem piemistila do novych ultracentrifugacnich zkumavek,
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hustotu upravila pomoci KBr na 1,063 g/ml a nechala 24 hodin tocit v ultracentrifuze
pti rychlosti 39 000 otacek/min a teploté 8 °C. LDL castice se nachézely v horni frakci UC,
kterou jsem sesbirala a uschovala po dobu 4 dnti v chladnicce (4 °C). Vzorek horni frakce UC
jsem odeslala do lipidové laboratofe pro stanoveni mnozstvi LDL castic.

Béhem procesu ultracentrifugace, kdy jsem upravovala hustotu pomoci KBr a nasledné
uskladnila LDL ¢astice v chladnicce, doSlo k jejich modifikaci. LDL ¢&éstice jsou tak snadnéji
oxidovatelné (Hallberg, 1994). Takto modifikované LDL c¢astice jsem prtidala spole¢né se
znacenym cholesterolem k médiu druhého vzorku pii znaceni makrofagli u PHHC potkant.

Postup pfi ziskavani primarni bunécné kultury u PHHC potkant byl stejny jako
u potkant Wistar. U PHHC potkant jsem piidala 10 uCi/ml °*H cholesterolu do média
pii znadeni prvniho vzorku, 20 uCi/ml *H cholesterolu a 60 ug/ml modifikovanych LDL &astic
k druhému vzorku. Stejné jako u potkanit Wistar jsem inkubovala bunéénou kulturu 48 hodin.
Poté disagregovala a i.p. aplikovala samicim potkanti PHHC.

Odbér a meteni aktivit v plasmé a stolici se nijak nelisilo od potkanti Wistar.
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5.6. Vysledky 2

V tab. 3.3.1 jsou uvedeny hmotnosti jednotlivych zvitat (m), hodnoty celkovych aktivit
aplikovanych i.p., pocet bunék a mnozstvi pfidanych LDL castic, hodnoty radioaktivit

zméfenych v plasmé po 24 a 48 h a celkova aktivita ve stolici za 0-24 h a 24-48 h.

1 2

m=118g m=125g
celkova aktivita aplikovana i.p. (cpm) 10,5 x 10° 19,2 x 10°
podet bungk 15 x 10° 30 x 10°
LDL na 1 ml media 0 60pg/ml
cpm/ml plasma po 24 h 61,1 x 10° 101,3 x 10’
cpm/ml plasma po 48 h 47 x 10’ 68,5x 10°
aktivita ve stolici 0 - 24h (cpm) 25x10° 21.9x 10’
aktivita ve stolici 24 - 48h (cpm) 17.2x10° 233x10°

Tab. 3.3.1 RTC in vivo méreny na PHHC potkanech.

5.7. Diskuse 2

U potkani PHHC, kterym jsem i.p. aplikovala vy$§i mnozstvi zna¢enych makrofagi,
jsem po 24 h naméfila dostate¢né vysokou hladinu aktivity zna¢eného cholesterolu v séru a
po 48 h jsem jiz zaznamenala pokles aktivity jako u potkanit Wistar. MnoZzstvi vylouceného
cholesterolu stolici u prvniho potkana bylo v dobé 0-24 h nizs§i nez v dobé 24-48 h, zatimco
u druhého potkana se druhy den vyloucilo stolici vétsi mnozstvi znaceného cholesterolu. Tyto
rozdilné hodnoty jsou ziejmé¢ dany individudlnim metabolismem jednotlivych zvirat a také
tim, Ze tento pilotni pokus jsem provadéla na velmi malém vzorku zvitfat, ktery nelze
statisticky hodnotit.

Vliv modifikovanych LDL ¢astic pfidanych do média u druhého potkana PHHC jsem
nezaznamenala. Pfi znaceni primarni bunééné kultury makrofagli nedoslo ke zméné utilizace

*H cholesterolu makrofagy.
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6. Zaveér

Prvnim cilem diplomové prace bylo objasnit sloZeni lipoproteini u PHHC potkanti se

zaméienim na charakteristiku nascentni VLDL ¢éstic.

6A. UPHHC potkanii na cholesterolové dieté vstupuji do cirkulace nascentni VLDL
Castice vyrazné obohacené cholesterolem. Rozdil ve sloZzeni VLDL c¢éstic ziejmé vede

ke snizeni moznosti utilizace a dochazi tak k jejich hromadéni v cirkulaci.

