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ANOTACE

Tato bakalarské prace se zabyva charakteristikou cholesterolu a zlucovych kyselin. Zamétuje
se na hlavni funkce cholesterolu a zluCovych kyselin v metabolismu lipidi. Dale se zabyva
onemocnénimi spojenymi s jejich Spatnou funkci. Posledni kapitola popisuje metody stanoveni

cholesterolu a zlucovych kyselin.
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ANOTATION

This bachelor thesis deals with the characteristics of cholesterol and bile acids. It focused on
the main functions of cholesterol nad bile acids in lipid metabolism. It also deals with dieases
associated with their malfunction. The last chapter describes methods of determination of

cholesterol nad bile acids.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ACAT - acyl-CoA-cholesterol acyltransferaza
acetyl-CoA — acetylkoenzym A

ACOX2 — acyl-CoA oxidaza

AKR1C4 — 3a-hydroxysteroid dehydrogenaza
AKR1D1 — A*-3-oxosteroid-5p-reduktaza
AMACR - a-methylacylCoA raceméza

Apo A — apolipoprotein A

Apo B - apolipoprotein B

Apo D — apolipoprotein D

Apo E — apolipoprotein E

BAAT — N-acyltransferdza

CA — kyselina cholova

CDCA — kyselina chenodeoxycholova

CETP — protein pro pienos cholesterol esteru (z angl. cholesteryl ester transfer protein)
CTX — Cerebrotendindzni xantomatdza
CYP27A1 — sterol 27-hydroxylaza

CYP7AL — 7a-hydroxylaza

CYP7B1 — oxysterol-7a-hydroxylaza
CYP8BL - sterol 12-hydroxylaza

DBP — D-bifunkéni protein

DCA — kyselina deoxycholova

disease)

ESI — ionizace elektrosprejem (z angl. electrospray ionization)
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ESI-MS — hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (z angl. electrospray ionisation
mass spectrometry)

FAB — ionizace narazem rychlymi atomy (z angl. fast atom bombardment)
FH — familiarni hypercholesterolemie

FXR — farnesoid X receptor

GC - plynovéa chromatografie (z angl. gas chromatography)

HDL — lipoproteiny s vysokou hustotou

HL — jaterni lipaza (z angl. hepatic lipase)

HMG-CoA — 3- hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

HMGR - 3- hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktaza

HMGS - 3- hydroxy-3-methylglutaryl-CoA syntaza

HPLC — wvysokoucinna kapalinova chromatografie (z angl. high performance liquid

chromatography)

HSD3B?7 — 3B-hydroxy-A°-Car-steroid oxidoreduktaza

CH — chylomikrony

CH25H - sterol 25-hydroxylaza

IDL — lipoproteiny o stfedni hustoté

LC — kapalinova chromatografie (z angl. liquid chromatography)
LCA — kyselina lithocholova

LCAT - lecitin-cholesterol acyltransferaza

LC-MS — kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrickou detekci
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LDL - lipoproteiny s nizkou hustotou
LDL-R — LDL receptor

M-BAR - receptor membranového typu pro Zlucové kyseliny (z angl. membrane-type receptor

for bile acids)

MS — hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)

NAFLD - nealkoholicka tukova jaterni choroba (z angl. nonalcoholic fatty liver
NASH — nealkoholicka steatohepatitida (z angl. nonalcoholic steatohepatitis)
NPC2 — Niemann-Pick C2 onemocnéni

PCSK9 — proprotein konvertaza subtilisin kexin typu 9

PLTP — protein pro pienos fosfolipidt (angl. phospholipid transfer protein)
PON 1 — paraoxonéza 1

PPAR-a — receptor aktivovany peroxisomovym proliferdtorem (z angl. peroxisome
proliferator-activated receptor)

RCT - reverzni transport cholesterolu (z angl. reverse cholesterol transport)

SREBP — proteiny vazajici sterolovy regula¢ni prvek (z angl. sterol regulatory element-binding

proteins)
UCDA - kyselina ursodeoxycholova
VDR - receptor vitaminu D (z angl. vitamin D receptor)

VLDL - lipoproteiny s velmi nizkou hustotou
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0 UvoD

Cholesterol je ptirodni organicka sloucenina, kterou fadime do skupiny steroidi. Mize se
vyskytovat ve formé esterti nebo jako volny cholesterol, ktery tvoti hlavni slozku bunéénych
membran. Do organismu se cholesterol dostava vstiebavanim ze stravy pies travici trakt nebo
je syntetizovan z acetyl-CoA. Cholesterol je pienasen krevnim feCiSt€ém pomoci
lipoproteinovych ¢astic. Je vychozi latkou pro biosyntézu zluCovych kyselin, vitaminu D

a veskerych steroidua v téle.

Zlu¢ové kyseliny jsou amfipatické molekuly, které povazujeme za biologické detergenty
napoméhajici absorpci lipidi a vitamintl rozpustnych v tucich. Zlu¢ové kyseliny délime na
primarni, které vznikaji syntézou z cholesterolu v jatrech, a sekundarni, které vznikaji
z primarnich Zluovych kyselin ve stfevé pomoci bakteridlnich enzymi. Dilezitou funkci

Zlu¢ovych kyselin je exkrece cholesterolu a fosfolipida z téla.

