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Abstrakt

Lipoproteinova lipaza (LPL) je klicovy enzym v metabolismu lipoproteini.
Enzym katalyzuje hydrolyzu triacyglycerolti (TG), které jsou soucasti chylomikront
a lipoproteini o velmi nizké hustoté (VLDL). V soucasné dobé vsak neni pln€ objasnén
mechanismus regulace tohoto proteinu. Cilem prace proto bylo studium vybranych
aspektt regulace aktivity LPL.

Nedavno objeveny apolipoprotein A-V (apo A-V) vyznamné ovliviiuje
triglyceridémii a pfedpoklada se, ze by mohl byt aktivatorem LPL. Jeho koncentrace
v cirkulaci je ovSem pfili§ nizka a proto bylo zjiStovano, zda vétSina apo A-V neni
vazana na heparansulfatproteoglykanu (HSPG) cévni stény podobné jako LPL.
Intraveno6zni aplikace heparinu byla u zdravych dobrovolnikli spojena s o¢ekavanym
vzestupem aktivity LPL, koncentrace apo A-V se vSak po podani heparinu neménila.
Tyto nalezy tedy nesvéd¢i pro hypotézu, Ze podstatna ¢ast apo A-V je v cirkulaci
vazana na HSPG kapilarniho endotelu.

Ulohu vregulaci LPL hraje i konzumace alkoholu. Zatimco dlouhodoba
umirnénd konzumace aktivitu enzymu zvySuje, predpoklada se, Ze bezprostiedné
po konzumaci alkoholu dochézi kinhibici aktivity LPL. Pro tuto inhibici vSak
Vv literatue chybi pfimé dikazy. Dal§im cilem studie tedy bylo zjistit, jak je aktivita
LPL regulovana akutnim podanim alkoholu zdravym dobrovolnikim. Aktivita LPL
byla hodnocena pomoci intravendzniho tukového toleran¢niho testu (IVTTT), protoZze
tato metoda je povazovana za miru aktivity LPL in vivo. Bylo zjiténo, Ze aktivita LPL
byla po podani alkoholu niZ§i nez po podani vody v kontrolnim pokusu. Tyto vysledky
lze tedy povazovat za prvni pifimy dikaz, ze LPL je inhibovana podanim alkoholu.
V ramci tohoto experimentu byly porovnany dvé metody hodnoceni IVTTT a zjiSténo,
ze se jejich vypovédni hodnota zasadné 1iSi a pro hodnoceni aktivity LPL je nutné

pouzit nefelometrické stanoveni.

Klicova slova: lipoproteinova lipaza, apolipoprotein A-V, triacylglyceroly,
lipoproteiny, alkohol



Abstract

Lipoprotein lipase (LPL) is a key enzyme in lipoprotein metabolism.
The enzyme catalyzes hydrolysis of triacylglycerols (TG) of chylomicrons and of very
low density lipoproteins (VLDL). However, the mechanisms involved in the regulation
of this protein are not fully understood yet. Therefore, the aim of the theses is to study
selected aspects of LPL activity regulation.

Recently discovered apolipoprotein A-V (apo A-V) substantially affects
triglyceridemia and it is presumed that it may function as LPL activator. However,
its concentration in the blood is extremely low and we therefore investigated whether
most of apo A-V could be bound to the heparan sulfate proteoglycan (HSPG)
of vascular wall similarly to LPL. Intravenous heparin application in healthy volunteers
resulted in an expected increase in LPL activity but apo A-V concentration did not
change. Our results do not support the hypothesis that most of apo A-V is bound
to HSPG of the capillary endothelium.

An alcohol consumption plays also a role in LPL regulation — the long-term
moderate alcohol consumption is known to increase enzyme activity; on the contrary,
itis presumed that LPL activity is inhibited immediately after alcohol consumption.
However, the direct evidence for such a premise is missing. The other aim of the theses
was to determine whether acute alcohol administration affects LPL activity in healthy
volunteers. LPL activity was evaluated using intravenous fat tolerance test (IVFTT) that
reflects LPL activity in vivo. It was found that LPL activity is lower after alcohol
administration than after water administration in control experiment. These results can
be considered to be the first direct evidence that LPL is inhibited after an acute alcohol
administration. In this experiment we also compared two methods of evaluating IVFTT
and found that they substantially differ in the interpretation of results and that

the nephelometry have to be used for evaluation of the LPL activity.

Key words: lipoprotein lipase, apolipoprotein A-V, triacylglycerols, lipoproteins,
alcohol
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1. UVOD

Zvysena hladina triacylglyceroli (TG) je v sou¢asné dobé povazovana za jeden
ze zavaznych zdravotnich problémi, predevSim kviali tomu, Ze je soucasti
tzv. metabolického syndromu. ZvySend hladina TG souvisi rovnéz se zvySenym rizikem
kardiovaskularniho onemocnéni. Extrémné zvySena hladina TG (>10 mmol/l) je
spojena se zvySenym rizikem ataku akutni pankreatitidy, ktera predstavuje komplikaci
ohrozujici zivot.

Kli¢ovou ulohu v regulaci triglyceridémie hraje lipoproteinova lipaza (LPL),
enzym ktery hydrolyzuje TG v cirkulaci. Predlozena prace se proto soustiedila
na vybrané¢ aspekty regulace aktivity tohoto enzymu. Bylo zjistovano, zda aplikace
heparinu, ktery uvoliuje LPL zvazby na heparansulfat endotelialniho povrchu,
uvolnuje i apolipoprotein A-V (apo A-V).

Ulohu vregulaci LPL hraje i konzumace alkoholu. Zatimco dlouhodoba
umirnénd konzumace aktivitu enzymu zvySuje, predpokldda se, Ze bezprostiedné
po konzumaci alkoholu dochazi k jeji inhibici. Pro tuto inhibici vSak v literatufe chybi
piimé dukazy. Aktivita enzymu in vivo byla protoméfena pomoci intraven6zniho
tukového tolerancniho testu (IVTTT) pted podanim alkoholu a po ném. V ramci tohoto
experimentu byly dale porovnany dvé metody hodnoceni IVTTT, a to nefelometrické

nebo na zakladé stanoveni koncentrace TG.



2. LITERARNI PREHLED
2.1 Triacyglyceroly

Lipidy hraji nezastupitelnou roli ve struktufe a metabolismu bunék.
Triacylglyceroly (TG) jsou hlavni zasobarnou metabolické energie u zivocicht. TG jsou
vhodné pro uskladnéni tukl, protoze nevdzi vodu a jsou metabolicky inertni.
Z chemického hlediska jsou TG estery trojsytného alkoholu glycerolu a vyssich
mastnych kyselin, napf. palmitové a olejové (Obr. 1).

Mastné kyseliny (MK) jsou karboxylové kyseliny s dlouhymi uhlovodikovymi
fetézci. VéEtSina mastnych kyselin ma sudy pocet uhlikovych atomd, protoze jejich
biosyntéza vychazi z dvouuhlikatého acetylkoezymu A (acetyl-CoA). MK muzeme délit
napiiklad podle délky fetézce nebo saturace. Nasycené MK neobsahuji v fetézci zddnou
dvojnou vazbu, mezi n¢ patfi napf. kyselina palmitova (C16:0) a kyselina stearova
(C18:0). Nenasycené MK obsahuji dvojné vazby, vétSina dvojnych vazeb se vyskytuje
v konfiguraci cis. Mononenasycené MK obsahuji jednu dvojnou vazbu, napi. kyselina
olejova (C18:1). Polynenasycené MK maji v fetézci vice nez jednu dvojnou vazbu,

napt. kyselina a-linolenova (C18:3) (Voet, 2004).
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Obr. 1: Ptiklad triacylgycerolu.
Shora dolti: kyselina palmitova, kyselina olejova, kyselina a-linolenova.
(http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Fat_triglyceride_shorthand_formula.PNG, 28. 3. 2013)

2.2 Metabolismus triacylglycerolii a mastnych kyselin
Tuky pfijaté v potrave jsou v tenkém stievé plisobenim soli zlucovych kyselin

a lecitinu emulgovany za vzniku drobnych kapének s velkym povrchem, a diky tomu je

enzymy mohou lépe hydrolyzovat. TG jsou hydrolyzovany na monoacylglyceroly (MG)


http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Fat_triglyceride_shorthand_formula.PNG

a volné MK. Uvolnéné MK a MG jsou absorbovany enterocyty a transportovany
do endoplazmatického retikula (ER), kde jsou resyntetizovany na TG. Ty jsou v ER
inkorporovany do chylomikronti, pomoci transportnich vacki pieneseny do Golgiho
aparatu (GA) a sekretovany. Chylomikrony jsou sekretovany do lymfatického systému
a cestou ductus thoracicus se poté dostavaji do krevniho fecisté. Na endotelu kapilar
mimojaternich tkani je navazana lipoproteinova lipaza (LPL), ktera hydrolyzuje TG
vV chylomikronech na volné MK a glycerol. Uvolnéné MK jsou vychytavany tkanémi,
které je mohou pouzit jako zdroje energic a oxidovat je v mitochondriich nebo je
reesterifikuji a ukladaji jako TG, které slouzi jako zdsobarna energie (tukova tkarn).
Mastné kyseliny s kratkym fetézcem vstupuji z enterocytti piimo do krve a portalnim
feCistém jsou transportovany do jater. Lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL)
vznikaji v jatrech a transportuji TG zjater do ostatnich tkdni. LPL hydrolyzuje TG
VLDL podobné¢ jako TG chylomikronti (Obr. 2).

MK jsou v téle metabolizovany [-oxidaci na acetyl-CoA, ktery vstupuje
do citratového cyklu. K odbouravani MK dochazi v matrix mitochondrii. MK s kratkym
a sttedn¢ dlouhym fetézcem vstupuji do mitochondrii pomérné snadno, MK s dlouhym
fetézcem musi byt navazany esterovou vazbou na karnitin.

Oxidace mastnych kyselin je z velké casti regulovana koncentraci MK v Krvi.
Ta je ur€ovana rychlosti hydrolyzy TG v tukové tkani, kterou katalyzuji dva enzymy —
triglyceridova lipaza tukové tkan¢ (ATGL) a hormon senzitivni lipaza (HSL). ATGL
hydrolyzuje triacylglyceroly na diacylglyceroly (DG), které jsou preferovanym
substratem pro HSL. Za kliovy regula¢ni enzym je povazovana HSL, ktera Stépi
vznikajici DG na volné MK a glycerol, a ty se poté uvoliiuji do cirkulace. Volné MK
jsou v plazmé transportovany vazané na albumin. Tkané, napt. svaly a jatra, zacnou
vyuzivat volné MK jako energeticky substrat. V jatrech mohou byt rovnéz pouzity pro
resyntézu TG a transportovany ve VLDL do cirkulace. Pti dlouhodobém hladovéni jatra
produkuji ketonové latky, které jsou vyluCovany do krevniho fecist€¢ a mohou byt
Vv perifernich tkénich pouzity jako alternativni palivo misto glukozy.

Adrenalin, noradrenalin a glukagon zvySuji koncentraci cyklického
adenosinmonofosfatu  (cAMP), ktery alostericky aktivuje cAMP-dependentni
proteinkinazu, kterd fosforyluje HSL. Timto mechanismem je HSL aktivovana a hladina
volnych MK v krvi stoupa. CAMP-dependentni proteinkinaza zaroven inaktivuje acetyl-
CoA-karboxylazu, ktera je jednim z enzymu urcujicich rychlost syntézy MK. cAMP-

dependentni fosforylace tedy inhibuje syntézu MK a soucasné¢ stimuluje jejich oxidaci.
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Naopak inzulin stimuluje tvorbu glykogenu a TG. Inzulin je vylu¢ovan jako odpoveéd’
na vysokou koncentraci gluk6zy v krvi. Tento hormon snizuje hladinu cAMP, coz vede
k defosforylaci, a tedy inaktivaci hormon senzitivni lipazy a ke snizeni mnozstvi MK
pro oxidaci. Pomér glukagon-inzulin je tedy hlavnim faktorem urcujicim rychlost
a smér metabolismu MK.

Syntéza MK de novo probiha ve vétsiné bunék v cytosolu, v dobé, kdy ma
organismus nadbytek energie. MK se syntetizuji pfidavanim dvouuhlikatych jednotek

acetyl-CoA (Voet, 2004).

Inzulin

MK — B-oxidace

Tkané

Jatra
MEK = Acetyl-CoA

l

TG

Glukagon
Stresové hormony
Adipocyt

LPL

Obr. 2: Metabolismus triacyglyceroli.

Pii hladovéni triglyceridova lipaza tukové tkané (ATGL) a hormon senzitivni lipaza (HSL)
hydrolyzuji triacylglyceroly (TG) v adipocytu na volné mastné kyseliny (MK). MK se vaZou na albumin
a jsou Vv plazmé transportovany do tkani (napi. do svalu), kde jsou oxidovany, a do jater. Jatra mohou
takto ziskané MK oxidovat na acetylkoenzym A (acetyl-CoA), ktery je po pfeméné na citrat vyuzit
v citratovém cyklu, nebo z nich resyntetizovat TG, které jsou potom transportovany do mimojaternich
tkani v ¢asticich lipoproteint velmi nizké hustoty (VLDL).

Po jidle jsou TG dietniho pGvodu ze stfeva transportovany pomoci chylomikrond. Z lipoproteint
- chylomikrond a VLDL - jsou TG v cirkulaci hydrolyzovany prosttednictvim lipoproteinové lipazy
(LPL) a uvolnéné MK jsou vychytany do tukové tkang, kde mohou byt znovu reesterifikovany a uloZeny
jako zasobarna energie, nebo do jinych tkani, které je mohou vyuzit jako zdroje energie.

Glukagon a stresové hormony stimuluji HSL a tim zvySuji hladinu volnych MK v krvi. Naopak
inzulin stimuluje tvorbu TG, které jsou ukladany do tukové tkane.