Druhym cilem diplomové prace bylo zavést metodu pro méteni reverzniho transportu

cholesterolu in vivo u potkant PHHC.

6B. Podatilo se mi zavést metodu pro méfeni reverzniho transportu cholesterolu in vivo
na potkanech bez pouziti komeréné dodavanych makrofadgi. V séru zvitat bylo primérné
5 % z podané aktivity. Vylou¢eny *H cholesterol byl v dostate¢né mife detekovatelny ve

stolici.

44



7. Seznam pouzité literatury

Abe C, Ikeda S, Uchida T, Yamashita K, Ichikawa T. (2007), Triton WR1339, an inhibitor of
lipoprotein lipase, decreases vitamin E concentration in some tissues of rats by inhibiting its

transport to liver: J Nutr.; 137(2):345-50.

Acton S, Rigotti A, Landschulz KT, Xu S, Hobbs HH, Krieger M. (1996), Identification of
scavenger receptor SR-BI as a high density lipoprotein receptor: Science.; 271(5248):518-20.

Agren JJ, Ravandi A, Kuksis A, Steiner G. (2002), Structural and compositional changes in
very low density lipoprotein triacylglycerols during basal lipolysis: Eur J Biochem.;

269(24):6223-32.

Albers JJ, Marcovina SM.(1989), Standardization of apolipoprotein B and A-I measurements:
Clin Chem.; 35(7):1357-61. Review

Banaszak L, Sharrock W, Timmins P. (1991), Structure and function of a lipoprotein:
lipovitellin: Annu Rev Biophys Biophys Chem.; 20:221-46. Review.

Berti J.A., de Faria E.C., Oliveira H.C.F. (2005), Atherosclerosis in aged mice over-
expressing the reverse cholesterol transport genes. Brazilian journal of Medical and

Biological research; 38: 391-398

Bodzioch M, Ors6 E, Klucken J, Langmann T, Béttcher A, Diederich W, Drobnik W, Barlage
S, Biichler C, Porsch-Ozciirimez M, Kaminski WE, Hahmann HW, Oette K, Rothe G,
Aslanidis C, Lackner KJ, Schmitz G. (1999), The gene encoding ATP-binding cassette
transporter 1 is mutated in Tangier disease: Nat Genet.; 22(4):347-51.

Breslow JL, Ross D, McPherson J, Williams H, Kurnit D, Nussbaum AL, Karathanasis SK,
Zannis VI. (1982), Isolation and characterization of cDNA clones for human apolipoprotein

A-I: Proc Natl Acad Sci U S A.; 79(22):6861-5.

Brooks-Wilson A, Marcil M, Clee SM, Zhang LH, Roomp K, van Dam M, Yu L, Brewer C,
Collins JA, Molhuizen HO, Loubser O, Oueclette BF, Fichter K, Ashbourne-Excoffon KJ,
Sensen CW, Scherer S, Mott S, Denis M, Martindale D, Frohlich J, Morgan K, Koop B,
Pimstone S, Kastelein JJ, Genest J Jr, Hayden MR. (1999), Mutations in ABC1 in Tangier
disease and familial high-density lipoprotein deficiency: Nat Genet.; 22(4):336-45.

45



Brown DA, London E. (2000), Structure and function of sphingolipid- and cholesterol-rich
membrane rafts: J Biol Chem.; 275(23):17221-4. Review.

Biilow J, Simonsen L, Wiggins D, Humphreys SM, Frayn KN, Powell D, Gibbons GF. (1999),
Co-ordination of hepatic and adipose tissue lipid metabolism after oral glucose: J Lipid

Res.;40(11):2034-43.

Cavelier C, Lorenzi I, Rohrer L, von Eckardstein A. (2006), Lipid efflux by the ATP-binding
cassette transporters ABCA1 and ABCG1: Biochim Biophys Acta.; 1761(7):655-66. Review.

Cooper AD. (1997), Hepatic uptake of chylomicron remnants: J Lipid Res.; 38(11):2173-92.

Review.

Edelstein C, Byrne RE, Yamamoto K, Zarins C, Scanu AM. (1985), Plasma lipoprotein
changes attending the intravenous administration of Triton WR-1339 in normolipidemic dogs:

preferential effect on high density lipoproteins: J Lipid Res.; 26(3):351-9.

Eichner JE, Dunn ST, Perveen G, Thompson DM, Stewart KE, Stroehla BC. (2002),
Apolipoprotein E polymorphism and cardiovascular disease: a HuGE review: Am J

Epidemiol.; 155(6):487-95. Review.