Cholesterol a zlu¢ové kyseliny jsou nezbytné pro spravné fungovani lidského organismu, pro
fungovani metabolismu lipidi a udrzovani jeho homeostdzy. Schopnost zlu¢ovych kyselin
pusobit jako signdlni molekuly je dilezitd pro regulaci enzymi, které zprostfedkovavaji

transport 1ék a zajist'uji spravné fungovani metabolismu.

NejcastéjSim onemocnénim, které souvisi se zvySenou hladinou cholesterolu v plazmé, je
ateroskleréza, pii které dochdzi k usazovani aterosklerotického plaku ve sténach cév. Tato
nemoc je patologickym zakladem pro vznik fady kardiovaskularnich onemocnéni, jako je
napfiklad infarkt myokardu nebo mrtvice. Se zvy$enou hladinou cholesterolu v Krvi je spojena
i familiarni hypercholesterolemie. Spatna funkce Zlu¢ovych kyselin nebo jejich nedostatek se
muze projevit vznikem onemocnéni, jako jsou nealkoholicka tukova jaterni choroba (NAFLD),
ktera vznika nadmérnou akumulaci tuku v jatrech, a nealkoholicka steatohepatitida (NASH),

ktera mizou vést k cirhdze, a dokonce i k rakoving jater.

V biochemii se pro stanoveni cholesterolu vyuzivaji fluorometrické a kolorimetrické
enzymatické testy. V ramci rutinnich krevnich testd je stanovovan celkovy cholesterol spole¢né
sHDL a LDL cholesterolem a triacylgyceroly. Respektive se miize stanovit jen celkovy
cholesterol, HDL cholesterol a triacylglyceroly a LDL cholesterol miize byt stanoven neptimo
pomoci vypoctu. Enzymatické testy se pouzivaji 1 pro stanoveni obsahu cholesterolu
Vv potravinach. Mezi dal§i mozZnosti stanoveni cholesterolu v potravinach patii klasické

chemické metody nebo analytické instrumentalni metody jako je plynova a kapalinova
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chromatografie. Stanoveni zlucovych kyselin se v dnesni dobé provadi taktéz analytickymi

instrumentalnimi metodami.

14



1 CHOLESTEROL

1.1 Objev cholesterolu

Jako prvni cholesterol izoloval A. Green ze Zluce v roce 1788. Prvni syntéza cholesterolu
Vv laboratofi byla provedena v roce 1951 R. B. Woodwardem a R. Robinsonem. Prvni izolaci
cholesterolu ve formé, v jaké ho zndme dnes, piipisujeme Francouzim A. F. de Fourcrov
a Poulletierovi de la Salle. Oba védci popsali substanci izolovanou ze zlu¢ovych kament jako
krystalickou latku. V roce 1816 bylo navrzeno, aby se tato latka oznacovala jako ,,cholesterine*
z fectiny, kde ,,chole* znamena Zlu¢ a ,,stereos* pevny. Francouzsky chemik M. Berthelot
pak v roce 1859 navrhl zménu nazvu na ,,cholesterol®, a to po zjisténi, Ze jde o latku, kterad

obsahuje hydroxyskupinu [1; 2].

1.2 Struktura cholesterolu

Cholesterol je pfirodni latka, ktera sestava ze ¢tyi uhlovodikovych kruhii a postranniho fetézce
obsahujiciho osm uhlikd. Chemicky je cholesterol organickou slou¢eninou patfici do skupiny
steroidd. Hydroxy-skupina ho fadi do podskupiny sterold, konkrétné jde o zoosterol. Jeho
sumarni vzorec je Co7Hs60. V Cistém stavu je to bila, krystalickd latka, kterd je bez zapachu
abez chuti. Cholesterol je voskova latka, pfitomna v krevni plazmé, zivocéisnych tkanich
a v malych mnozstvich v nékterych rostlinach (zejména v chloroplastech) a bakteriich [3; 4].

Strukturni vzorec cholesterolu je zndzornén na obrazku 1.

HO

Obréazek 1: Strukturni vzorec cholesterolu; ptevzato a upraveno z: [5].
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1.3 Vlastnosti cholesterolu
V organismu se cholesterol vyskytuje jako volny nebo ve formé esterti s mastnymi kyselinami.
Volny cholesterol je soucasti bunéénych membran [6]. Estery cholesterolu tvoii zasobu

cholesterolu ve vétsing tkani [7].

Cholesterol plni v téle mnoho dilezitych funkci. Organismus ho potiebuje na stavbu bunéénych
membran, jako izola¢ni vrstvu nervovych bun€k a na vytvofeni ZluCovych kyselin, které
se ucastni procesu traveni lipidu. Je také nezbytny pro syntézu vitaminu D a je prekurzorem
veskerych steroidu v téle [7; 8]. Pfeména cholesterolu na vitamin D a veskeré steroidni latky

probiha na vnitini strané mitochondrii [9].

1.4 Zdroj cholesterolu

Cholesterol je do organismu piijiman ve stravé. Potraviny s jeho vysokym obsahem jsou
zejména maso, vajeény Zloutek, jatra a mozek. Je vstiebavan v zazivacim traktu, nebo je
syntetizovan de novo z acetylkoenzymu A (acetyl-CoA). Zhruba polovina cholesterolu v téle
pochazi ze syntézy. V jatrech je syntetizovano asi 10 % z celkové produkce cholesterolu u
¢loveka, ve stievé asi 15 % a zbyvajici podil v kuzi. Cholesterol mize byt syntetizovan

prakticky ve vsech tkanich [7; 6].