2.3 Lipoproteiny

Lipoproteiny jsou c¢astice, které prenasi nepolarni lipidy - TG a cholesterol -
krvi. Lipoproteiny vytvareji kulovité ¢astice, které obsahuji nepolarni hydrofobni jadro
ZzTG a esteri cholesterolu. Jadro je obklopeno amfifilnim obalem z proteind,

fosfolipidi a cholesterolu (Obr. 3).

Apoprotein
Apoprotein

Nepolarni

Polarni jadro
povrch H
Fosfolipid g
Cholesterylester
Volny
cholesterol
Triacylglycerol
Apoprotein

Obr. 3: Struktura lipoproteinu.
(Upraveno podle Grundy, 1990)

Hustota lipoproteind roste se sniZujicim se polomérem Castice, a to proto, Ze
hustota jejich vnéjsiho plasté, ktery obsahuje proteiny, je vEétsi neZ hustota vnitiniho
jadra (Voet, 2004). Podle velikosti a hustoty miZzeme lipoproteiny rozdélit do 5 t¥id
(Tab. 1):

1. Chylomikrony

2. Lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL)
3. Lipoproteiny o stiedni hustoté (IDL)

4. Lipoproteiny o nizké hustoté (LDL)

5. Lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL)



Tab. 1: Pehled hlavnich tfid lipoproteint.
(Upraveno podle Gotto, 2003; Li and Chan, 1999)

. . Velikost | Relativni S L. % Podil | % Podil Hlavni
Lipoprotein Hlavni lipidova slozka . . .
[nm] hustota lipidd | proteind | apoprotein
Chylomikrony | 75-1000 <0,95 TG 98-99 1-2 B-48,C, E
VLDL 30-80 < 1,006 TG 90-93 8 B-100, C
IDL 25-40 1,006-1,019 cholesterol, TG 89 10 B-100
LDL 20-25 1,019-1,063 cholesterol 79 20 B-100
HDL 7,5-10 1,063-1,210 cholesterol 50-55 45-50 | A CE

Apolipoproteiny nebo apoproteiny (apo) jsou proteinové slozky lipoproteint,
které maji strukturni funkci a také hraji klicovou tilohu v metabolismu lipoproteinovych
¢astic (Voet, 2004). Rozhoduji totiz o tom, do jakych specifickych cilovych tkani budou
ptenaSené lipidy transportovany. Nekteré apolipoproteiny funguji jako ligandy
pro receptory na bunécném povrchu, jiné vystupuji jako kofaktory pro enzymy, které
transformuji ~ prenasené lipidy (lipdzy na bunééném  povrchu, lecitin-
cholesterolacyltransferaza (LCAT)). Proteinové komponenty lipoproteini tedy uréuji,
jak budou lipidy v jednotlivych lipoproteinovych ¢asticich metabolizovany (Mead et al.,
2002).

Tab. 2: Zakladni charakteristiky apolipoproteint.
(Upraveno podle Gotto, 2003)

Apolipo- Molekulova Plazmaticka
. Lipoprotein koncentrace Poznamky
protein hmotnost [9/1]
A-l HDL, chylomikrony 28 000 ~13 Aktivator LCAT
A-ll HDL, chylomikrony 17 000 ~0,4
A-IV | chylomikrony, HDL 44 500
A-V | chylomikrony, VLDL, HDL | 39 000 ~0,0002
Obligatni
B-100 _ apolipoprotein VLDL,
VLDL, IDL, LDL 550 000 0,8 IDL a LDL, ligand pro
LDL receptor
Obligatni
B-48 ; apolipoprotein
chylomikrony, remnanty 264 000 chylomikronti a
remnanti
C-l VLDL, HDL, chylomikrony | 6 600 ~0,06
C-1I' | VLDL, HDL, chylomikrony | 8900 ~0,03 Aktivator LPL
C-lIl | vLDL, HDL, chylomikrony | 8800 ~0,12 Inhibitor LPL
D HDL 22 000 ~0,10
Ligand pro bunécné
E thLB;’iEErII_’ remnant 34 000 ~0,05 receptory (LDL
y Y y receptor a dalsi)




2.3.1 Chylomikrony (CM)

CM transportuji TG a cholesterol ptijimané v potrave ze stiev do tkani. Produkty
traveni lipidd — MK a monoacylglycerol (MG) - jsou Vv enterocytech reesterifikovany
naTG a poté jsou inkorporovany do CM. CM vstupuji do krevniho fecisté
prostiednictvim lymfatického systému. CM se vdzou na vazebnd mista na endotelu
kapilar, kde pomoci lipoproteinové lipazy (LPL) dochéazi k hydrolyze jejich TG.
Produkty hydrolyzy MG a MK jsou poté vychytavany tkanémi. Chylomikrony se
hydrolyzou TG zmenSuji a vznikaji znich chylomikronové remnanty bohaté
na cholesterol (Voet, 2004). Tyto remnanty chylomikronl jsou transportovany do jater,
kde sevazi na specifické receptory (LDL receptor aremnantni receptor (LRP)
prostfednictvim apolipoproteinu E (apo E), pfitomném na jejich povrchu (Obr. 4).
Vsechny chylomikrony obvykle zmizi z cirkulace béhem 12-14 hodin po tu¢ném jidle
(Mead et al., 2002).

2.3.2 Lipoproteiny o velmi nizké, stiedni a nizké hustoté (VLDL, IL a LDL)

VLDL, IDL LDL pfenaseji endogenni TG a cholesterol z jater do tkani. TG
syntetizované v jatrech jsou inkorporovany do VLDL a uvolfovany piimo do krve.
VLDL jsou v cirkulaci stejné jako chylomikrony degradovany lipoproteinovou lipazou
(Voet, 2004). VLDL se hydrolyzou TG zmenSuji. Vznikajici Castice, které nesou
priblizné stejné molekul cholesterolu a TG jsou oznacovany IDL. Zhruba polovina IDL
je vychytana pfimo v jatrech podobné jako remnanty chylomikronti, TG zbyvajicich
IDL jsou hydrolyzovany prostfednictvim jaterni lipazy (HL) a z IDL se tvofi Castice
LDL. LDL transportuji zhruba tii ¢tvrtiny plazmatického cholesterolu. Pii preméné
VLDL na LDL jsou témét vSechny jejich proteiny odstranény a vznikajici ¢astice LDL

nese jedinou molekulu apo B-100 (Obr. 4), (Voet, 2004).

2.3.3 Lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL)

HDL pienasi endogenni cholesterol z tkani do jater v procesu ozna¢ovaném jako
reverzni transport cholesterolu. Cirkulujici HDL vychytavaji piebytecny volny
cholesterol z bunénych membran, ten je v HDL esterifikovan na cholesterylestery
pusobenim LCAT, enzymem aktivovanym apolipoproteinem A-1. DalSim zdrojem
cholesterolu a fosfolipidii pro ¢astice HDL jsou cholesterol a fosfolipidy z povrchu
chylomikront a VLDL, které jsou uvoliiovany po hydrolyze jejich TG plisobenim LPL
(Voet, 2004).
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Obr. 4: Metabolismus lipoproteinti transportujicich TG v plazmé.

2.4 Lipazy Stépici TG v cirkulaci

Lipoproteinova, jaterni a endotelidlni lipaza patii do stejné proteinové rodiny,
ale lisi se substratem, ktery hydrolyzuji. Zatimco LPL hydrolyzuje téméf vyhradné TG
ve velkych lipoproteinovych ¢asticich, jako jsou CM a VLDL, jaterni lipaza (HL)
pouziva jako substrat fosfolipidy a TG v malych lipoproteinovych ¢asticich, jako jsou
IDL, LDL a HDL. Endotelialni lipaza (EL) ma pfevazné fosfolipazovou aktivitu a velmi
malou triacylglyceridazovou aktivitu (Annema and Tietge, 2011; Das, 2005).

2.4.1 Endotelialni lipaza (EL)

Endotelialni lipaza (EL) je syntetizovana a sekretovana cévnimi endotelialnimi
buitkkami. Na  povrchu  endotelidlnich  bunék je  navazana  pomoci
heparansulfatproteoglykanu (HSPG). EL je exprimovana V lidské placenté, stitné zlaze,
plicich, ledvinach, vajeCnicich a varlatech. Tento enzym mé4 primarné
sn-1-fosfolipazovou aktivitu a je aktivni ve vSech podtiidach lipoproteint, nicméné
preferovanym substratem jsou fosfolipidy HDL. Tim, Ze EL snizuje obsah fosfolipid
v HDL, vyznamné snizuje hladinu plazmatickych HDL (Annema and Tietge, 2011).
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U mysi s knockoutovanym genem pro ELCD byla pozorovéana zvysSend hladina HDL-

cholesterolu a také vétsi velikost ¢astic HDL (Yasuda et al., 2010).

2.4.2 Jaterni lipaza (HL)

HL je glykoprotein syntetizovany a sekretovany jatry. Na bunécny povrch
hepatocytti a endotelidlnich bun€k je vazdna pomoci HSPG, obdobn¢ jako LPL a EL.

Hlavni tloha jaterni lipazy je Vv katabolismu a preméné¢ IDL, LDL a HDL.
Deficit jaterni lipazy u lidi ma mnohem mén¢ dramaticky efekt na lipoproteinovy profil
nez deficit LPL, ale je spojen s pfed¢asnou aterosklerozou (Olivecrona and Olivecrona,
1995).

2.4.3 Lipoproteinova lipaza (LPL)

Jiz ve 40. letech zjistil Hahn, Ze i.v. aplikace heparinu vycefuje lipemické sérum
(Hahn, 1943). V prvni poloviné 50.let potom Korn prokazal, ze faktorem odpovédnym
za vycefeni séra (,,lipid clearing factor”) je enzym, ktery pojmenoval lipoproteinova
lipaza (Korn, 19553, b).

Koncem 50. let Havel a Gordon studovali poheparinovou plazmu pacienti
s tézkou formou geneticky podminéné hypertriacylglycerolémie. Zjistili, Ze tito pacienti
nejsou schopni z krevniho ob&hu odstranit CM a prokazali, ze LPL je klicovym
enzymem pro jejich katabolismus (Havel and Gordon, 1960). Lipoproteinové lipaze je

vénovana nasledujici kapitola.

2.5 Lipoproteinova lipaza (LPL)
2.5.1 Funkce LPL

LPL hydrolyzuje TG obsaZené v lipoproteinech, pfedev§im v CM a VLDL, a tim
uvoliiuje MK pro potieby perifernich tkani. To je nezbytny prvni krok v metabolismu
lipoproteint, které transportuji TG. Jako dikaz slouzi t€zkd hypertriglyceridémie,
kterou lze pozorovat u pacientii s deficitem LPL (Olivecrona and Olivecrona, 1995).
Lipoproteinové castice bohaté na TG jsou totiz piili§ veliké a nemohou proniknout
kapilarnim endotelem. Proto je LPL fyziologicky aktivni na luminalnim povrchu
endotelidlnich bunék kapilar, ke kterym je enzym pfipojen pomoci negativné nabitych
membranoveé vazanych fetézct heparansulfatproteoglykani (HSPG). Z této vazby muze
byt kompetitivné vytésnén heparinem, ¢ehoz se vyuziva pii stanoveni aktivity tohoto

enzymu (Mead et al., 2002). Intravenézni podani heparinu totiz vede k disociaci LPL
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zvazby na HSPG a aktivitu LPL je potom mozné stanovit V poheparinové plazmé
(Merkel et al., 2002).

LPL je nejvice exprimovana v tkanich, které MK pouzivaji jako palivo (napf.
srdce a kosterni sval) nebo MK ukladaji jako TG (tukova tkan). Proto jsou svaly
a tukova tkan povazovany za hlavni tkan¢, které kontroluji hladinu plazmatickych TG.
Nicmén¢, LPL je exprimovana i V jinych tkanich - nervovém systému, nadledvinkéch,
makrofazich, proximalnich tubulech ledvin, ostriivcich pankreatu a plicich. V téchto
organech muze mit LPL i dalsi specializované funkce (Merkel et al., 2002). Béhem
fetalniho vyvoje je LPL syntetizovana i hepatocyty, ale tato produkce enzymu je brzy
po narozeni suprimovana, a proto je LPL povazovana za extrahepatalni enzym (Davies

etal., 2012; Mead et al., 2002).

2.5.2 Struktura a exprese LPL

LPL je glykoprotein obsahujici 8-12 % sacharidi. Aktivni forma LPL je
nekovalentni homodimer, jeho disociace vede K ireversibilni inaktivaci enzymu.
Dimerni LPL ma 600x vyssi afinitu k heparinu a vaze se na HSPG. Tato interakce je
zprostiedkovdna kooperaci nckolika heparin-vazebnych domén obou podjednotek
(Mead et al., 2002).

Gen pro LPL je lokalizovan na kratkém raménku 8. chromozomu (8p22), je
tvofen 10 exony a vykazuje podstatnou sekvenéni homologii mezi vétSinou
zkoumanych druhti (Wong and Schotz, 2002). Lidsky gen pro LPL koduje protein
0 délce 475 aminokyselin, ze kterého po odstranéni signdlniho proteinu vzniké protein
obsahujici 448 aminokyselin.

Ackoliv fyziologické misto pro aktivitu LPL je na luminalnim povrchu krevnich
cév, cévni endotelidlni builky samotné LPL nesyntetizuji. LPL je syntetizovdna
parenchymalnimi buikami pfislusné tkané (napf. myocyty a adipocyty). Pocate¢nim
krokem v syntéze a sekreci je transkripce genu pro LPL vjadie. V hrubém
endoplazmatickém retikulu (ER) je mRNA translatovana do nascentniho polypeptidu.
Prvnim krokem v posttranslacnich Upravach je glykosylace, kterd je zahdjena uz
Vv pribéhu translace. Glykosylace zacina ptipojenim oligosacharidu na N-konec v ER.
Protein je dale transportovan z ER do kompartmentii Golgiho aparatu (GA), kde je
dokoncena syntéza komplexnich oligosacharidovych fetézci (Braun and Severson,
1992). N-glykosylace proteinu je nezbytna pro jeho katalytickou aktivitu (Mead et al.,
2002). Maturovana LPL je transportovana do trans-GA, odkud je bud odstépen
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sekre¢ni vacek, ktery putuje na bunéény povrch, kde se enzym navaze na HSPG nebo je
enzym sméfovan do lyzozomu, kde dochazi kdegradaci. Poté je enzym
Z parenchymalnich buné¢k translokovan do subendotelidlniho prostoru a pfenesen
prostiednictvim GPIHBP1 (,,glycosylphosphatidylinositol-anchored HDL-binding
protein 1 — protein vazajici HDL ukotveny na glykosylfosfatidylinositolu) na luminalni
stranu kapilarniho endotelu. Zde se vaze na HSPG piipadné zlstdva ukotven

prostiednictvim GPIHBP1 (Braun and Severson, 1992; Davies et al., 2012).