Fielding CJ, Fielding PE. (1995), Molecular physiology of reverse cholesterol transport: J
Lipid Res.; 36(2):211-28.

Forte TM, Goth-Goldstein R, Nordhausen RW, McCall MR. (1993), Apolipoprotein A-I-cell
membrane interaction: extracellular assembly of heterogeneous nascent HDL particles: J

Lipid Res.; 34(2):317-24.

Frank PG, Marcel YL. (2000),Apolipoprotein A-I: structure-function relationships: J Lipid
Res.; 41(6):853-72. Review.

Frayn KN, Coppack SW, Potts JL. (1992), Effect of diet on human adipose tissue metabolism:
Proc Nutr Soc.; 51(3):409-18.

Friedman M, Byers SO. (1953), The mechanism responsible for the hypercholesteremia
induced by triton WR-1339: J Exp Med.; 97(1):117-30.

46



Funke H. (1997), Genetic determinants of high density lipoprotein levels: Curr Opin Lipidol.;
8(3):189-96. Review.

Galeano NF, Al-Haideri M, Keyserman F, Rumsey SC, Deckelbaum RIJ. (1998), Small dense
low density lipoprotein has increased affinity for LDL receptor-independent cell surface

binding sites: a potential mechanism for increased atherogenicity: J Lipid Res.;

39(6):1263-73.

Galeano NF, Milne R, Marcel YL, Walsh MT, Levy E, Ngu'yen TD, Gleeson A, Arad Y, Witte
L, al-Haideri M, et al. (1994), Apoprotein B structure and receptor recognition of triglyceride-
rich low density lipoprotein (LDL) is modified in small LDL but not in triglyceride-rich LDL
of normal size: J Biol Chem.; 269(1):511-9.

Ghosh S. (2000), Cholesteryl ester hydrolase in human monocyte/macrophage: cloning,
sequencing, and expression of full-length cDNA: Physiol Genomics.; 2(1):1-8.

Glass CK, Pittman RC, Keller GA, Steinberg D. (1983), Tissue sites of degradation of
apoprotein A-I in the rat: J Biol Chem.; 258(11):7161-7.

Guettet C, Rostaqui N, Navarro N, Lecuyer B, Mathe D. (1991), Effect of chronic glucagon
administration on the metabolism of triacylglycerol-rich lipoproteins in rats fed a high sucrose

diet: J Nutr.; 121(1):24-30.

Hallberg, C., M. Hidbn, M. Bergrtriim,G. Hmron, K. Pettemon, C. Werterlund, G. Bondjers,
A-M. Oltlund-Lindqvirt, and G. Camejo. (1994), Lipoprotein fractionation in deuterium oxide
gradients: a procedure for evaluation of antioxidant binding and susceptibility to oxidation: J

Lipid Res.; 35: 1-9

Hatzopoulos AK, Rigotti A, Rosenberg RD, Krieger M. (1998), Temporal and spatial pattern
of expression of the HDL receptor SR-BI during murine embryogenesis: J Lipid Res.;
39(3):495-508.

Horejsi B, Ceska R. (2000), Apolipoproteins and atherosclerosis. Apolipoprotein E and
apolipoprotein(a) as candidate genes of premature development of atherosclerosis.: Physiol

Res.; 49 (1): 63-9. Review.

47



Chesterton CJ. (1968), Distribution of cholesterol precursors and other lipids among rat liver

intracellular structures: J Biol Chem.; 243(6):1147-51

Innerarity TL, Mahley RW, Weisgraber KH, Bersot TP, Krauss RM, Vega GL, Grundy SM,
Friedl W, Davignon J, McCarthy BJ. (1999), Familial defective apolipoprotein B-100: a
mutation of apolipoprotein B that causes hypercholesterolemia: J Lipid Res.; 31(8):1337-49.

Review.

Jawien J, Nastalek P, Korbut R, (2004), Mouse models of experimental atherosclerosis: J

Physiol Pharmacol.; 55(3):503-17.

Kathy Jaworski, Eszter Sarkadi-Nagy, Robin E. Duncan, Maryam Ahmadian andHei Sook
Sul. (2007), Regulation of Triglyceride Metabolism. IV. Hormonal regulation of lipolysis in
adipose tissue: Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 293:1-4.

Kearney T, Navas de Gallegos C, Chrisoulidou A, Gray R, Bannister P,Venkatesan S, Johnston
DG (2001), Hypopituitarism is associated with triglyceride enrichment of very low-density
lipoprotein: J. Clin Endocrinol Metab.; 86:3900-3906.