1.5 Cholesterol v krvi

V krvi je cholesterol vazany na lipoproteiny a krevnim fe¢istém je transportovan do perifernich
tkani téla. Podle typu lipoproteinu, ktery slouzi k transportu cholesterolu a triacylglycerolt,
rozdélujeme cholesterol na HDL, LDL a VLDL cholesterol [4]. Fyziologické hodnoty

cholesterolu v krvi jsou uvedeny v tabulce 1.

HDL cholesterol je cholesterol, ktery je v krvi nesen lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL).
Ten tvoti asi 20-30 % cholesterolu v krvi. HDL &astice transportuji piebyteény cholesterol
z perifernich tkéani do jater, kde je Zlu¢i odstranén z téla. Vysoka hladina HDL cholesterolu
Vv plazmé ziejmé chrani pfed aterosklerdzou a sniZuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni.

To je duvod, pro¢ je HDL cholesterol oznacovan jako ,,dobry* cholesterol [10; 11].

LDL cholesterol je cholesterol, ktery je transportovan lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL).
Jeho hlavni Glohou je transport cholesterolu krevnim fec¢istém z jater do extrahepatélnich tké&ni
a do bunék, které nesou LDL receptory [12]. KdyZ je v krvi vysoka hladina LDL cholesterolu,

muze dochazet k jeho usazovani ve sténach tepen, které zasobuji srdce a nervovou tkan. To je

16



divod, pro¢ je LDL cholesterol ¢asto nazyvan ,,Spatnym® cholesterolem [8]. Mezi hladinou

LDL cholesterolu a mirou kardiovaskularnich onemocnéni existuje pfimy vztah [13].

VLDL cholesterol je cholesterol, ktery je transportovan pomoci lipoproteini s velmi nizkou
hustotou (VLDL). Tyto ¢astice tvoii asi 15-20 % celkového cholesterolu v krvi spolu s vétsinou

triacylglycerola [10].

Tabulka 1: Fyziologické hodnoty cholesterolu v krvi nala¢no; pievzato a upraveno z: [14].

Celkovy cholesterol (mmol/L) 3,8-5.2
HDL cholesterol (mmol/L) 09-15
LDL cholesterol (mmol/L) 2,0-3,0
Pomér celkovy cholesterol/HDL cholesterol 3,0-48
Triacylglyceroly (mmol/L) 0,8-2,6

1.5.1 Lipoproteiny

Lipoproteiny jsou makromolekularni latky, které jsou slozené z lipida a bilkovin. Jejich jadro,
které je tvofeno estery cholesterolu a triacylglycerol, je hydrofobni. Amfipaticky obal je
tvoten fosfolipidy a volnym cholesterolem. Bilkovinna slozka lipoproteinu je oznacovana jako
apolipoprotein (zkracené apoprotein). Struktura lipoproteinu je znazornéna na obrazku 2.

Celkova velikost lipoproteinu se pohybuje v rozmezi od 8 do 1200 nm [12].

triglyceridy

apoprotein

cholesterol ﬁ

apoprotein

Obréazek 2: Struktura lipoproteinu; pievzato a upraveno z: [15]
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Hlavni funkci lipoproteind je transport cholesterolu a ostatnich lipidt v plazmé [12]. Podileji
se také na jinych biologickych procesech, jako napiiklad koagulaci, regeneraci tkani
a imunitnich reakcich. Lipoproteiny mtizeme ¢lenit podle fady hledisek, napf. podle zastoupeni
tukti nebo podle typu apolipoproteinu. Nejrozsifenéjsi je rozdéleni podle jejich hustoty, kdy
rozlisujeme chylomikrony (CH), lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (VLDL), lipoproteiny o
stfedni hustoté (IDL), lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL) a lipoproteiny s vysokou hustotou
(HDL) [16; 17]. Jejich zékladni biochemické a fyzikalni vlastnosti jsou uvedeny v tabulce 2.

Rozdé€leni a rozdil velikosti lipoproteinii je naznacen na obrazku 3.

Tabulka 2: Vlastnosti lipoproteinti; ptevzato z: [17].

Chylomikrony VLDL IDL LDL HDL
Hustota [g/ml] <0,95 0,95-1,006 | 1,006 —1,019 | 1,019 -1,063 | 1,063 — 1,210
Velikost [nm] 75-1200 30-80 25-35 18-25 5-12
Proteiny [%] 1-2 8 19 22 47
Triacylglyceroly 86 55 23 6 4
[%]
Cholesterol [%0] 19 38 50 19
Fosfolipidy [%] 18 20 22 30

Tyto tfidy lipoproteinli netvoii zcela homogenni skupinu a miizeme je jesté dale rozdélovat.
Castice LDL se déli podle svoji velikosti a hustoty. Se zvysujici se hustotou klesa velikost
téchto ¢astic. Podle hustoty jsou LDL ¢astice jesté rozdélovany na ¢tyii hlavni skupiny LDL-I,
LDL-1I, LDL-II1 a LDL-IV. U rozd¢leni zaloZzeného na praméru ¢astic jsou klasifikovany dvé
hlavni skupiny: skupina A a skupina B. LDL ¢astice skupiny A maji pramér 25,5 nm nebo vEtsi.
Pramér ¢astic skupiny B je mensi nez 25,5 nm. U LDL ¢éstic skupiny B byl zjistén vyssi obsah

triacyglyceroli a cholesterolu ve srovnani s LDL ¢asticemi skupiny A [12].