2.5.3 Deficience LPL

Deficience LPL je autozomalné recesivni porucha S odhadovanou frekvenci
1:1000000. Homozygotni deficit dramaticky ovliviiuje koncentraci a sloZeni
lipoproteint. V cirkulaci se hromadi CM a koncentrace TG vzrusta vice nez fadove,
vyrazn¢ je sniZzena koncentrace LDL i HDL. Tento typ hyperlipoproteinémie je
oznacovan jako hyperlipoproteinémie typu I nebo hyperchylomikronémie. I kdyz riziko
ateroskler6zy neni u pacientil stouto poruchou pravdépodobné zvySeno, pfi
koncentracich TG nad 10 mmol/l prudce vzriisté riziko ataku akutni pankreatitidy, ktera
piedstavuje komplikaci ohrozujici zZivot (Bhatnagar, 1999). Dosud byla sice popsana
cela fada mutaci v genu pro LPL spojenych se ztratou funkce enzymu, ale u vétsiny
pacienti s hyperchylomikronémii nebyla nalezena mutace v genu pro LPL, coZz
naznacuje, ze vedle LPL je za rozvoj této poruchy odpovédny i deficit dalSich proteind,
které se podili na metabolismu TG (Dallinga-Thie et al., 2010).

Heterozygotni deficit LPL je spojovan se snizenou aktivitou LPL, coz muze
zvySovat riziko familidlni kombinované hyperlipidémie (FCHL) a pfedcasné
ateroskler6zy. Ackoliv se zda byt ziejmé, Ze redukce aktivity LPL by mohla vést
k zvyseni TG a k poklesu HDL, a tedy k predCasné ateroskleroze, ne vSechny studie
tento vztah prokazaly. Typ mutace v LPL muZe ovliviiovat progresi aterosklerdzy
(Merkel et al., 2002).

2.5.4 Faktory ovliviiujici funkci LPL

Funkce LPL a uc¢innost lipolyzy je regulovana né€kolika proteiny, z nichZ nékteré
byly identifikovany teprve nedavno. Jejich ptfedpokladanou ulohu zobrazuje nasledujici

obrazek (Obr. 5).
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Obr. 5: Lipoproteinova lipaza a faktory ovliviiujici jeji funkci a aktivitu.
(Upraveno podle Dallinga-Thie, 2009)

2.54.1 LMF1

LMF1 (,lipase maturation factor 1* — lipazovy matura¢ni faktor) ma esencialni
roli v procesu maturace lipazy, ve formovani katalyticky aktivni LPL Zz nové
syntetizovaného polypeptidu v ER,. LMF1 je transmembranovy protein lokalizovany
v ER (Dallinga-Thie et al., 2010). LMF1 je chaperon, ktery v ER odpovida
za posttranslac¢ni aktivaci lipaz, za maturaci homodimert a za vznik a stabilizaci
aktivnich dimerd LPL, HL i EL. Dtlezité¢ aspekty biologie LMF1 zistavaji dosud
nejasné (Peterfy, 2012).

Lidsky gen pro LMF1 je lokalizovan na kratkém raménku 16. chromozomu,
sklada se z 11 exont a koduje protein skladajici se z 567 aminokyselin o molekulové
hmotnosti 65 kDa. Mutace v genu pro LMF1 zptisobuji kombinované deficity lipazy,
nebot’ ovliviiyji LPL 1 jaterni lipazu, coz vede k téZkym hypertriglyceridémiim

(Dallinga-Thie et al., 2010).

2.5.4.2 GPIHBP1

KdyZz Beigneux a kol. studovali u Gpihbpl deficitnich mysi funkci proteinu
GPHBP1 (,,glycosylphosphatidylinositol-anchored HDL-binding protein 1 — protein

vazajici HDL ukotveny na glykosylfosfatidylinositolu), o kterém bylo znamo, ze vaze
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HDL, a zjistili, ze jeho absence vede k hyperchylomikronémii. Protein se dle nich
nachdzi na lumindlnim povrchu kapilar, kde vaze LPL a CM. Byly nalezeny velké
rozdily v expresi GPIHBP1 v rGznych tkanich. Zatimco v kapilarach tkani jako jsou
tukova tkan, srdce a kosterni svaly byla exprese vysoka, v mozku nebyla prakticky
zadna. Tim, ze GPIHBP1 ma schopnost vazat LPL i chylomikrony tvofi ,,platformu‘
pro lipolyzu a hraje dilezitou roli v regulaci pfisunu MK do bunék (Beigneux et al.,
2007).

Pozdéji bylo dokazano, ze GPIHBPI1 je esencialni pro vstup LPL do kapilar.
Davies a kol. prokazali, ze GPIHBP1 exprimované v endotelidlnich bunkach ma
schopnost transportovat LPL a GPIHBP1-specifickou monoklonalni protilatku
z bazolateralniho povrchu na apikalni povrch buniky. U Gpihbp1” mysi nebyla LPL
navazana na lumen kapilar. Tyto dikazy svéd¢i pro hypotézu, Zze GPIHBPI1 je
zodpovédné za transport LPL z intersticialniho prostoru na lumen kapilar (Davies et al.,

2010).

2.5.4.3 Proteiny podobné angiopoietinu (,,angiopoietin-like proteins*)

ANGPTL3 (,,angiopoietin-like protein 3* - protein podobny angiopoietinu 3)
se tvoii hlavné v jatrech a reverzibiln€¢ inhibuje aktivitu LPL tim, Ze blokuje
katalytickou a i nekatalytickou funkci LPL. ANGPTL3 je specifickym inhibitorem LPL,
neinhibuje EL ani HL. Hladina ANGPTL3 je zvySena v postprandialnim stavu (Liu et
al., 2010).

ANGPTLA4 (,,angiopoietin-like protein 4 - protein podobny angiopoietinu 4)
inhibuje LPL a zpomaluje katabolismus lipoproteint tak, Ze ireverzibilné pfeménuje
katalyticky aktivni dimery LPL na inaktivni monomery (Mattijssen and Kersten, 2012;
Sukonina et al., 2006). Hladina ANGPTL 4 je zvySena pii hladovéni, ¢imz ovliviiuje
zmény plazmatickych TG a metabolismus volnych MK. (Mattijssen and Kersten, 2012).
Inhibice aktivity LPL tedy vede ke zvySeni hladiny plazmatickych TG. Mutace
v ANGPTLA4, vedouci ke ztraté jeho funkce, jsou vzacné a byly identifikovany u jedincii
s nizkou hladinou plazmatickych TG (Dallinga-Thie et al., 2010).

2.5.4.4 Apolipoprotein C-11

Apolipoprotein C-Il (apo C-1I) je dulezitym kofaktorem LPL. Pro aktivaci je

nezbytna interakce zaporné nabitych zbytkti na C-konci apo C-IlI s doménou LPL
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nesouci kladny naboj. Aktivita LPL v nepfitomnosti apo C-II je prakticky
nedetekovatelna (Mead, J. R. et al.; 2002)

Jeho deficit vede k rozvoji hyperchylomikronémie podobné jako deficit LPL
(Bhatnagar, 1999; Dallinga-Thie et al., 2010). Apo C-II je navazan na povrchu
chylomikronti, VLDL a HDL. Plazmaticka koncentrace apo C-II je pftiblizn¢ 0,04 g/1.
Gen pro apo C-II je lokalizovan na dlouhém raménku 19. chromozému (19q), protein se
sklada ze 79 aminokyselin. Na N-konci proteinu se nachdzi vazebna doména pro
lipoproteiny, zatimco C-konec je zodpovédny za aktivaci LPL. Apo C-II je exprimovan

Vv jatrech a ve stfevech (Kei et al., 2012).

2.5.4.5 Apolipoprotein A-V

Dtlezitym meznikem ve studiu metabolismu TG bylo v roce 2001 objeveni
nového apolipoproteinu, a to apolipoproteinu A-V (apo A-V). Byl popsan nezavisle
na sobé dvéma skupinami. Jedna z nich ho identifikovala jako novy gen odpovédny
zaregulaci triglyceridémie metodou komparativniho sekvenovani (Pennacchio et al.,
2001), druha skupina ho identifikovala jako jeden z nejvice exprimovanych gent pfi
regeneraci jater po 70% chirurgické resekci u mysi (van der Vliet et al., 2001).
U ¢lovéka bylo poté objeveno nékolik variant genu, které jsou spojeny se zvySenou
hladinou TG (-1131T>C, -3A>F, S19W) a které vedou k defektni transkripci, translaci
nebo sekreci proteinu (Sharma et al., 2012).

Hypotézu, ze apo A-V je dilezitym faktorem, ktery reguluje plazmatickou
hladinu TG, podpofil i nalez, ze transgenni mysi s lidskym apo A-V méli o dvé tietiny
niz8i plazmatickou hladinu TG oproti kontrolnim mySim a mysi s knockoutovanym
Apoav méli triglyceridémii ¢tyfikrat vys$si nez mysi kontrolni (Pennacchio et al., 2001).

Ve studiich na mysich in vivo i in vitro bylo zjisténo, ze apo A-V urychluje
hydrolyzu TG zprostiedkovanou LPL (Schaap et al., 2004). Mechanismus jeho
pisobeni na aktivitu LPL nebyl dosud jednozna¢né objasnén, je mozné, ze spolu
s GPIHBP1 usnadnuje interakci mezi LPL a chylomikrony na lumindlnim povrchu
kapilar (Sharma et al., 2012). Proti piimé aktivaci svédci jeho velmi nizka koncentrace
v cirkulaci — je o vice nez 2 fady niz$i nez koncentrace apo C-II. Pfimy efekt na aktivaci
LPL se rovnéz nepodafilo ukazat v pokusech in vitro (Lookene et al., 2005), autoii vSak
uzavreli, ze apo A-V na VLDL nebo chylomikronech se mize vazat na HSPG a tak

usnadnit interakci mezi ¢astici lipoproteinu a LPL.
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Apo A-V ma ale zfejmé vliv na koncentraci TG i na jiné urovni. Bylo rovnéz
dokumentovano, ze snizuje jaterni sekreci VLDL-TG (Schaap et al., 2004). Zda se, ze
apo A-V muze ovlivnit proces redistribuce TG Vv hepatocytu mezi tukové kapénky
a ¢astice VLDL (Sharma et al., 2012).

2.5.5 Regulace aktivity LPL

Aktivita LPL je regulovana nutricnim stavem, fyzickou aktivitou
organismu a hormony jako jsou inzulin a katecholaminy. Podstatné je, ze regulace
aktivity LPL je tkanové specificka - MK uvolnéné pti hydrolyze TG CM a VLDL jsou
smérovany do tkani v souladu s metabolickymi potfebami.

Po jidle je zvySena aktivita LPL v tukové tkani a uvolnéné MK jsou tedy
preferované vychytavany do tukové tkané, reesterifikovany a uklddany jako TG.
Soucasné klesa aktivita LPL ve svalu. Tyto zmény aktivity LPL v postprandialnim stavu
jsou zfejmé¢ indukovany inzulinem. Pfi euglykemickém hyperinzulinovém clampu
aktivita LPL v tukové tkani nékolikanasobné vzrusta a ve svalu klesa (Farese et al.,
1991; Kiens et al., 1989; Sadur and Eckel, 1982). Naopak pii hladovéni se aktivita LPL
VvV tukové tkéani snizuje a MK uvolnéné z lipoproteinii jsou sméfovany predevSim
do svalové tkané. Ve studii u 30 zdravych muzt, ktefi 30 hodin hladovéli, byla
naméfena zvySend aktivita LPL v poheparinové plazmé, vyznamné zvySena aktivita
LPL ve svalové tkani a naopak snizena aktivita LPL v tukové tkani (Ruge et al., 2001;
Ruge et al., 2005).

Vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje aktivitu LPL je 1 fyzicka aktivita.
U netrénovanych jedincu, ktefi za¢nou cvi€it, dojde ke zvySeni cholesterolu v HDL
a ke snizeni triglyceridémie. Tyto zmény jsou pravdépodobné zpiisobeny vzestupem
aktivity LPL. Prodlouzené cviceni indukuje vzestup aktivity LPL v poheparinové
plazm¢ (Kantor et al., 1984; Kantor et al., 1987). U bézct — vytrvalct bylo zjisténo,
ze aktivita LPL je zvySena nejen ve svalu, ale 1 v tukové tkani oproti netrénovanym
zdravym osobam nebo sprinterim (Nikkila et al., 1978).

DalS§im faktorem, ktery ovliviiuje aktivitu LPL, je konzumace alkoholu.
Umirnéna konzumace alkoholu pfiznivé ovliviluje kardiovaskuldrni morbiditu
a mortalitu a zhruba polovina protektivniho ucinku alkoholu je piipisovana zvySené
koncentraci cholesterolu v HDL c¢asticich. Bylo ale také ukazano, ze dlouhodoba
umirnéna konzumace alkoholu zvysuje aktivitu LPL (Kovar and Poledne, 2004,
Nishiwaki et al., 1994; Schneider et al., 1985). Pokud je alkohol podan s jidlem,
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zvysuje rozsah postprandialni lipémie (Fielding et al., 2000; Mudrakova et al., 2013;
Pownall, 1994; Wilson et al., 1970). To by mohlo byt vysvétleno tim, Ze bezprostfedné
po podani alkoholu dochazi k inhibici aktivity LPL —pro toto tvrzeni jsou vSak

k dispozici pouze nepiimé dikazy (Pownall, 1994; Schneider et al., 1985).