Kellner A, Correll JW, Ladd AT. (1951),Sustained hyperlipemia induced in rabbits by means
of intravenously injected surface-active agents: J Exp Med. 1951 Apr 1;93(4):373-84.

Knott TJ, Wallis SC, Robertson ME, Priestley LM, Urdea M, Rall LB, Scott J.(1985), The
human apolipoprotein AIl gene: structural organization and sites of expression: Nucleic Acids

Res.; 13(17):6387-98.

Korporaal SJ, Akkerman JW. (2006), Lipoprotein-associated proteins involved in platelet
signaling: Pathophysiol Haemost Thromb.; 35(3-4):305-13. Review.

Kralova Lesna I, Kovar J, Poledne R. (2006), Reverzni transport cholesterolu: Cor Vasa;
48(3):114-120.

Krieger M. (2001), Scavenger receptor class B type I is a multiligand HDL receptor that
influences diverse physiologic systems: J Clin Invest.; 108(6):793-7. Review.

48



Kuhajda K, Kevresan S, Kandrac J, Fawcett JP, Mikov M. (2006), Chemical and metabolic
transformations of selected bile acids: Eur J Drug Metab Pharmacokinet.; 31(3):179-235.

Review.

Landschulz KT, Pathak RK, Rigotti A, Krieger M, Hobbs HH. (1996), Regulation of
scavenger receptor, class B, type I, a high density lipoprotein receptor, in liver and

steroidogenic tissues of the rat: J Clin Invest.; 98(4):984-95.

Lewis GF, Rader DJ. (2005), New insights into the regulation of HDL metabolism and reverse
cholesterol transport: Circ Res.; 96(12):1221-32. Review.

Liu Min, Takashi Doi and Patrick Tso. (2003), Regulation of Intestinal and Hypothalamic
Apolipoprotein A-IV: Experimental Biology and Medicine.; 228:1181-1189

M. Adiels & J. Westerbacka & A. Soro-Paavonen & A. M. Hakkinen & S. Vehkavaara & M. J.
Caslake & C. Packard & S. O. Olofsson & H. Yki-Jarvinen & M. R. Taskinen & J. Borén.
(2007), Acute suppression of VLDLI1 secretion rate by insulin is associated with hepatic fat

content and insulin resistence: Diabetologia; 50:2356-2365

Mahley RW, Innerarity TL, Rall SC Jr, Weisgraber KH. (1984), Plasma lipoproteins:
apolipoprotein structure and fiction: J Lipid Res.; 25(12):1277-94. Review.

Naik SU, Wang X, Da Silva JS, Jaye M, Macphee CH, Reilly MP, Billheimer JT, Rothblat
GH, Rader DJ.(2006), Pharmacological activation of liver X receptors promotes reverse

cholesterol transport in vivo: Circulation. 2006 Jan 3;113(1):5-8.

Nelbach L, Shu X, Konrad RJ, Ryan RO, Forte TM. (2008), Effect of apolipoprotein A-V on
plasma triglyceride, lipoprotein size, and composition in genetically engineered mice: J Lipid

Res.; 49(3):572-80

Olivieri O, Stranieri C, Bassi A, Zaia B, Girelli D, Pizzolo F, Trabetti E, Cheng S, Grow MA,
Pignatti PF, Corrocher R.(2002), ApoC-III gene polymorphisms and risk of coronary artery
disease: J Lipid Res.; 43(9):1450-7.

Oram JF. (2003), HDL apolipoproteins and ABCA1: partners in the removal of excess cellular
cholesterol: Arterioscler Thromb Vasc Biol.; 23(5):720-7. Epub 2003 Jan 9.

49



Ostlund-Lindqvist AM, Gustafson S, Lindqvist P, Witztum JL, Little JA. (1983), Uptake and
degradation of human chylomicrons by macrophages in culture. Role of lipoprotein lipase:

Arteriosclerosis.;3(5):433-40.

Otway s., Robinson D. S. (1967), The use of a non-ionic detergent (Triton WR1339) to
determine rates of triglyceride entry into the circulation of the rat under different

physiological conditions: J. Physiol.; 190, 321-332

Packard CJ. (2003), Triacylglycerol-rich lipoproteins and the generation of small, dense low-
density lipoprotein: Biochem Soc Trans.; 31(5):1066-9.