Stejné jako LDL, jsou i HDL ¢astice heterogenni skupinou. Podle hustoty je rozdélujeme
na HDL-2, které jsou velké, lehké a bohaté na lipidy, a HDL-3, které oznacujeme jako malé,
husté a bohaté na proteiny. Tyto dvé skupiny se podle rostouci hustoty a klesajici velikosti daji
dale rozdélit do 5 podtiid, a to na HDL-2b, HDL-2a, HDL-3a, HDL-3b a HDL-3c. Kromé
raznych fyzikalnich vlastnosti se 1isi i aterogennim potencidlem. HDL ¢astice poskytuji
ucinnou ochranu LDL pied oxidativnim poskozenim volnymi radikaly, coz vede k inhibici
oxidace LDL ¢astic. Obecné plati, Ze HDL-3 ¢astice jsou v tomto ptipadé Gcinnéjsi nezZ HDL-

2 castice [18].
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Classification of Lipoproteins

¥
L B
Chylomicron HDL
Chylomicron Derdity
r):amnant Lipoprotein
1000 nm 10 nm

Obrazek 3: Rozdéleni lipoproteinti podle hustoty; pievzato z [19].

1.5.2 Apolipoproteiny

Proteinové ¢asti lipoproteini jsou oznacovany jako apolipoproteiny. Tyto apolipoproteiny jsou
amfipatické povahy a obsahuji polarni a nepolarni aminokyselinové zbytky, které pomahaji
solubilizovat a stabilizovat nerozpustné lipidy obsazené v lipoproteinovych casticich. Existuje

vice typu apolipoproteini, z nichz kazdy ma specifické funkce a relativné konstantni slozeni
[17].

HDL c¢astice mohou obsahovat nékolik typi proteint, jako je apolipoprotein A (Apo A), Apo
E a Apo D [17]. Ale hlavni slozkou HDL je Apo A, ktery mtizeme jesté rozdélit na dalsi
podtiidy: Apo Al, Apo All a Apo AlV. Apo Al je hlavni HDL apolipoprotein, ktery piedstavuje
zhruba 60-75 % Apo A v HDL lipoproteinu a je nezbytny pro jeho tvorbu. Apo Al je
syntetizovan v jatrech a tenkém stievé. Ma znacné antiaterogenni vlastnosti a také je
zodpovédny za aktivitu lecithin-cholesterolacyltransferazy (LCAT), coz je enzym, ktery

katalyzuje esterifikaci cholesterolu pted jeho katabolismem a vylu¢ovanim z jater [20; 18].

Apo All je také syntetizovan v jatrech. Pfedevsim je spojeny s velkymi ¢asticemi HDL, tedy
s casticemi HDL-2. Experimenty na transgennich mysich ukazuji, ze Apo AIl z HDL c¢astic
vytésiiuje Apo Al a také antioxida¢ni enzym paraoxonazu 1 (PON 1). Apo AIV je syntetizovan
ve stievni sliznici a vylu€ovan na chylomikronech. Studie in vitro ukézala, Ze pouze bezlipidova

forma Apo AIV vykazovala antiaterogenni vlastnosti podobné vlastnostem Apo Al [18].

Apolipoprotein B je hlavni proteinova slozka chylomikront a LDL lipoproteint, u kterych tvofi
asi 90-95 %. Apo B je smiSena skupina proteind vyskytujicich se v plazmé ve dvou hlavnich

forméach: Apo B48 a Apo B100. Apo B48 je syntetizovan vylu¢né ve stieveé, Apo B100 je
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syntetizovan v jatrech. Oba apolipoproteiny B jsou rozpoznavany receptorem LDL, a proto
hraji rozhodujici tlohu v katabolismu LDL [20; 21].

1.6 Syntéza cholesterolu

vvvvvv

zkoumani. Piesto vSak zUstavaji nékteré detaily neobjasnéné. Podle Blocha rozdélujeme
biosyntézu cholesterolu do né€kolika fazi. Nejdiive z acetatu vznikaji izoprenove jednotky,
a poté dochdzi k vytvoreni intermediarniho skvalenu. Jeho cyklizaci vznika lanosterol a z néj
nasledné dochazi k tvorbé cholesterolu [22; 23]. Dnes je znamo, ze z acetatu nejdiive vznika
mevalonat a aZz z n¢j pomoci nékolika enzymu dochazi k vytvoreni izoprenoidu [24]. Syntéza
cholesterolu z acetatu az do faze lanosterolu je znazornéna na obrazku 4. Pteména lanosterolu

na cholesterol je uvedena na obrazku 5.

Vychozi latkou a hlavni zdrojem uhliku pro biosyntézu cholesterolu je acetyl-CoA. Pomoci
acetoacetyl-CoA thioldzy dochazi ke kondenzaci dvou acetyl-CoA na acetoacetyl-CoA.
Zaroven dochazi k uvolnéni CoASH [25; 24]. Kondenzaci acetoacetyl-CoA s dalsi molekulou
acetyl-CoA vznika 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) pomoci enzymu 3-hydroxy-
3-methylglutaryl-CoA syntazy (HMGS). Dale dochazi k redukci 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA pomoci 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktazy (HMGR) za vzniku kyseliny
mevalonové. HMGR je enzym, ktery reguluje rychlost biosyntézy cholesterolu. Za pfitomnosti
mevalonat kinazy a ATP probiha fosforylace a z kyseliny mevalonoveé vznika fosfomevalonat.
Ten je dale pfeménovan na difosfomevalonat pisobenim fosfomevalonat kinazy. Nakonec
probiha dekarboxylace mevalonat difosfat dekarboxylazou a z difosfomevalonatu vznika
izopentyl difosfat [23; 24].