2.5.6 Stanoveni LPL

Pro stanoveni LPL se vyuziva celé fady metod, které se od sebe vyrazné lisi. Pfi
interpretaci vysledkt jednotlivych studii je proto nutné mit na zfeteli, jakym zptisobem
byla aktivita enzymu stanovena.

LPL je pomérné pevné vazana k povrchu endotelidlnich bunék pomoci nabitych
membranové vazanych fetézci HSPG a jeji aktivitu tedy nelze v plazmé stanovit.
Z vazby na HSPG miiZze byt kompetitivné vytésnéna heparinem. Intravendzni podani
heparinu totiz vede k disociaci LPL zvazby na HSPG a kuvolnéni aktivni LPL
do plazmy. Hodnoty aktivity LPL v poheparinové plazmé odrazi celkovou aktivitu LPL
V organismu, nevypovidaji ale o aktivité v jednotlivych organech.

Pro méfeni aktivity LPL ve specifickych tkdnich (svalové nebo tukové) lze
u ¢lovéka vyuzit biopticky ziskanych vzorkli. Odebrany vzorek tkané je extrahovan
pufrem obsahujicim heparin a aktivita enzymu se stanovuje v ziskaném eluatu
(Bengtsson-Olivecrona and Olivecrona, 1992).

Aktivita LPL se obvykle stanovuje metodou vyuZivajici jako substrat
radioaktivné znaceny trioleylglycerol. Vzorek se inkubuje s Intralipidem znacenym
3H-triolelglycerolem, MK uvolnéné bshem inkubace jsou separovany a je méfena
radioaktivita uvolnéného *H-oleatu, ze které je vypocitana aktivita vzorku. Aktivita HL
se inhibuje specifickou protilatkou (Bengtsson-Olivecrona and Olivecrona, 1992).

Obdobn¢ se stanovuje i1 aktivita HL — jako substrat je pouzivana emulze
trioleoylglycerolu znaCena 3H-trioleoylglycerolem stabilizovana arabskou gumou.
Stanoveni se provadi v pufru obsahujicim 1M chlorid sodny, ktery aktivitu LPL
inhibuje — dochazi k denaturaci enzymu (Bengtsson-Olivecrona and Olivecrona, 1992).

Aktivitu LPL je mozné stanovit i in vivo pomoci tzv. intravenézniho tukového
toleran¢niho testu (IVTTT), kdy je studovanym subjektim i.v. aplikovan Intralipid
(infuzni tukovd emulze pouZzivand pii parenteralni vyzive) a po dobu nasledujicich
40 minut je v pétiminutovych intervalech odebirana krev pro nefelometrické stanoveni

koncentrace velkych c¢astic tukové emulze. Z naméfenych hodnot se vypocitdva
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rychlostni konstanta k2 (konstanta 2. faddu) pro vycefeni tukové emulze, ktera
je povazovana za miru aktivity LPL in vivo (Lewis et al., 1972; Rossner, 1974).
Vedle aktivity enzymu lze stanovit i jeho koncentraci v plazmé nebo

poheparinové plazmé pomoci komercné dostupnych ELISA kitt.

20



3. CIL DIPLOMOVE PRACE

Uloha apo A-V v aktivaci LPL nebyla dosud jednozna¢né prokazana a zda se byt
nepravdépodobna vzhledem k jeho nizké koncentraci. Prvnim cilem diplomové prace
bylo zjistit, zda apo A-V muze byt uvolnén intravendzni aplikaci heparinu do cirkulace
podobné jako LPL, a zda tedy jeho koncentrace v cirkulaci stoupa po intravendzni
aplikaci heparinu podobné jako aktivita LPL.

Umirnéna konzumace alkoholu je spojena se zvySenou aktivitou LPL. Naproti
tomu se predpokladd, Zze bezprosttedné po konzumaci dochazi k inhibici enzymové
aktivity. Pro toto tvrzeni vSak v literatufe dosud chybi dikaz. Dal§im cilem diplomové
prace tedy bylo ovéfit pomoci opakovaného IVTTT, zda je aktivita LPL in vivo
po podani alkoholu skute¢n¢ inhibovana.

Vyhodnoceni IVTTT se provadi nefelometricky a cilem této prace bylo zjistit,

zda vysledky tohoto testu lze hodnotit na zéklad¢ stanoveni TG.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Usporadani experimentu u zdravych dobrovolniki

4.1.1 Vliv intravenozni aplikace heparinu na koncentraci apo A-V

VySetteni bylo provedeno u 6 dobrovolniki - 4 muzi a 2 Zen
(v&k: 23 + 1,5 roku, index t&lesné hmotnosti (BMI): 22,4 + 0,7 kg/m?). Dobrovolnici
byli informovani o rizicich spojenych s odbéry krve, podanim heparinu a podepsali
informovany souhlas.

Vysetieni bylo provedeno nala¢no v Laboratofi pro vyzkum aterosklerdzy
Centra experimentalni mediciny IKEM. Dobrovolnikim byla zavedena kanyla
aproveden prvni odbér. Poté byl kanylou intravenézné (i.v.) aplikovan heparin
(100 I1U/kg hmotnosti) a 5, 10, 20, 40 a 60 minut po aplikaci byla odebirana krev
do odbérovych zkumavek s heparinem.

Krev byla centrifugovana (15 min, 3 000x g, 4 °C). V den experimentu byly
Z odebrané plazmy stanoveny hodnoty TG a cholesterolu. Veskera manipulace se
vzorky probihala v lazni voda-led. Alikvoty odebrané plazmy pro méfeni dalSich
parametri byly uchovany v -80 °C. V alikvotech plazmy byly stanoveny hodnoty
koncentrace apo A-V a aktivita LPL.

4.1.2 Regulace lipoproteinové lipazy po podani alkoholu

Do studie bylo zafazeno 8 mladych zdravych muzl (v€k 24 + 1 rok,
BMI: 24,5+ 2,2 kg/m?). Dobrovolnici byli informovéni o rizicich spojenych s odbéry
krve, i.v. aplikaci Intralipidu, podanim heparinu a podepsali informovany souhlas.
Pfed studii bylo u dobrovolniki provedeno kontrolni vySetfeni zahrnujici jaterni testy
a vySetfeni parametrl srazlivosti krve.

V ramci experimentu kazdy dobrovolnik absolvoval 2 vysetfeni. V jednom
vySetieni mu byl podan alkohol (vodka Finlandia), v kontrolnim vySetfeni stejné
mnozstvi vody. Vysetfeni byla provadéna v Laboratofi klinické patofyziologie Centra
diabetologie IKEM.

Na zacatku vysetfeni byla dobrovolnikim zavedena do zily kanyla. Poté byl
kanylou do zily aplikovan Intralipid (20% tukovd emulze pouzivand pro nitrozilni
vyzivu pacientl v kritickém stavu, obsahuje 20 % sdjového oleje a jako pomocné latky

vajecny lecitin a glycerol) v mnozstvi 0,5 ml/kg hmotnosti. Po dobu nasledujicich
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40 minut byly z kanyly odebirany v 5minutovych intervalech vzorky krve. Toto
vydetfeni je oznadovéano jako intravendzni tukovy toleranéni test (IVTTT). Sedesat
minut po aplikaci Intralipidu dobrovolnici vypili 80 ml vodky. Dvé a &tyti hodiny
po vypiti alkoholu byl znovu kanylou aplikovan Intralipid a provedeny dalsi odbéry
krve v 5minutovych intervalech po dobu 40 minut. Po skonceni pokusu byl
dobrovolnikim aplikovan heparin (100 Ul/kg hmotnosti) a 10 minut po aplikaci
heparinu byl odebran posledni vzorek krve (Obr. 6).

V casech 0, 40, 55, 90, 120, 180, 220, 300 a 340 minut byla odebirana krev
pro stanoveni lipidd, inzulinu a glukézy, v ¢asech 55, 90, 120, 180 a 300 minut
pro stanoveni etanolu, v ¢asech 0, 55, 120, 180 a 300 minut pro izolaci VLDL (Obr. 7).

Béhem vysetieni byla kanyla kontinualné promyvana fyziologickym roztokem
bez ptidavku heparinu.

Odstup mezi jednotlivymi vySetfeni byl minimalné 1 tyden. Dobrovolnici byli
pouceni, aby se 2 dny pied experimentem vyvarovali konzumace alkoholu. V prubéhu
jednotlivych vySetieni byli dobrovolnici v klidu na 1tizku a obdrzeli pouze vodu. Pofadi
obou vysetfeni - s vodou a s alkoholem - bylo randomizovano. Polovina dobrovolniku
zahdjila studii konzumaci alkoholu, druha polovina vodou.

Odebrané vzorky krve byly centrifugovany (15 min, 3 000x g, 4 °C). V den
experimentu byly stanoveny koncentrace etanolu, TG, cholesterolu, glukozy
a neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK), a ze vzorki séra odebiranych
v pribéhu IVTTT byla stanovena rychlostni konstanta k2 pro vycefeni tukové emulze.
Ve 3 kiivkach ziskanych v pribéhu IVTTT byla téz stanovena koncentrace TG
a glycerolu.

Alikvoty plazmy pro méfeni dalSich parametri byly uchovany
Vv - 80 °C. Z téchto vzorki byly stanoveny aktivita LPL, koncentrace LPL a koncentrace
inzulinu.

Ze zbyvajici plazmy (2,5 — 4,5 ml) byly izolovany VLDL ultracentrifugaci
a stanoven VLDL-cholesterol, VLDL-TG a VLDL-apoB.
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1.v. heparin

IVITT A
EtOH / H,0
IVITT B
IVITT C
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Obr. 6: Casova osa experimentu.

Na ose je znazornén ¢as experimentu v minutach a provedeni jednotlivych testu.

IVTTT — intravendzni tukovy toleran¢ni test, EtOH/H,0 - podani alkoholu nebo vody
Vv kontrolnim pokusu, PHP — odbér krve pro ziskani poheparinové plazmy.
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Vliv ordIné podaného alkoholu na rychlost clearence intraven6zné podaného Intralipidu VODKA

Dobrovolnik:

pfijmeni Kod:
jméno Datum:
r.c.

hmotnost:

Oznaceni odbérovych zkumavek:

N = nefelometrie (2,5 ml Cerv. vakueta) (A0-A40, BO-B40, CO-C40) ~ 1 ml krve 27x
L = "lipidy" (8 ml Cerv. vakueta s gelem ) 14x
(A0, A0, A40, 0, 0, 30, 60, 60, BO,BO, B40, CO, CO, C40)
H = poheparinova plazma (8 ml zelend vakueta) 1x
E = zelenda vakueta s gelem (5 ml) 5x
Test Cas (min) Znac. zkumavek
zavedeni kanyly
IVTTT A 0 A0 O:N+2xL
i.v. podani 20% Intralipidu (0,5 ml/kg ~ ..ccveunneeee. ml) [.....min..... s]
* v okamziku zahdjeni aplikace (max. 2 min) se spousti stopky - ¢as 0
5 A5 O:N
10 A10 O:N
15 A15 O:N
20 A20 O:N
25 A25 O:N
30 A30 O:N
35 A35 O:N
40 A40 O:N+L
kanyla se kontinudlné promyva pomalu kapajicim fyziologickym roztokem
55 0 O:2xL+E
B B B vypiti 0,8 dl alkoholu (nebo vody v kontrolnim pokusu) .
etanol 0 * v okamziku, kdy dobrovolnik dopije, spousti se stopky pro etanol = ¢as 0
30 30 O:L+E
60 60 O:2xL+E
120 120=B0 O:2xL+N+E
IVTTT B i.v. podani 20% Intralipidu (0,5 ml/Kg ~ ....ccccevunne ml) [.....min..... s]
(1807) * v okamziku zahdjeni aplikace (max. 2 min) se spousti stopky - ¢as 0
5 B5 O:N
10 B10 O:N
15 B15 O:N
20 B20 O:N
25 B25 O:N
30 B30 O:N
35 B35 O:N
40 B40 O:N+L
120 CO O: N +2xL+E
IVTTT C i.v. podani 20% Intralipidu (0,5 mI/Kg ~ ....ccccevunn. ml) [.....min..... s]
(3007) * v okamziku zahdjeni aplikace (max. 2 min) se spousti stopky - ¢as 0
5 C5 O:N
10 C10 O:N
15 C15 O:N
20 C20 O:N
25 C25 O:N
30 C30 O:N
35 C35 O:N
40 C40 O:N+L
50 i.v. aplikace heparinu (100 IU/kg = 1 ml/50 kg = ...............ml)
60 H O:H

Obr. 7: Odbérovy protokol.
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4.2 Material a metody

4.2.1 Stanoveni lipidi, glukézy a NEMK

Celkovy cholesterol, TG, glukéza, NEMK, cholesterol ve frakcich izolovanych
ultracentrifugaci a TG ve frakcich izolovanych ultracentrifugaci byly stanoveny
enzymatickymi metodami na analyzatoru Hitachi 902 Automatic analyzer (Roche,
Mannheim, Némecko) v Lipidové laboratofi Laboratofe pro vyzkum aterosklerozy
IKEM. Pro stanoveni TG byl pouzit kit GPO-PAP Sys 917 Cobas (Roche, Mannheim,
Némecko), pro stanoveni cholesterolu kit Cholesterol SYS 1 Cobas (Roche, Mannheim,
Némecko), pro stanoveni glukozy Kit Biotest Glu GOD (PLIVA Lachema Diagnostika
s.r.o., Brno) a pro stanoveni NEMK kit Nefa-HR (Wako Chemicals GmbH, Némecko).

4.2.2 Stanoveni etanolu

U dobrovolnik, kterym byla podana voda, byla odebrana krev pro stanoveni
koncentrace etanolu v krvi pouze v ¢ase 0. U dobrovolnikd, kterym byla podana vodka,
byla odebrana krev pro stanoveni koncentrace alkoholu v krvi pfed podanim alkoholu
a 30, 60, 120 a 240 minut po ném. Krev byla nabirdna do heparinizovanych vakuet se
separa¢nim gelem, ihned centrifugovana (15 min, 3 000x g, 4 °C) a ponechana v lednici
do stanoveni.