Rader DIJ. (2006), Molecular regulation of HDL metabolism and function: implications for
novel therapies: J Clin Invest.; 116(12):3090-100.

Rassart Eric, Bedirian Arda, Do Carmo Sonia, Guinard Olivier, Sirois Jacinthe, Terrisse
Laurence and Milne Ross (2000), Apolipoprotein D: Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Protein Structure and Molecular Enzymology.; 1482(18),185-198.

Redgrave TG. (1970), Formation of Cholesteryl Ester-Rich Particulate Lipid during
Metabolism of Chylomicrons: J Clin Invest.; 49(3):465-71.

Rigotti A, Edelman ER, Seifert P, Igbal SN, DeMattos RB, Temel RE, Krieger M, Williams
DL. (1996), Regulation by adrenocorticotropic hormone of the in vivo expression of

scavenger receptor class B type I (SR-BI), a high density lipoprotein receptor, in steroidogenic

cells of the murine adrenal gland: J Biol Chem.; 271(52):33545-9.

Scriver, C.R., et al. (ed.): The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease. 8th Ed.
New York, McGraw-Hill 1999

Steinberg D. (1997), Low density lipoprotein oxidation and its pathobiological signifikance: J
Biol Chem.; 272: 20963-20966

Skottova N, Savonen R, Lookene , Hultin M, Olivecrona G. (1995), Lipoprotein lipase
enhances removal of chylomicrons and chylomicron remnants by the perfused rat liver: J

Lipid Res.; 36(6):1334-44.

50



Tanigawa H, Billheimer JT, Tohyama J, Zhang Y, Rothblat G, Rader DJ. (2007), Expression
of cholesteryl ester transfer protein in mice promotes macrophage reverse cholesterol

transport: Circulation.; 116(11):1267-73.

Trigatti BL, Krieger M, Rigotti A. (2003), Influence of the HDL receptor SR-BI on
lipoprotein metabolism and atherosclerosis: Arterioscler Thromb Vasc Biol.; 23(10):1732-8.

Review.

Van Eck M, Pennings M, Hoekstra M, Out R, Van Berkel TJ. (2005), Scavenger receptor BI
and ATP-binding cassette transporter Al in reverse cholesterol transport and atherosclerosis:

Curr Opin Lipidol.; 16(3):307-15. Review.

Von Eckardstein Arnold, Jerzy-Roch Nofer and Gerd Assmann. (2001), Reverse Cholesterol
Transport: Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.; 21;13-27.

Vyroubal P, Chiarla C, Giovannini I, Hyspler R, Ticha A, Hrnciarikova D, Zadak Z. (2008),
Hypocholesterolemia in clinically serious conditions—treview: Biomed Pap Med Fac Univ

Palacky Olomouc Czech Repub.; 152(2):181-9. Review.

Wang MD, Franklin V, Marcel YL. (2007), In vivo reverse cholesterol transport from
macrophages lacking ABCA1 expression is impaired: Arterioscler Thromb Vasc Biol.;

27(8):1837-42.

Wang MD, Kiss RS, Franklin V, McBride HM, Whitman SC, Marcel YL. (2007), Different
cellular traffic of LDL-cholesterol and acetylated LDL-cholesterol leads to distinct reverse

cholesterol transport pathways: J Lipid Res.; 48(3):633-45.

Yamamoto K, Shen B, Zarins C, Scanu AM. (1984), In vitro and in vivo interactions of Triton
1339 with plasma lipoproteins of normolipidemic rhesus monkeys. Preferential effects on

high density lipoproteins: Arteriosclerosis.; 4(4):418-34.

Zhang Y, Zanotti I, Reilly MP, Glick JM, Rothblat GH, Rader DJ. (2003), Overexpression of
apolipoprotein A-I promotes reverse transport of cholesterol from macrophages to feces in

vivo: Circulation.; 108(6):661-3.

51



8. Pouzité ucebnice:

The Laboratory Rat (Handbook of Experimental Animals Series): edited by Georg J. Krinke
(1900), San Diego: Academic Press.

Lipoproteins in health and disease: edited by Betterridge J, Illingworth R, Sheperd J. (1999),
London, England: Hodder and Stoughton Publishers,

Cholesterol a aterosklerdza, 16¢ba dislipidémii: Richard Ceska a kolektiv (2005), Triton Praha

Biochemie: Donald Voet a Judith G. Voetova (1990), Praha: Victoria Publishing, a.s.

52



	Poděkování