Pro vznik skvalenu je potfeba, aby probéhla izomerace izopentyl difosfatu, protoZe samotny
neni dostatecné reaktivni. Proto nejprve probiha jeho izomerace, nasledné¢ dochazi
ke kondenzaci a vznika formgeranyl difosfat za katalyzy geranyl difosfat syntdzou. Znovu
probiha kondenzace s izopentyl difosfatem za vzniku farnesyl difosfatu. Dvé molekuly farnesyl
difosfatu nasledné kondenzuji difosfatovymi konci za vzniku polyenskvalenu C30 pomoci

skvalen syntazy [23; 22].

Skvalen podléh& oxidaci pasobenim skvalen epoxidazy. Vznika 2,3-oxidoskvalen, ktery mtize

byt cyklizovan oxidoskvalen cyklazou, ¢imz dochazi ke vzniku lanosterolu [26].
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Obréazek 4: Syntéza cholesterolu z acetyl-CoA po lanosterol; pievzato z: [27].

Pieména lanosterolu na cholesterol, ktera je uvedena na obrdzku 5, zahrnuje postupné
odstranéni t¥i methylovych skupin v 10 enzymatickych reakcich za pfitomnosti deviti riznych
enzymu, které se nachazeji v endoplazmatickem retikulu. V tomto piipadé byly popsany dvé
cesty, které se navzajem protinaji. Volba jedné z drah je uréena stupném, ve kterém dochazi
na pozici Cos Vv postrannim fetézci lanosterolu k redukci dvojné vazby. Pokud se tato dvojna
vazba zachova do posledni reakce, syntéza cholesterolu probiha pies desmosterol. Tuto cestu
ozna¢ujeme jako tzv. Blochovu cestu. Pokud vsak dochazi k redukci dvojné vazby na pozici
Cos hned na =zacatku premény lanosterolu, syntéza cholesterolu dale probihd ptes
7-dehydrocholesterol. Tato cesta biosyntézy cholesterolu je oznacovéana jako Kandutsch-
Russellova cesta. Pfedpoklada se, ze z hlediska kinetiky je uptfednostiiovana cesta Kandutsch-
Rusellova. Hlavni kontrolni body v syntéze cholesterolu jsou pied vznikem skvalenu pomoci

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktazy a po tvorbé skvalenu [28; 23].
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2 ZLUCOVE KYSELINY

2.1 Objev zlucovych kyselin

Prvni zminka o zluovych kyselinach je z roku 1848, kdy byla ve zluci objevena kyselina
cholova (CA). Poté byly provadény dalsi studie, diky kterym se podatilo identifikovat dalsi
zluGové kyseliny, konkrétné kyselinu chenodeoxycholovou (CDCA), kyselinu lithocholovou
(LCA), kyselinu ursodeoxycholovou (UCDA), kyselinu deoxycholovou (DCA) a kyselinu
muricholovou (MCA), kterd se vSak nachazi pouze u mysi. Zasoba Zlu€ovych kyselin a jejich
relativni koncentrace v organismu se muze zasadné ménit a také ovliviiovat procesy zavislé na

zluGovych kyselinach [29].

2.2 Struktura Zluéovych kyselin

Zluéové kyseliny tvoii skupinu strukturné podobnych molekul. Struktura zluéovych kyselin je
odvozena od nasyceného tetracyklického uhlovodikového cyklopentan perhydrofenanthrenu,
ktery se oznacuje jako steroidni jadro, na Které je vazan kratky alifaticky fetézec. Jadro je
slozeno ze tii Sestilennych kruht (A, B, C) a jednoho péti¢lenného kruhu (D). V zavislosti
na cis- nebo trans-konfiguraci mezi kruhy A a B ma jadro bud’ zakiivenou nebo plochou
strukturu. Cis-konfigurace se vyskytuje zpravidla u vyssich obratlovcl a trans-konfigurace
u nizsich obratlovcd [30; 31]. Mezi hlavni lidské ZluCové kyseliny patii kyselina cholova,
kyselina chenodeoxycholovd, kyselina deoxycholova, kyselina ursodeoxycholovd, kyselina
lithocholova [30].

Zluéové kyseliny se d&li na primarni a sekundarni. Mezi priméarni zlu¢ové kyseliny fadime
napiiklad kyselinu cholovou (CA) a kyselinu chenodeoxycholovou (CDCA). Mezi hlavni
sekundarni zlu€ové kyseliny patii kyseliny deoxycholovd (DCA) a kyselina lithocholova
(LCA) [32].

Zlugové kyseliny se lisi ve struktufe postranniho fetézce, stereochemii A/B kruhu a distribuci,

poctu, polohach a stereochemii hydroxylovych skupin ve steroidnim jadru (viz obr. 6) [31].
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Obréazek 6: Struktura zlu¢ovych kyselin; pfevzato a upraveno z: [30].