Stanoveni bylo provedeno na oddé€leni Klinické biochemie Thomayerovy

nemocnice kitem Ethanol Gen. 2 COBAS (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko).

4.2.3 Ultracentrifugace

Princip metody:

Jednotlivé lipoproteiny se 1isi v obsahu tukl a proteinti, a tedy i hustotou. Této
vlastnosti se vyuziva pii jejich ultracentrifugacni izolaci (Havel et al., 1955).
Lipoproteiny o hustoté¢ niz8i neZ je hustota roztoku flotuji a lze je separovat. VLDL
flotuji pfi hustote 1,006 g/ml, kterd odpovidd hustoté¢ fyziologického roztoku.
V oddélenych frakcich je stanoven celkovy cholesterol a TG.

Ptistroje:

Ultracentrifuga LE 80-K (Beckman Coulter, USA)
Chemikalie:

Fyziologicky roztok 0,9% (B. Braun, Némecko)
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Pracovni postup:

Plazma 25 - 4,5 ml byla pfenesena do ultracentrifugacni zkumavky
(Ultra-Clear, 13 x 64 mm, Beckman Coulter). Zkumavka byla doplnéna do celkového
objemu 6,5 ml fyziologickym roztokem (hustota 1,006 g/ml) a uzaviena klobouckem.
Ultracentrifugace byla provadéna v rotoru 50.4 Ti (39 000 rpm,8 °C, min. 18 hodin).
Po ukonceni centrifugace byly zkumavky ptetiznuty. Horni frakce (oznacovand 06 T)
a spodni frakce (oznacovana 06 B) byla kvantitativné sebrana. V obou frakcich byly
stanoveny cholesterol a TG. Byla vypoctena koncentrace VLDL-cholesterolu
a VLDL-TG.

Vypocet:
objem 06T

VLDL-C = 06T-C X —————
objem plazmy

objem 06T

VLDL-TG = 06T-TG X ——————
objem plazmy

4.2.4 Stanoveni glycerolu

Princip metody

Glycerol v séru byl stanoven enzymatickou soupravou (Free Glycerol Reagent,
SIGMA-Aldrich). Glycerol je fosforylovan glycerolkinazou a vznikly glycerol-1-fosfat
je oxidovan glycerolfosfatoxidazou na dihydroxyacetonfosfat a peroxid vodiku (H20,).
Peroxidaza katalyzuje reakci H,O; s4-aminoantipyrinem a N-ethyl-N-(3-sulfopropyl)
m-anisidinem sodnym. Vznika chinon-iminové barvivo, které ma absorbancni
maximum pii 540 nm. NarGst absorbance pii 540 nm je pfimo umérny koncentraci
glycerolu.

Pfistroje:

Spektrofotometr Anthelie Junior 730 (Secoman, Francie)
Chemikalie:

Cinidlo Free Glycerol Reagent (SIGMA-Aldrich)
Standardni roztok glycerolu (2,83 mmol/l, SIGMA-AIldrich)

Deionizovana voda
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Pracovni postup:

Cinidlo bylo rozpusténo ve 40 ml deionizované vody. Do kazdé kyvety bylo
k 0,8 ml ¢inidla pfidano 10 pl vody (blank), 10 ul standardniho roztoku glycerolu, nebo
10 ul vzorku. Kyvety byly lehce protfepany a inkubovany 15 minut v laboratofi a poté
zm¢étena absorbance pii vinové délce 540 nm.
Vypocet:

(szorek_Ablank)

X koncentrace standardu
Astandard_Ablank)

Koncentrace glycerolu =

4.2.5 Stanoveni inzulinu

Pro stanoveni inzulinu byl pouzit Insulin(e) IRMA Kit od firmy Beckman
Coulter (Praha).

Princip metody

V soupravé jsou pouzity mySi monoklondlni protilatky proti dvéma riznym
epitopim inzulinu. Vzorky séra, kontrolni vzorky a kalibratory se inkubuji
ve zkumavkach potazenych prvni monoklonalni protilaitkou spoleéné s druhou
monoklonalni protilatkou znacenou **°I. Po inkubaci se obsah zkumavek vymyje, aby se

odstranila nenavazand znacend protilatka. Viazand aktivita 125

I se poté méefi
na gamacounteru. Koncentrace inzulinu ve vzorcich je pfimo umérna zméfené
radioaktivité a ziska se interpolaci z kalibra¢ni kiivky.
Piistroje
Gamacounter LB1204 (Berthold, USA)
Ttepacka RH202 (RH Plus, Praha)
Promyvacka W01 (Beckman Coulter, USA)
Chemikalie
Insulin(e) IRMA Kit od firmy Beckman Coulter (Praha) obsahujici:
zkumavky potazené monoklonélni protilatkou
monoklonalni protilatku proti inzulinu znacenou *#°1 (radioindikator)
kalibrator
kontrolni vzorky
koncentrovany promyvaci roztok

Deionizovana voda
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Pracovni postup

Reagencie a zkumavky byly vytemperovany na laboratorni teplotu. Obsah
lahvicek s kontrolnimi vzorky byl rozpustén deionizovanou vodou (do objemu
uvedeného na Stitku). Koncentrovany promyvaci roztok byl ziedén do pozadovaného
objemu deionizovanou vodou. Pro uréeni celkové aktivity bylo do zkumavek T1 a T2
pipetovano 100 ul radioindikatoru. Do 5 zkumavek (S1-S5) bylo pipetovano po 50 ul
kalibratord (koncentra¢ni rozmezi 2,91 — 291 ulU/ml), do 2 zkumavek (K1 a K2) bylo
pipetovano 50 pl kontrolniho vzorku a do zbylych zkumavek bylo pipetovano 50 pl
vzorku dobrovolnikii. Do vSech zkumavek bylo pfidano po 100 ul radioindikatoru
a vSechny zkumavky byly protifepany. Za stalého tfepani (670 kmiti/min) byly vzorky
inkubovany 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Obsah zkumavek (s vyjimkou 2 zkumavek
pro stanoveni celkové aktivity) byl peclivé odsan, a nasledné 2x promyt 2 ml
promyvaciho roztoku. Ve vSech zkumavkach byla méfena radioaktivita v cpm (,,counts

per minute) po dobu 1 minuty.

4.2.6 Stanoveni LPL

4.2.6.1 Intravenozni tukovy toleranc¢ni test IVTTT) — stanoveni aktivity in vivo

Princip metody:

VySetiovanym osobam je i.v. aplikovan 20% Intralipid (0,1 g tuku/l kg
hmotnosti). Intralipid je tukova emulze, ktera je metabolizovana LPL analogicky jako
Castice chylomikronii. Zmény koncentrace tukové emulze po podani Intralipidu jsou
hodnoceny nefelometricky.

Nefelometrie je analytické stanoveni koncentrace disperznich latek v kapalinach
na zékladé meéfeni rozptyleného svétla disperzi. Pfi prichodu svételnych paprski
kapalinou, ktera obsahuje jemné¢ rozptylené nerozpusténé castice, dochazi k rozptylu
svétla do vSech sméri. Koncentraci suspendovanych ¢astic zjistime métenim svételného
toku, ktery je Casticemi odrdzen kolmo nebo pod ur€itym uhlem na smér dopadajiciho
paprsku. (http://amapro.cz/encyklopedie/chemie/nefelometrie.php, 21. 3. 2013)
Pfistroje:

Centrifuga Allegra X-12R (Beckman Coulter, USA)
Nefelometr typ 238 (Scientific Furnishings Ltd., UK)
Chemikalie:

Heparin (Léciva a.s., Dolni Mécholupy; 5 000 1U/ml)
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Intralipid 20% (Frasenius Kabi, Uppsala, Svédsko)
Fyziologicky roztok 0,9% (B. Braun, Némecko)

Pracovni postup:

Dobrovolnikim byl intraven6zné aplikovan Intralipid v mnozstvi 0,5 ml/kg
hmotnosti. Po aplikaci byla dobrovolnikim po dobu 40 minut odebirana krev
v Sminutovych intervalech pro nefelometrické stanoveni koncentrace tukové emulze
V séru.

Krev byla odebrana do 2,5ml vakuet se separacnim gelem. Vzorky byly
ponechany 10 — 50 minut pii pokojové teploté a nasledné sto¢eny Vv centrifuze (15 min,
3000x g, 4 °C). Separacni gel ve vakueté vytvoii po centrifugaci bariéru mezi krevnim
sérem a srazenou krvi. Sérum ve vakueté bylo promichano obracenim zkumavky
a 100 pl séra bylo pieneseno do plastové zkumavky s 5 ml fyziologického roztoku.
Vznikly 50x fedény vzorek byl dikladné vortexovan a zméten v nefelometru. Méteni
bylo provéadéno v duplikatech.

Vyhodnoceni:

Z namétenych hodnot ,light scattering index se po logaritmické transformaci

vypocitava rychlostni konstanta k2 (konstanta 2. fddu) pro vycefeni tukové emulze,

kterd je povazovana za miru aktivity LPL in vivo (Obr. 8).
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ETANOL

1. 2. primér [min]  In IVTTTA (0°)
A0 | 7 6 6,5 0 6
A5 | 164 165 164,5 | 158 5 15,063
Al0| 95 99 97 90,5 | 10 |4,505 5
Al5| 72 76 74 675 | 15 |4,212
A20| 58 60 59 52,5 | 20 |3,961 7 4
A25] 50 51 50,5 44 25 3,784 =z 3
A30 | 38 40 39 325 | 30 |3,481 -
A35| 24 24 24 175 | 35 |2,862 2
A40 | 23 23 23 16,5 | 40 |2,803 1 y =-0,0629x + 5,2483
intercept 5,248 R?*=0,9755
smérnice -0,06 0 . . . )
k2 6,286 0 10 20 30 40
r= -0,99 €as [min]
BO | 7 7 7,0 0
B5 | 165 164 164,5 |157,5| 5 |5,059 6

B10 | 110 110 110,0 [103,0] 10 |4,635
B15( 82 82 82,0 | 750 | 15 |4,317
B20| 70 69 69,5 | 625 | 20 [4,135 4
B25( 64 60 62,0 | 550 | 25 |4,007

N
B30 | 42 41 415 | 345 ] 30 [3541 z 3
B35| 41 40 40,5 | 335 | 35 |3,512 - 2
B40 | 33 31 32,0 | 25,0 | 40 |3,219 B
intercept 5,176 1 LS _O’F?f ?%X9;§'1759
smérnice  -0,05 T
k2 4,990 0 - - . .
r= -0,99 0 10 20 30 40
€as [min]
1. 2. pramér [min] In .
0T 3 - 75 5 IVTTT C (300°)
C5 | 155 154 1545 |1470| 5 (4,990 6

C10) 119 113 116,0 |108,5| 10 |4,687
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Obr. 8: Protokol nefelometrického stanoveni hodnoty k2.
Protokol nefelometrického stanoveni hodnoty k2 v opakovanych IVTTT u jednoho
z dobrovolniki, kterému byl podan alkohol.
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4.2.6.2 Stanoveni aktivity LPL

Princip metody

Aktivita LPL byla stanovena metodou vyuzivajici jako substrat radioaktivné
znateny trioleylglycerol.  Vzorek se inkubuje S Intralipidem znacenym
3H-triolelglycerolem pii 26 °C a méfi se mnozstvi 3H-ole4tu uvolnéného pii inkubaci.
Uvolnéné volné MK jsou separovany a z jejich radioaktivity vypocitana aktivita vzorku.
Aktivita HL se inhibuje specifickou protilatkou a do reakéni smési je pridavano tepelné
inaktivované sérum jako zdroj aktivatoru - apo C-lI (Bengtsson-Olivecrona and
Olivecrona, 1992).

Ptistroje:
Sonikator UP 2005 (Hielscher, Némecko)
Beta Counter Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer, USA)
Centrifuga Allegra X-12R (Beckman Coulter, USA)
MiniCentrifuga (Labnet International, Inc., USA)
Chemikalie:
3H-triolein v toluenu-etanolu (1:1), (Perkin Elmer, USA)
2,47 TBg/mmol, 66,8 Ci/mmol,
Aktivaéni sérum
— tepeln¢ inaktivované sérum - zdroj apo C-Il (poolované sérum zdravych osob,
které bylo inkubovano 45 minut pii 58 °C)
Deionizovana voda
Fyziologicky roztok 0,9% (B. Braun, Némecko)
Heptan p.a. (Penta, Praha)
Chloroform p.a. (Penta, Praha)
Inkubacni pufr

0,3 M Tris p.a. (Penta, Praha)

0,2 M Heparin (Léciva a.s., Dolni Mécholupy; 5 000 1U/ml)

12% Hovézi sérovy albumin (PAA Laboratories GmbH, Francie)

pH upraveno pomoci HCI na hodnotu 8,5
Intralipid 20% (Frasenius Kabi, Uppsala, Svédsko)

Metanol (J.T. Baker, Nizozemsko)
Scintila¢ni roztok Rotiszint ecco plus (Carl Roth GmbH + Co.KG, Némecko)
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Specificka protilatka proti HL (antiHL)
- dar Prof. H. Jansena, Erasmus University, Nizozemsko
Uhli¢itan sodny (Na,CO3), pH 10,5, 0,1 M

Pracovni postup

Priprava vzorkii

Vzorky pro stanoveni aktivity LPL byly odebrany 10 minut po intravendzni
aplikaci heparinu, centrifugovany (15 min, 3 000X g, 4 °C) a plazma uloZena v - 80 °C.
V den stanoveni byly vzorky rozmraZzeny v lazni voda-led a veSkera manipulace
se vzorky probihala v této lazni.