Pojmy ,,zlu¢ové kyseliny* ¢i ,,zZlu€ové soli“ se obecné pouzivd pro oznaceni kyselin, které
obsahuji 24 uhlikii. Tyto kyseliny se vyskytuji ptevazné u vyssich obratlovct a tvoii hlavni ¢ast
lidské zluci, ve které jsou témét vSechny v konjugaci s taurinem nebo glycinem Existuji vSak
i ZluCové kyseliny s 25-27 uhlikovymi atomy, které oznaCujeme jako ,,primitivni®. Tyto

Zlu¢ové kyseliny se nachazeji u nizsich obratloveti (napf. plazi a obojzivelniki) [30].

2.3 Vlastnosti Zlu€ovych kyselin

Zludové kyseliny jsou amfipatické molekuly, které vznikaji v jatrech jako produkty
metabolismu cholesterolu [33]. Primarni zlucové kyseliny jsou syntetizovany z cholesterolu
Vv jatrech bud’ klasickou nebo alternativni cestou (viz kapitola 2.5). Sekundarni Zlucové kyseliny
vznikaji z primarnich zlu¢ovych kyselin ve stievé pomoci bakterialnich enzymi. Tyto enzymy

se nachazi v endoplazmatickém retikulu, mitochondriich, cytosolu a peroxisomech [33; 32].

Pocet a slozeni zlucovych kyselin v organismu je ovlivnéno mnoha faktory, jako naptiklad
stravou, léky, hormony, stfevni mikroflérou, patologickymi stavy a cirkadidnnimi rytmy.

Na téchto faktorech je také zavisla rychlost syntézy zlu¢ovych kyselin a jeji regulace [34].
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2.4 Funkce Zluc¢ovych kyselin

Zlu¢ové kyseliny jsou dilleZité pro exkreci cholesterolu a fosfolipidi z téla. Napomahaji
hydrolyze lipida pfi traveni pomoci pankreatickych enzymd, jako je pankreaticka kolipaza
a lipaza. Zaroven omezuji proliferaci nezadoucich bakterii a jejich nadmérny rust ve stfevech

[35].

Zluové kyseliny povazujeme za biologické detergenty, které napomahaji k absorpci lipida a
vitaminl rozpustnych v tucich ve stievech tim, ze s nimi vytvari smisené micely. Tvorba téchto
micel je dilezita pro solubilizaci cholesterolu ve zluci, ktera omezuje krystalizaci cholesterolu
a tim predchazi tvorbé ZluCovych kament. Zludové kyseliny jsou dilezité pro regulaci
spravného toku zluci, metabolismu lipidi a udrZzovani glukézové a energetické homeostazy

[33].

Plsobi také jako signalni molekuly, coz znamena, Ze reguluji enzymy, zprostiedkovatele
metabolismu a transport 1éki. Jejich signaliza¢ni schopnosti se tykaji predevsim aktivace FXR
(farnesoid X receptoru), VDR (vitamin D receptoru), PPAR-a (receptor aktivovany
peroxisomovym proliferatorem), M-BAR (receptoru membranového typu pro zluové
kyseliny) a n&kterych dalsich receptorti. Zlutové kyseliny maji fadu dalsich fyziologickych
funkci. Napiiklad vazou kationty tézkych kovu, jako je zinek, Zelezo ¢i méd’, které jsou

vylucovany do zlucového traktu [35; 36].

2.5 Syntéza Zlucovych kyselin

Biosyntéza zlu¢ovych kyselin je vicestupniovy enzymaticky katalyzovany proces, ktery probiha
Vv jatrech. Tento proces zahrnuje nejméné 17 enzymi a riznych transportnich proteind, které
se nachazi v bunéénych organelach, jako napftiklad v cytosolu, mitochondriich a peroxisomech.
Tyto reakce vedou ke zménam struktury cholesterolu a dochazi ke vzniku primarnich
Zlu¢ovych kyselin [32; 37]. Syntéza probiha dvéma hlavnimi cestami, které oznacujeme jako
cestu klasickou (nebo neutralni) a cestu alternativni (ozna¢ovanou také jako kyselou). Existuji
jesté dvé méné Gasté drahy, cesta Yamasaki a 25-hydroxyla¢ni cesta. VSechny drahy se od sebe
1isi enzymy a metabolickymi meziprodukty, které se na nich podileji [37]. Jednotlivé drahy jsou

popsany Vv kapitolach 2.5.1 az 2.5.4 a jejich pribéh je znazornén na obrézcich 7 a 8.
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2.5.1 Klasicka draha syntézy Zlucovych Kkyselin

Prvnim krokem Klasické drahy syntézy zlucovych kyselin je hydroxylace cholesterolu na 7a-
hydroxycholesterol, kterou katalyzuje mikrozomalni enzym 7a-hydroxylaza (CYP7AL), ktery
je zaroven enzymem regulujicim rychlost této biosyntetické drahy. Regulace jeho aktivity je

velmi vyznamna pro udrzeni homeostazy cholesterolu a zlu¢ovych kyselin [32].