Specificka protilatka antiHL, kterd inhibuje jaterni lipdzu, byla rozmraZena
a 10x nafedéna fyziologickym roztokem. Do mikrozkumavek Eppendorf (1,5 ml) bylo
pipetovano 45 pl nafedéné antiHL a pfidano 45 pl vzorku. Vzorky byly 3 hodiny
inkubovany v lazni voda-led v chladové mistnosti. Po ukonceni inkubace byly vzorky
centrifugovany (6 min, 10 000x g, 4 °C).
Priprava substratu

Do sklenéné zkumavky bylo pipetovano 60 pl *H-trioleinu a rozpoustédlo bylo
evaporovano pod dusikem. Do zkumavky byl pfidan 1 ml 20% Intralipidu
a 1 ml deionizované vody. Vznikla smés byla sonikovéana 10 minut za stdlého chlazeni
Vv lazni voda-led (nastaveni sonikatoru: cycle 0,6; amplitude 35 %).
Priprava inkubacniho média

Inkuba¢ni médium bylo pfipraveno smisenim jednotlivych komponent v nize
uvedenych pomérech:

10 dilt inkubaéniho pufru pro stanoveni LPL

1 dil substratu

1 dil aktivacniho séra

6 dili deionizované vody.
Médium bylo dikladné promichano a pipetovano do sklenénych zkumavek dle
pfipraveného rozpisu.
Inkubace

Do sklenéné zkumavky pro inkubaci bylo pipetovano 180 ul inkuba¢niho média.
Do zkumavek slouzicich jako blank bylo pipetovano 180 pl inkuba¢niho média a 20 pl
vody. Zkumavky byly pieneseny do vodni 1azné o teploté¢ 26 °C a temperovany 5 minut.
Poté bylo do kazdé¢ zkumavky pipetovano 20 pl vzorku po preinkubaci dle predem

piipraven¢ho ¢asového rozpisu, kazdy vzorek byl inkubovan v triplikatech. Inkubace
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probihala ve vodni lazni pii teploté 26 °C za stalého mirného tfepani. Inkubace kazdého
vzorku trvala 1 hodinu a byla wukoncena pfidanim 3,25 ml smési
metanolu : chloroformu : heptanu (MCH) v poméru 1,41 : 1,25 : 1 (v/v/v).
Extrakce

Vzorky byly v MCH ponechéany alespont 5 minut. Poté bylo ptidano 1,05 ml
Na,CO;3; a vzorky ponechany 20 minut pii pokojové teploté. Vzorky byly dukladné
vortexovany a centrifugovany (15 minut, 3 000x g, 22 °C). Z horni metanolické faze,
ktera obsahuje volné MK, bylo odebrano 0,8 ml, pfeneseno do scintila¢ni lahvicky
a pridano 8 ml scintila¢niho roztoku. Pro stanoveni celkové aktivity bylo pouzito 180 pl
inkubaéniho média. V kazdém meéfeni byl jako pozitivni kontrola pouzit kontrolni
vzorek lidské poheparinové plazmy, a také castecné purifikovana LPL z kravského
mléka.
Meéreni

Radioaktivita kazdého vzorku byla méfena na betacounteru po dobu 5 minut.
Pro dalsi vypocty byly pouzity hodnoty dpm (,,desintegration per minute - rozpady za
minutu.)
Vypocet aktivity

Aktivita je vyjadfovana jako mnozstvi MK [mmol] uvolnénych lipoproteinovou
lipdzou pfitomnou v 1 I poheparinové plazmy za 1 hodinu.

Aktivita byla vypoctena podle vzorce:

A= dpmy,orku — APMplank y V.horni faze 10 100 000 3

dpmcelkové Vodebrany Mm trioleinu szorku

V. horni faze - celkovy objem horni faze = 2,45 ml

Vodebrany - Objem odebrany z horni faze pouzity pro méfeni = 0,8 ml
Vyzorku - Objem vzorku =10 pl

M, - molekulova hmotnost trioleinu = 885,7

3 - korekce na pocet molekul MK v jedné molekule trioleinu
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4.2.6.3 Méteni koncentrace LPL pomoci ELISA kitu

Pro méteni koncentrace LPL byl pouzit ELISA kit od spolecnosti ALPCO
Diagnostics (Salem, NH).
Princip metody

Koncentrace LPL byla stanovena pomoci metody nazyvané sendvicova ELISA.
Purifikovanda mysSi monoklondlni protilatka (LPL-MoAb) je pevné navazana
K polystyrenové matrici. Sledovany antigen (LPL) reaguje s touto protilatkou. Nasledné
je ptidano kufeci antisérum proti LPL (Anti-LPL-PoAb), které se vaze na jiny epitop
LPL. Poté jsou pfidany kozi protilatky proti kufecim IgG znacené kienovou
peroxidazou (PoAb) za vzniku komplexu protilatka-antigen-protilatka-protilatka.
Nakonec je pfidan substrat, o-fenyldiamin. Kienova peroxidaza katalyzuje oxidaci
substratu peroxidem vodiku za vzniku tmavé modrého produktu, ktery se po jejim
zastaveni stop Cinidlem (HzSOs) zméni na zluty produkt a nasledné dochéazi ke
spektrofotometrickému stanoveni.

Ptistroje

Destickovy reader Synergy 2 (BioTek, USA)

Chemikalie

ELISA kit od spole¢nosti ALPCO Diagnostics (Salem, NH) obsahujici:

96jamkovou desticku potazenou monoklonalni protilatkou (LPL-MoAD)

koncentrovany promyvaci pufr

fedici pufr

lyofilizovanou kuteci polyklonalni protilatku (Anti-LPL-PoAb)

roztok kozi polyklonalni protilatky oznacené kienovou peroxidazou (POAD)

lyofilizovany substrat

pufr pro fedéni substratu

lyofilizovany kalibrator

stop ¢inidlo
Deionizovana voda

Pracovni postup

Koncentrovany promyvaci pufr byl nafedén deionizovanou vodou do
vysledného objemu 1 1. Reagencie, které vyzadovaly fedéni, byly nalezit¢ nafedény

podle instrukci vyrobce.
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Ke stanoveni byly pouzity vzorky ziskané pted aplikaci heparinu a 10 minut
po ni. Vzorky ziskané pied aplikaci heparinu byly natfedény 21x (20 pl vzorku + 400 pl
fediciho pufru). Poheparinové vzorky byly nafedény 81x ve dvou krocich (1. fedéni:
20 ul vzorku + 160 pl fediciho pufru; 2. fedéni: 20 pl roztoku + 160 ul fediciho pufru).

Natedénim lyofilizovaného kalibratoru byl ziskan kalibra¢ni roztok
0 koncentraci 24 ng/ml. Postupnym fedénim (1:1) kalibra¢niho roztoku fedicim pufrem
byla pfipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 24, 12, 6, 3, 1,5, 0,75 a 0,375 ng/ml.

Na 96jamkovou desticku bylo pipetovano po 50 ul kalibratord, po 50 pl fediciho
pufru (blank) a po 50 pl nafedénych vzorkt dle ptredem piipraveného rozpisu. Desticka
byla inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Inkubace byla ukoncena vyklepnutim
roztoku z jamek. Jamky byly 3x promyty 350 ul promyvaciho pufru. Na desticku bylo
pipetovano 50 ul roztoku Anti-LPL-PoAb. Desticka byla inkubovana 30 minut pfi
laboratorni teploté. Inkubace byla ukoncena vyklepnutim roztoku z jamek. Jamky byly
3x promyty 350 pl promyvaciho pufru. Na desticku bylo pipetovano 50 ul roztoku
polyklonalni protilatky oznacené kienovou peroxiddzou (PoAb). Desticka byla
inkubovana 30 minut pfi laboratorni teploté. Inkubace byla ukonéena vyklepnutim
roztoku z jamek. Jamky byly 3x promyty 350 pl promyvaciho pufru. Na desti¢ku bylo
pipetovano 50 pl roztoku substratu, o-fenylendiaminu, a byla ponechana 15 minut
pii laboratorni teploté. Po 15 minutach bylo pipetovano 50 ul stop ¢inidla. lhned byla
mefena absorbance pifi vinové délce 492 nm. Hodnoceni bylo provadéno pomoci

programu pftistroje Synergy 2.
4.2.7 Stanoveni apolipoproteini
4.2.7.1 Stanoveni koncentrace apo A-V Vv plazmé

Pro méteni koncentrace apo A-V byl pouzit ELISA kit od spole¢nosti Cusabio
Biotech Co., Ltd. (Cina).
Princip metody:

Koncentrace apo A-V byla stanovena pomoci metody nazyvané sendvicova
ELISA. Purifikovana specificka protilatka proti apo A-V je pevné navazana
k polystyrenové matrici. Apo A-V ze vzorku reaguje s touto protilatkou. Na navazany
apo A-V se vaze dalsi protilatka konjugovana s biotinem, ktera rozpoznava jiny epitop
antigenu. Nasledné je ptidana kienova peroxidaza (HRP) konjugovana s avidinem.

Avidin se vaze k molekule biotinu. Nakonec je pfidan substrat. Kienova peroxidaza
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katalyzuje oxidaci substratu peroxidem vodiku za vzniku tmavé modrého produktu,
ktery se po zastaveni reakce zméni na zluty spektrofotometricky kvantifikovatelny
produkt.
Ptistroje:
Destickovy reader Synergy 2 (BioTek, USA)
Biologicky termostat BT120 (Laboratorni piistroje, Ceskoslovensko)
Chemikalie:
ELISA kit od spole&nosti Cusabio Biotech Co., Ltd. (Cina) obsahujici:
96jamkova desticka s navdzanou protilatkou
100x koncentrovana protilatka konjugovana s biotinem
100x koncentrovany avidin konjugovany s HRP
koncentrovany promyvaci pufr
fedici pufr
lyofilizovany standard
TMB substrat
stop c¢inidlo

Pracovni postup:

Reagencie, které vyzadovaly tfedéni, byly ndlezit¢ nafedény podle instrukci
vyrobce.

Ke stanoveni koncentrace byly pouzity vzorky ziskané ptfed aplikaci heparinu
ab, 10, 15, 20, 40 a 60 minut po ni. Vzorky byly nafedény ve dvou krocich 400x
(1. fedéni: 5 pl vzorku + 95 pl fediciho pufru; 2. fedéni: 15 pl roztoku + 285 ul fediciho
pufru).

Nafedénim standardu byl ziskan zasobni roztok o koncentraci 2 000 pg/ml.
Postupnym tedénim (1:1) zadsobniho roztoku fedicim pufrem byla pfipravena kalibracni
fada o koncentracich 2 000, 1 000, 500, 250, 125, 62,5 a 31,25 pg/ml.

Na desticku bylo pipetovano po 100 ul kalibrator, po 100 ul fediciho pufru
(blank) a po 100 pl nafedénych vzorku dle pfedem piipraveného rozpisu. Desticka byla
inkubovana 2 hodiny v termostatu pii 37 °C. Inkubace byla ukoncena vyklepnutim
roztoku z jamek. Na desticku bylo pipetovano 100 ul roztoku protilatky konjugované
s biotinem. Desticka byla inkubovana 1 hodinu v termostatu pii 37 °C. Inkubace byla
ukon¢ena vyklepnutim roztoku z jamek. Jamky byly 3x promyty 200 ul promyvaciho
pufru. Na desticku bylo pipetovano 100 pl roztoku avidinu konjugovaného s HRP.
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Desticka byla inkubovana 1 hodinu v termostatu pii 37 °C. Inkubace byla ukoncena
vyklepnutim roztoku z jamek a jamky byly 5x promyty 200 pl promyvaciho pufru.
Na desticku bylo pipetovano 90 pul TMB substratu a desti¢ka byla inkubovana 30 minut
V termostatu pfi teploté 37 °C. Po 30 minutach bylo pipetovano 50 ul stop ¢inidla. Ihned
byla méfena absorbance pfi vinové délce 450 nm. Hodnoceni bylo provadéno pomoci

programu pfistroje Synergy 2.
4.2.7.2 Méreni koncentrace apo B pomoci ELISA Kitu

Pro méteni koncentrace Apo B byl pouzit ELISA Kit od spole¢nosti Abcam plc.
(UK).

Princip metody

Koncentrace Apo B byla stanovena pomoci metody nazyvané sendviova
ELISA. Purifikovana polyklonalni protilaitka proti apo B je pevné navazana
Kk polystyrenové matrici. Apo B ze vzorku reaguje s touto protilatkou. Pfidana druha
polyklonalni protildtka konjugovand s biotinem se vadZze na apo B na jiny epitop.
Nésledné je pfidana kienova peroxiddza konjugovana se streptavidinem, ktery se vaze
na molekulu biotinu. Nakonec je pfidan substrat. Kienova peroxidaza katalyzuje oxidaci
substratu peroxidem vodiku za vzniku tmavé modrého produktu, ktery se po zastaveni
reakce stop Cinidlem zméni na Zluty produkt a nasledné dochazi ke
spektrofotometrickému stanoveni.

Ptistroje

Desti¢kovy reader Synergy 2 (BioTek, USA)
Chemikalie

ELISA Kit od spole¢nosti Abcam plc. (UK) obsahujici:

96jamkovou desticka s navazanou polyklonalni protilatkou

lyofilizovany standard lidského Apo B

koncentrovanou biotinylovanou protilatku proti Apo B

koncentrovany fedici pufr

koncentrovany promyvaci pufr

koncentrovanou konjugovanou streptavidin-peroxidazu

chromogenni substrat

stop ¢inidlo

Deionizovana voda
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Pracovni postup

Reagencie, které vyzadovaly fedéni, byly ndlezité¢ nafedény podle instrukci
vyrobce.

Apo B bylo méteno ve VLDL izolovanych ultracentrifugaci. Vzorky byly
fedény ve 2 krocich 500x (1. fedéni: 20 pl vzorku + 380 ul fediciho pufru; 2. fedéni:
20 ul roztoku + 480 ul fediciho pufru), vzorky od jednoho dobrovolnika byly fedény
1000x (1. fedéni: 20 pl vzorku + 780 pl fediciho pufru; 2. fedéni: 20 pl roztoku +
480 ul  fediciho pufru) vzhledem kjeho vysoké koncentraci VLDL-TG
a VLDL-cholesterolu.

K Apo B standardu byl piidan odpovidajici objem fediciho pufru tak, aby
vysledna koncentrace Apo B byla 0,25 pg/ml (k 0,75 pg standardu byly pfidany 3 ml
fediciho pufru). Postupnym fedénim (1:1) kalibra¢niho roztoku fedicim pufrem byla
piipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 0,25, 0,125, 0,063, 0,031, 0,016
a 0,008 pg/ml.