Nejdiive dochéazi k modifikaci steroidniho kruhu, a teprve poté probéhne oxidacni zkraceni
alifatického postranniho fetézce. 3B-hydroxy-A>-Cor-steroid oxidoreduktaza (HSD3B7)
pievadi 7a-hydroxycholesterol na 3-oxo-A*-formu. Poté dochazi k redukci A*-dvojité vazby
pomoci A*-3-oxosteroid-5p-reduktazy (AKRIDI1). Zaroveni dochazi ke konfiguraci s 5B-
vodikem. Posledni modifikaci steroidni struktury je redukce 3-oxo skupiny na 3a-alkohol,
kterou katalyzuje 3a-hydroxysteroid dehydrogendza (AKR1C4). Jestlize dojde k hydroxylaci
na pozici C12 pomoci sterol 12-hydroxylazy (CYP8B1), koneénym produktem bude Kyselina
cholova (CA). Pokud k hydroxylaci nedojde, vznikne touto reakci kyselina chenodeoxycholova
(CDCA) u lidi nebo kyselina muricholova u mysi [37; 32].

Dalsimi kroky biosyntézy jsou oxidace a zkraceni alifatického postranniho fetézce. Pomoci
sterol 27-hydroxylazy (CYP27Al) vznikd na pozici Cz7 nejdiive hydroxylova a poté
karboxylovad skupina. Po oxidaci dochazi K transportu oxidovanych meziproduktt
z mitochondrii do peroxisomu. Zde probiha zkraceni postranniho fetézce o ti koncové uhliky
fadou reakci, které jsou obdobné reakcim podilejicim se na B-oxidaci mastnych kyselin. Tento
proces se nazyva peroxisomalni B-oxidace a ucastni se ho nékolik peroxisomalnich enzymui,
jako napiiklad acyl-CoA oxidaza (ACOX2), a-methylacylCoA raceméaza (AMACR) a D-
bifunk¢éni protein (DBP) [32].

2.5.2 Alternativni draha syntézy Zlu¢ovych kyselin

U alternativni neboli kyselé drahy syntézy Zlu¢ovych kyselin nejdiive dochazi k vytvofeni Ca7-
karboxylové kyseliny, poté probéhne modifikace steroidniho kruhu, a nakonec dojde
ke zkraceni postranniho fetézce. K vytvoreni Ca7-karboxylové kyseliny dochazi pomoci sterol
27-hydroxylazy (CYP27A1). Nésleduje 7a-hydroxylace, kterou katalyzuje enzym oxysterol-
7a-hydroxylaza (CYP7B1). K dokonceni modifikace steroidni struktury dochazi pomoci
stejnych enzym jako u cesty klasické. Alternativni cesta je dominantni u kojenct a produkuje
hlavné kyselinu chenodeoxycholovou (CDCA), zatimco Klasicka cesta je vyznamné&jsi
az pozdeji v zivot¢ [38; 37]. V pfipadé¢ onemocnéni jater se alternativni draha syntézy

zluGovych kyselin stdva hlavni biosyntetickou cestou pro jejich tvorbu [30].
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2.5.3 Yamasaki cesta syntézy Zlu¢ovych kyselin

U této drahy syntézy zluCovych kyselin se prvni kroky shoduji s kyselou cestou. Nejdiive
dochazi k oxidaci postranniho fetézce za vzniku Co7-karboxylové kyseliny a nasledné
ke zkraceni o tfi uhliky pomoci peroxisomalni p-oxidace. Piedpoklada se, ze u lidi
pted nebo po peroxisomalni B-oxidaci probihd 7a-hydroxylace, kterou vznikd 3B, 7a-
dihydroxy-5-cholenova kyselina. Tyto reakce maji za néasledek vznik kyseliny
chenodeoxycholové (CDCA) a pravdépodobné je to hlavni produkt Yamasaki cesty. Dosud
neni zcela jasné, jak velky podil na syntéze zlu¢ovych kyselin ma Yamasaki cesta. Vzhledem
k pritomnosti monohydroxida zlu¢ovych kyselin ve Zluci plodu, plodové vodé a vysoké hladiné

téchto zlu¢ovych kyselin v meconiu se piedpoklada, Ze je tato cesta dilezita béhem vyvoje [37].

2.5.4 25-hydroxylaéni cesta syntézy zlucovych kyselin

Tato cesta syntézy zlu¢ovych kyselin je dalsi zpusob, jak ziskat zZlu¢ové kyseliny bez nutnosti
27-hydroxylace a nasledné peroxisomalni p-oxidace. Modifikace steroidni struktury probiha
stejné jako u klasické drahy. Po ni dochazi pomoci mikrosomalni sterol 25-hydroxylazy
(CH25H) ke vzniku 3a, 7a, 12a, 25-cholestan-5p-tetrolu. Ten je znovu hydroxylovan v poloze
Co4, a poté dojde k dehydrogenaci na 24-oxo-terol. Poslednim krokem je $té€peni, pii kterém

vznika kyselina cholova (CA) a aceton [37].
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Obrazek 7: Syntéza zlu¢ovych kyselin; pfevzato a upraveno z: [37].
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3 FUNKCE CHOLESTEROLU A ZLUCOVYCH KYSELIN PRI
METABOLICKYCH POCHODECH

3.1 Enterohepatalni obéh

Kyseliny cholové (CA) a chenodeoxycholova (CDCA) jsou syntetizovany v jatrech. Po jejich
produkci dochazi pomoci jaternich bunék ke konjugaci zluCovych kyselin s glycinem
nebo taurinem. Tim vznikaji odpovidajici aminové konjugaty, které jsou oznacovany jako soli
zlucovych kyselin. Tuto reakci katalyzuje N-acyltransferaza (BAAT), kterd je vysoce ufinna
a zajistuje konjugaci vice nez 98 % Zlucovych kyselin vylucovanych jatry [32]. BAAT je
enzym, ktery se nachazi v peroxisomech a Vv nepatrném mnozstvi také v cytosolu.