Na desticku bylo pipetovano po 50 pl kalibratort, po 50 pl fediciho pufru
(blank) a po 50 ul nafedénych vzorki dle ptredem piipraveného rozpisu. Desti¢ka byla
inkubovana 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Inkubace byla ukoncena vyklepnutim
roztoku z jamek. Jamky byly 5x promyty 200 ul promyvaciho pufru. Na desticku bylo
pipetovano 50 ul roztoku biotinylované Apo B protilatky. Desticka byla inkubovana
1 hodinu pfi laboratorni teploté. Inkubace byla ukoncena vyklepnutim roztoku z jamek
a jamky byly 5x promyty 200 ul promyvaciho pufru. Na desticku bylo pipetovano 50 pl
peroxiddzy konjugované se streptavidinem. Desticka byla inkubovéna 30 minut pii
laboratorni teploté. Inkubace byla ukoncena vyklepnutim roztoku z jamek. Jamky byly
5x promyty 200 pl promyvaciho pufru. Na desticku bylo pipetovano 50 pl
chromogenniho substrditu a byla ponechdna 10 minut pii laboratorni teploté.
Po 10 minutach bylo pipetovano 50 pl stop Cinidla. Thned byla méfena absorbance pfi

vinové délce 450 nm. Hodnoceni bylo provadéno pomoci programu piistroje Synergy 2.
4.3 Statistické zpracovani vysledki

4.3.1 Vliv i.v. aplikace heparinu na koncentraci apo A-V

Casovy pribéh jednotlivych parametrii byl hodnocen analyzou rozptylu pro

opakovana méfeni v programu GraphPad Instat 3. V ptipadé, ze byly pomoci této
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metody zjiStény statisticky vyznamné rozdily, byly rozdily identifikovany s pomoci

nasledného (post hoc) t-testu s Bonferroniho korekei.

4.3.2 Regulace lipoproteinové lipazy po podani alkoholu

Dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) pro opakovand méfeni byla pouzita
pro zjisténi, zda se od sebe lisi pribéh zmén jednotlivych parametri po podéani alkoholu
a vody. Hodnoceni bylo provedeno RNDr. Vérou Lanskou, CSc. s pouzitim programu
JMP® 10.0.0 SAS Institute Inc. V p¥ipads, Ze byly touto metodou detekovany rozdily,
byly provedeny nasledné t-testy pro jednotlivé casové body s Bonferroniho korekci.
Casovy pribéh jednotlivych parametra byl dale hodnocen analyzou rozptylu pro

opakovana méfeni v programu GraphPad Instat 3.

Vysledky jsou prezentovany jako primér + smérodatna odchylka.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vliv i.v. aplikace heparinu na koncentraci apo A-V

Intravendzni aplikace heparinu vyvolala pokles triglyceridémie az na zhruba
polovi¢ni hodnotu po 40 minutach a dale se neménila (Obr. 9). Hladina cholesterolu
pfechodné poklesla bezprostiedné po aplikaci heparinu o 7 % a poté se vratila

k ptivodnim hodnotam (Obr. 10).

1.5-
% 1.0 *kk
£
gl *k*k *kk
O 0.5
0.0 ) L] L) 1 I L) 1
0 10 20 30 40 50 60
¢as [min]

Obr. 9: Koncentrace TG po i.v. podani heparinu.
**% p < 0,001 proti ¢asu 0 (n = 6).
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Obr. 10: Koncentrace cholesterolu po i.v. podani heparinu.
**p<0,01, * p<0,05 proti ¢asu 0 (n = 6).
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Primérna koncentrace apo A-V se po aplikaci heparinu vyznamné neménila
(Obr. 11 A). To je patrné i z prubéhu zmén v koncentraci apo A-V u jednotlivych
dobrovolniku (Obr. 11 B). Z téchto vysledki je ziejmé, Zze apo A-V vykazuje velkou

interindividudlni variabilitu.
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Obr. 11: Koncentrace apo A-V po i.v. aplikaci heparinu.
A — primérné hodnoty, B — individualni hodnoty (n = 6).

42



Aktivita LPL vyrazné vzrostla po i.v. aplikaci heparinu s maximem mezi 10. az
40. minutou (Obr. 12).
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Obr. 12: Aktivita LPL po i.v. podani heparinu.
***p < 0,001 proti ¢asu 0 (n = 6).

5.2 Regulace lipoproteinové lipazy po podani alkoholu
5.2.1 Vliv podani alkoholu na koncentraci etanolu v plazmé

Koncentrace alkoholu na poc¢atku experimentu byla u vSech dobrovolnikd pod
mezi detekce. Tricet minut po konzumaci vodky (32 g etanolu) bylo naméteno

maximum, poté koncentrace linearné klesala (Obr. 13).
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Obr. 13: Zmény koncentrace alkoholu.
Alkohol byl podan v ¢ase 60 minut.
**% p < 0,001 proti ¢asu 60 (n = 8).
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5.2.2 Vliv podani alkoholu na aktivitu a koncentraci LPL

U vsech dobrovolniktl byly v kazdém experimentu provedeny tfi intravenozni
tukové toleran¢ni testy (IVTTT), prvni pifed podadnim alkoholu (0 minut), druhy dvé
hodiny po podéani alkoholu (180 minut) a tfeti ¢tyfi hodiny po podéani alkoholu (300
minut). Hodnota k2, zji§ténd pomoci IVTTT, vyznamné poklesla po podéani alkoholu,
ato vpriméru o 25%. V kontrolnim experimentu, kdy byla dobrovolnikim podéna
pouze voda se hodnota k2 vyznamné nemeénila. Pribéh obou kiivek hodnoceny
dvoufaktorovou analyzou rozptylu pro opakovana méfeni se statisticky vyznamné lisil
(p =0,007), (Obr. 14).

Heparin pro stanoveni aktivity LPL byl dobrovolnikim aplikovan 10 minut
po ukonceni posledniho IVTTT (350 minut) a krev pro stanoveni aktivity odebrana
0 10 minut pozd¢ji. Koncentrace LPL byla stanovena ve vzorku plazmy odebrané v Case
pred aplikaci heparinu (350 minut) a v poheparinové plazmé (360 minut). Aktivita LPL
byla signifikantné niz8i po podani alkoholu, a to o 23 % (Obr. 15). Koncentrace enzymu
vyznamn¢ vzrostla, a to pfi podani vody témét 10x a pii podéni alkoholu témét 8x.
Mezi skupinami nebyl ve vzestupu pozorovan statisticky vyznamny rozdil (Obr. 16).

Specificka aktivita enzymu se mezi dvéma experimenty neliSila.
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Obr. 14: Hodnota rychlostni konstanty k2 pro vy¢efeni i.v. podané tukové emulze.
Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut.
**% 15 < 0,001 proti casu 0, * p < 0,01 porovnani mezi vodou a etanolem (n = 8).
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Obr. 15: Aktivita LPL.
*p < 0,05, porovnani mezi etanolem a vodou (n = 8).
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Obr. 16: Koncentrace LPL.
**% p < 0,001 oproti ¢asu 0, *** p < 0,01 oproti ¢asu 0 (n = 8).
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5.2.3 Vliv podani alkoholu na lipidové parametry

Intravenodzni aplikace Intralipidu v mnozstvi (0,1 g tuku/kg hmotnosti) vedla
k vzestupu hladiny TG, ktera vSak nebyla v prabéhu IVTTT méfena. Zvysenou hladinu
TG lze v§ak pozorovat na konci kazdého z IVTTT (40, 220 a 340 minut),(Obr. 17). Cést
vzestupu TG lze piicitat 1 koncentraci glycerolu, na kterou nebyla v téchto pokusech
provadéna korekce. Dvoufaktorovou ANOVA pro opakovana méfeni bylo zjiSténo,
ze prubéh triglyceridémie se mezi obéma experimenty vyznamné lisi (p = 0,003) a TG
se po konzumaci alkoholu kumuluji v plazmé¢. Rozdil mezi obéma kiivkami dosahl
statistické vyznamnosti aZ na konci experimentu (hodnoceno néslednymi t-testy
s Bonferroniho korekci).

Koncentrace NEMK naopak po konzumaci alkoholu poklesla — zhruba o 40 %
ve 180. minut€¢ a zhruba o 35 % v 300. minuté. V kontrolnim experimentu se
koncentrace NEMK neménila. Pribéh obou kiivek se statisticky vyznamné lisil
(p = 0,026, dvoufaktorova ANOVA pro opakovana méieni), (Obr. 18).

Hladina celkového cholesterolu vyznamné poklesla jak pii podani alkoholu, tak
pii podani vody. Pokles v pfipad¢ alkoholu trval do 180. minuty, poté se vratil
K piivodnim hodnotam. V pfipadé vody byla hladina cholesterolu vyznamné sniZena
az do ukonceni experimentu (Obr. 19). Pfi podani alkoholu doslo k vyznamnému
poklesu hladiny HDL cholesterolu, ktery se pohyboval mezi 7 - 10 % a pietrval
po celou dobu experimentu. Naopak u vody nedoslo k vyznamnym zménam (Obr. 20).

Hladina LDL cholesterolu vyznamné poklesla v obou ptipadech (Obr. 21).
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Obr. 17: Koncentrace TG.

Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut.

*** p < 0,001 oproti ¢asu 0, *** p < 0,001 oproti ¢asu 0, ** p < 0,01 proti ¢asu 0,
*p < 0,05 porovnani mezi vodou a etanolem (n = 8).
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Obr. 18: Koncentrace NEMK.

Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut.

%% 1 < 0,001 oproti asu 0, ** p < 0,01 oproti &asu 0, * p < 0,05 porovnani mezi vodou
a etanolem (n = 8).
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Obr. 19: Koncentrace cholesterolu.

Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut.

*#% p < 0,001 oproti ¢asu 0, ** p < 0,01 oproti ¢asu 0, *** p < 0,001 oproti ¢asu 0,
** p <0,01 oproti ¢asu 0 (n = 8).
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Obr. 20: Koncentrace HDL cholesterolu.
Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut.
*** p < 0,001 oproti ¢asu 0,** p < 0,01 oproti ¢asu 0 (n = 8).
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Obr. 21: Koncentrace LDL cholesterolu.

Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut.

k% p < 0,001 oproti ¢asu 0, *** p < 0,001 oproti ¢asu 0, ** p < 0,01 oproti ¢asu 0
(n=8).
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5.2.4 Vliv podani alkoholu na inzulin a glukézu

Hladina inzulinu se vyznamné nezménila, a to ani po podani alkoholu ani
po podani vody (Obr. 22). Oproti tomu hladina glukézy vyznamné poklesla pouze
po podani alkoholu. Pribéh kiivek glykémie po podani alkoholu a vody se statisticky
vyznamné lisil (p = 0,043, dvoufaktorova ANOVA pro opakovana méteni), (Obr. 23).
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Obr. 22: Koncentrace inzulinu.
Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut (n = 8.)
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Obr. 23: Koncentrace glukozy.
Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut.

%% 1 < 0,001, * p < 0,05 oproti Gasu 0; * p < 0,05 porovnani mezi vodou a etanolem
(n=8).
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5.2.5 Vliv podani alkoholu na sloZeni VLDL

Frakce obsahujici VLDL ¢astice byla ziskana ultracentrifugaci, a to v ¢asech 0,
55, 120, 180 a 300 minut. V ziskanych vzorcich byl stanoven cholesterol, TG a apo B.

Hladina cholesterolu ve VLDL vyznamn¢ vzrostla po podani alkoholu, a to 1,6x
v Case 300 minut oproti ¢asu 0. Po podani vody nedoslo k vyznamnym zménam
(Obr. 24). Prubéh obou kiivek se statisticky vyznamné lisil (p = 0,002, dvoufaktorova
ANOVA pro opakovand méfent).

Hladina TG ve VLDL vyznamné vzrostla v ¢asech 60 a 300 minut pfi podani
alkoholu, naopak, pfi podani vody doSlo v téchto Casech k vyznamnému poklesu.
Pribéh obou kiivek se statisticky vyznamné 1isil (p = 0,0001, dvoufaktorovd ANOVA
pro opakovana méteni), (Obr. 25).

Hladina apo B ve VLDL se vyznamné neménila, a to ani po podani alkoholu ani
po podani vody (Obr. 26).
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Obr. 24: Koncentrace VLDL cholesterolu

Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut.

**%* p < 0,001 oproti ¢asu 0, ** p < 0,01 oproti ¢asu 0 (n =8.)
VLDL-C - cholesterol VLDL

51



g
o
]

-o- etanol

- voda
*_*_* *%

-
(3}
1

o
(3]
1

VLDL-TG [mmol/l]
o

*k%k
*%

L) 1 L) L)
0 60 120 180 240 300
¢as [min]

o
()

Obr. 25: Koncentrace VLDL-TG.

Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut.

*#% p < 0,001 oproti ¢asu 0, ** p < 0,01 oproti ¢asu 0, *** p < 0,001 oproti ¢asu 0,
**n < 0,01 oproti ¢asu 0 (n = 8).

VLDL-TG - TG ve VLDL.
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Obr. 26: Koncentrace VLDL apo B.
Podani alkoholu nebo vody v ¢ase 60 minut (n = 8).

52



5.3 Porovnani metod hodnoceni vysledkia IVTTT

U tfi nahodné zvolenych kiivek ziskanych v pribéhu IVTTT bylo vedle
nefelometrického hodnoceni popsaného vySe provedeno i hodnoceni na zékladé
stanoveni koncentrace TG. Protoze Intralipid obsahuje ekvimolarni mnozstvi TG
a glycerolu bylo nutné na koncentraci glycerolu korigovat. Namétené koncentrace TG
v Lipidové laboratoii (bez korekce na glycerol, TG LL), koncentrace glycerolu
a korigovana koncentrace TG jsou prezentovany na Obr. 27. V souladu s o¢ekavanim
koncentrace glycerolu i TG vzrostla po aplikaci Intralipidu a postupné se vracela
K piivodnim hodnotam. Ze zjisténych korigovanych hodnot TG byla vypoctena hodnota
k2 stejnym zptisobem jako v nefelometrickém stanoveni (Obr. 28). Hodnoty k2 zjisténé
timto zplsobem byly niz§i nez hodnoty k2 zjisténé nefelometricky. Hodnota
korelacniho koeficientu pro zéavislost logaritmicky transformované koncentrace TG na
Case byla niz§i nez hodnota korelacniho koeficientu pro vysledky nefelometrického
hodnoceni. Navic vysledky obou metod jsou v rozporu — nejvyssi hodnota k2 ziskana
z nefelometrického vyhodnoceni byla zjisténa pro vySetieni H IVTTT A, zatimco na
zaklad¢ stanoveni TG byla nejvyssi hodnota k2 zjisténa pro vySetieni H IVTTT B
(Tab. 3).
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Obr. 27: Koncentrace TG.
Koncentrace TG nekorigovana na piitomnost glycerolu (TG LL), koncentrace glycerolu
a skute¢na koncentrace TG v pribéhu tfi ndhodné vybranych IVTTT.
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Obr. 28: Vyneseni logaritmicky transformovanych dat.
Vyneseni logaritmicky transformovanych dat tfi nahodné¢ vybranych IVTTT
hodnocenych na zaklad¢ stanoveni TG nebo nefelometricky.

Tab. 3: Hodnoty k2 a korela¢niho koeficientu.
Hodnoty k2 a korelacniho koeficientu pro 3 nahodn¢ vybrané IVTTT zjisténé
na zaklad¢ stanoveni TG nebo nefelometrického stanoveni.

TG Nefelometrie
k2 r k2 r

GIVTTTA | 2,170 | -0,935 | 2,832 | -0,992

HIVTTTA | 2,635 | -0,953 | 5,040 | -0,997

HIVTTTB | 3,242 | -0,995 | 3,501 | -0,996
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6. DISKUZE

6.1 Vliv i.v. aplikace heparinu na koncentraci apo A-V

Apo A-V byl ptivodné objeven jako novy gen, jehoz méné bézné varianty jsou
spojeny s extrémni hypertriglycéridémii (Pennacchio et al., 2001), pfi¢emz jeho pfesna
funkce nebyla znama. Prvni experimenty na transgennich apo A-V a ,knock-out*
apo A-V mysich ukazaly, ze deficit genu vede k vzestupu triglyceridémie a zvySena
exprese genu naopak k hypotriglyceridémii. Tato pozorovani byla vysvétlovana
na urovni regulace aktivity LPL a byl vysloven predpoklad, ze apo A-V je aktivatorem
enzymu (Marcais et al., 2005; Merkel and Heeren, 2005). Druha skupina, ktera apo A-V
nezavisle objevila, zjistila, Ze jde o gen, jehoz exprese V jatrech je mnohondsobné
zvySena po 70% resekci jater u potkana. (van der Vliet, 2001). Tito autofi
predpokladali, ze apo A-V snizuje sekreci VLDL-TG z jater.

Za klasicky aktivator LPL v cirkulaci je povazovan apo C-Il, o kterém je znamo,
ze jeho koncentrace v cirkulaci je cca 5 uM. Koncentrace aktivni LPL v poheparinové
plazmé je cca 5 nM. Pokud by tedy byl apo A-V aktivatorem enzymu, mohli bychom
ocekavat, ze jeho koncentrace je srovnatelnd s koncentraci apo C-1l. Koncentrace
apo A-V je pouze ~ 10 nM. Uvazime-li, Ze koncentrace VLDL je cca 100nM, pak na
jednu castici VLDL piipada nékolik desitek molekul apo C-1I a jedna molekula
apo A-V piipada na 10 castic VLDL. To by svéd¢ilo proti tloze apo A-V jako
aktivatoru LPL.

Je ovSem také znamo, Ze apo A-V vykazuje vyraznou afinitu k heparansulfatu,
podobné jako LPL. Je tedy mozné, ze vétSina apo A-V je navazédna na HSPG
kapilarniho endotelu podobné jako LPL a lze ho uvolnit do cirkulace i.v. aplikaci
heparinu stejné jako LPL (Lookene et al., 2005; Merkel et al., 2005).

Nase vysledky, ze po i.v. aplikaci heparinu nedochazi ke zméné koncentrace
apo A-V, jsou Vv rozporu s piedstavou, Ze by apo A-V mohlo byt fyziologickym
aktivatorem enzymu. Je mozné, Ze vysledky autord, kteti popsali zvySenou aktivitu LPL
Vv transgennich modelech byly ovlivnény skutecnosti, Ze transgenni zvifata vykazovala
suprafyziologické koncentrace apo A-V. Rovnéz plati, Ze u vSech pacientd, u kterych
byl diagnostikovan deficit apo C-II se rozviji hyperchylomikronémie (Bhatnagar, 1999).
Ptitomnost apo A-V ziejm¢ neni schopna tento defekt eliminovat. Naproti tomu jsou

znamy dvé bézné varianty APOAS, které u nckterych osob vedou k rozvoji extrémni
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hypertriglyceridémie. VétSina homozygotnich nositel téchto variant ma ale TG

normalni nebo jen lehce zvysSené (Hofinek et al., 2003; Vrablik et al., 2003).
6.2 Regulace lipoproteinové lipazy po podani alkoholu

Umirnéna konzumace alkoholu odpovidajici 1 — 2 panakim denné¢ u muza
aluzZen pfiznivé ovlivituje kardiovaskularni morbiditu a mortalitu. Tento jev je
vysvétlovan piiznivym uc¢inkem alkoholu na metabolismus lipidi, zv1asté na vzestup
protektivniho HDL cholesterolu. HDL ovSem ovliviiuje i metabolismus TG a jejich
koncentraci Vv cirkulaci. Vysledky vtomto sméru nejsou zcela jednozna¢né. Bylo
ukézéno, Ze umirnénd konzumace alkoholu zvySuje aktivitu LPL a tedy patrn€ snizuje
koncentraci TG v cirkulaci, na druhé strané¢ metabolismus alkoholu je spojen se
zvysenou lipogenezi v jatrech, ktera by naopak koncentraci TG zvySovala (Baraona and
Lieber, 1979; Lieber, 2003). Proto ziejmé nejsou vysledky studii sledujicich vliv
konzumace alkoholu na hladinu TG jednoznacné.

Zajimavé je, ze akutni podani velkého mnozstvi alkoholu vede u nékterych osob
k hypertriglyceridémii (Baraona and Lieber, 1999), ktera muze vést i K ataku akutni
pankreatitidy. Tento efekt je vysvétlovan inhibici aktivity LPL po podani alkoholu.
Vlivu akutniho podani alkoholu na aktivitu enzymu se vénovali pouze dvé€ prace.

Pokud byl dobrovolnikiim podavan alkohol po dobu 10 hodin (1,85 g
alkoholu/kg hmotnosti), byla aktivita LPL v poheparinové plazmé sniZena proti aktivité
meéfené 14 hodin pied zacatkem pokusu (Schneider et al., 1985). V této studii vSak
nebyl proveden kontrolni pokus bez podani alkoholu a nelze tedy vyloucit, ze aktivita
LPL méfend po podani alkoholu byla snizena v dasledku aplikace heparinu o 24 hodin
diive. Aplikace heparinu vede kuvolnéni enzymu =z endotelialniho povrchu
a predpoklada se, ze vetSina enzymu je poté vychytana jatry. Neni znamo, jak dlouho
trva navrat do ptivodniho stavu. Dalsi prace, kterd se timto problémem zabyvala, méfila
vliv podani alkoholu spolu s pokusnou snidani na spektrum MK v cirkulaci (Pownall,
1994). Autoii zjistili, Ze po podani alkoholu klesl pfispévek MK dietniho ptivodu, coz
by svédcilo pro pokles aktivity LPL. Tento dikaz lze vSak povaZzovat pouze za dukaz
nepiimy.

V této praci bylo zjiSténo, Ze akutni podéani alkoholu v mnozstvi 32 g bylo
spojeno s poklesem aktivity LPL hodnocené pomoci IVTTT. Tato metoda je
povazovana za miru aktivity LPL in vivo a naSe vysledky lze tedy povaZzovat za prvni

ptimy dikaz, ze LPL je alkoholem skutecn¢ inhibovana. Tento nalez je v souladu
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Snalezem, ze aktivita enzymu v poheparinové plazmé je o 23 % niz$i pfiblizné
pét hodin po poziti alkoholu. Koncentrace enzymu Vv poheparinové plazm¢ byla po
podani alkoholu sniZena o 12 %, ale rozdil nebyl statisticky vyznamny.

Nase vysledky ukazuji, ze aktivita LPL byla stidle vyznamné snizena i pfi
druhém IVTTT, tj. ¢tyfi hodiny po podani alkoholu. V tomto ¢ase uz v§ak koncentrace
alkoholu v krvi byla pod mezi detekce. Tyto vysledky naznacuji, ze alkohol neni
pfimym regulatorem aktivity LPL, ale ze alkohol pravdépodobnéji ovlivituje regulaci
enzymu. Lze predpokladat, ze ptsobeni alkoholu neprobihd na transkripéni trovni,
nebot je znamo, ze aktivita LPL je regulovana ptfedevSim posttraslacné. Muzeme
spekulovat, ze alkohol ovliviiuje naptiklad intracelularni maturaci enzymu nebo jeho
transport na endotelidlni povrch. Protoze jsme nepozorovali rozdily ve specifické
aktivité¢ enzymu, zda se nepravdépodobné, ze by za pokles aktivity enzymu odpovidal
rozpad aktivnich dimerti LPL na inaktivni monomery.

V souladu snalezem, ze aktivita LPL je snizena, je tedy i skuteCnost, Ze
koncentrace NEMK klesa po podani alkoholu vyznamné vice nez po podani vody. Cast
MK v plazmé totiz pochazi z lipolyzy katalyzované LPL, a po podani alkoholu tedy
klesa prispévek MK ztéto reakce k celkovému mnozstvi NEMK v cirkulaci.

Rovnéz pozorovani, Ze koncentrace TG ve VLDL po podani alkoholu vyznamné
stoupla, zatimco koncentrace apo B ve VLDL se neménila, podporuji piedstavu, zZe
aktivita LPL je inhibovdna. MiiZeme ptedpokladat, Ze TG jsou z ¢astic lipoproteinli
odstrailovany pomaleji.

Zajimavy je vyznamny pokles koncentrace glukozy po podani alkoholu. Bylo
popséno, ze po podani alkoholu je jako energetického zdroje preferované vyuzivan
acetat vznikajici oxidaci etanolu a ostatni energetické substraty jsou Setieny (Siler et al.,
1999). Mohli bychom tedy ocekavat, ze glykémie po podani alkoholu vzroste - nase
vysledky jsou v rozporu s timto o¢ekavanim. Je ale také znamo, ze alkohol inhibuje
glykogenolyzu a glukoneogenezi (van de Wiel, 2004), coz by mohlo byt v souladu

S nasimi pozorovanimi.

6.3. Porovnani metod hodnoceni vysledki IVTTT

Intravenézni tukovy toleranc¢ni test je jedinou metodou, ktera umoziluje
stanoveni aktivity LPL in vivo. Aktivita enzymu je hodnocena nefelometricky jako
hodnota rychlostni konstanty k2 pro vycefeni plazmy. Vysledky nefelometrického

hodnoceni ukazuji koncentraci velkych castic tukové emulze (Intralipid), které svou
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velikosti odpovidaji ¢asticim chylomikronti. Hodnoty k2 by bylo mozné rovnéz stanovit
na zaklad¢ stanoveni koncentrace TG. Toto stanoveni je v§ak komplikovano pfitomnosti
glycerolu v Intralipidu. Klasické metody klinické biochemie totiz méfi koncentrace TG
po jejich hydrolyze na MK a glycerol tak, ze se stanovi koncentrace glycerolu.
Normalni koncentrace glycerolu je 0,1 — 0,3 mmol/l a pfi stanoveni TG se na ni obvykle
neprovadi korekce. Z tohoto divodu jsme ve tfech ndhodné vybranych kiivkach
ziskanych v prabéhu IVTTT stanovili koncentraci glycerolu a porovnali hodnoty k2
zjisténé nefelometricky a hodnoty k2 zjisténé na zakladé stanoveni koncentrace TG.

Hodnoty k2 zjisténé ze stanoveni TG byly nizsi a nekorelovaly s hodnotami k2
zjisténymi nefelometricky. To je zpusobené skute¢nosti, ze na odbourdavani TG
Vv plazmé se vedle LPL podili 1 HL. Jaterni lipaza hydrolyzuje TG v menSich ¢asticich
lipoproteini (LDL, HDL), nikoliv ve VLDL a chylomikronech. Aktivita HL tedy
neovlivni vysledky nefelometrického stanoveni, které hodnoti tbytek koncentrace
velkych Castic.

Pro hodnoceni aktivity LPL nelze tedy stanoveni koncentrace TG v prib¢hu
IVTTT pouzit. Vyhodou nefelometrického stanoveni je 1 jeho cena a vétsi piesnost
stanoveni hodnoty k2 — hodnoty korelacniho koeficientu r pro vyneseni logaritmicky

transformovanych dat proti ¢asu jsou vyrazné vyssi pro nefelometrické stanoveni.
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7. ZAVER

Bylo zjisténo, Ze koncentrace apo A-V po intravendzni aplikaci heparinu
nestoupa na rozdil od aktivity LPL. Je tedy nepravdépodobné, ze apo A-V slouzi jako
kofaktor LPL.

Pomoci opakovaného IVTTT jsem prokézala, ze bezprostfedné po konzumaci
alkoholu dochazi k inhibici enzymové aktivity LPL in vivo. Tento nalez je prvnim
pfimym dikazem inhibiéniho ptsobeni alkoholu na aktivitu enzymu. Mechanismus
pusobeni alkoholu na LPL na molekuldrni urovni bude predmétem dalSiho studia.

Dale jsem zjistila, ze vysledky IVTTT nelze interpretovat na zéklad¢ stanoveni

TG a je nutné provadét hodnoceni nefelometricky.
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