V peroxisomech se podili na konjugaci nové vytvoienych primarnich Zlucovych kyselin [30].

Pomér, ve Kterém se vytvari taurinové a glycinové konjugaty, zavisi na dostupnosti taurinu,
protoze BAAT ma pro n¢j vétsi afinitu. Konjugace snizuje toxicitu zZlu¢ovych kyselin, ¢imz je
zabranéno pasivni reabsorpci z enterohepatalniho obshu. Zluové soli, fosfolipidy a ostatni
zlucové slozky jsou po konjugaci transportovany pomoci zlu€ovych kanalki do zluéniku,

kde je zlu¢ skladovana [32; 33].

Po kazdém jidle dochazi ke kontrakci zluéniku, kterou vyvolava peptidovy hormon
cholecystokinin, diky kterému se vylou¢i Zlu€ové soli do dvanactniku. Zde soli zlucovych
kyselin napomahaji pii traveni lipidi a vitaminti rozpustnych v tucich. Cast zlu¢ovych soli je
modifikovana pomoci stievnich bakterii za vzniku sekundarnich Zlu€ovych kyselin a volnych
primarnich zluCovych Kkyselin. Primarni i sekundarni Zlucové kyseliny se reabsorbuji
V terminalnim ileu, a poté jsou transportovany zpét do jater pomoci portalni Zily. Jaterni bunky
piijimaji Zlu€ove kyseliny a ty jsou znovu piipravené na vylouceni. Tento proces se oznacuje
jako enterohepatalni ob&h (viz obr. 9). Enterohepatalni cyklus probiha 4 az 12krat denné,
zajiStuje maximalni traveni lipidi a zabranuje vstupu Zlucovych kyselin do bun¢k tenkého

stfeva. Tim se minimalizuje ztrata zZlu¢ovych kyselin [37; 33].
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Obrazek 9: Enterohepatalni ob¢h: BSEP (zZluCova exportni pumpa), MRP2 a MDR1
(kanalikuldrni transportéry zlu¢ovych kyselin), NTCP, MRP3, MRP4, OSTa a OSTp
(transportéry pienasejici Zlucové kyseliny pies membranu hepatocyti), OATP1B1 a OATP1B3

(membranové glykoproteiny transportujici zlu¢ové kyseliny); pfevzato a upraveno z: [39].

Ne vSechny zluové kyseliny vSak mohou byt transportovany zpét do jater. Zhruba
5% zluCovych kyselin je vyluCovano stolici. Denni ztrata Zluovych kyselin je
pak kompenzovéna de novo syntézou z cholesterolu v jatrech. Tim je zaru¢ena homeostaza
Zluc¢ovych kyselin [35; 33].

3.2 Reverzni transport cholesterolu (RCT)

Reverzni transport cholesterolu (viz. obr. 10) je proces, pii kterém dochazi k odstranéni
piebytecného cholesterolu nahromadéného v perifernich tkédnich pomoci HDL ¢astic. Tyto
Castice transportuji cholesterol do jater, odkud je vylucovan Zlu¢i [40]. Cholesterol muze byt
vylucovan ve dvou formdach: ve formé neutralnich sterold (cholesterol a jeho metabolity)

a ve formé zluc¢ovych kyselin [41].
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Castice HDL jsou nejmensi lipoproteinové &astice a obsahuji nejvyssi podil apolipoproteini
v porovnani  sostatnimi  lipoproteiny. V extracelularnim  prostoru  vznikA HDL
spojenim apoproteinu Apo Al s fosfolipidy, ktery vaze volny neesterifikovany cholesterol. Tyto
diskovité ¢astice jsou vylu¢ovany jatry a stievem a cholesterol ziskavaji z bunéénych membran
a jinych lipoproteint [17; 40]. Tyto tzv. ,,nascentni‘ HDL ¢astice jsou dobrym substratem pro
lecitin-cholesterol acyltransferazu (LCAT), ktera hraje dulezitou roli pfi zrani HDL
cholesterolu a jeji aktivita je pro spravné fungovani metabolismu HDL klicova [42; 17]. Po
vazbé na HDL, které obsahuji tfi az C¢tyfi apo Al na Ccastici, dojde kenzymem
katalyzované esterifikaci volného cholesterolu pienesenim mastné kyseliny z lecitinu na
molekulu cholesterolu. Diky té se cholesterol stava hydrofobnim a je odvadén od skupin
polarnich konct fosfolipidi do prostoru zabraného acylovymi fetézci mastnych kyselin
fosfolipida. Diky této akumulaci cholesterol esteru vznika lipidové jadro, které transformuje
HDL ¢astici z tvaru disku na tvar koule (HDL-3) [17].

Prostifednictvim proteinu pro pienos cholesterol esteru (CETP) a proteinu pro pienos
fosfolipidi (PLTP) ziskava castice HDL-3 triacylglyceroly a vice cholesterol esteru. Poté
dochézi k vyméné cholesterol esteru za triacylglyceroly prostfednictvim CETP mezi HDL a
lipoproteiny s vys$sim obsahem triacylglycerolu. PLTP ziskava fosfolipidy z povrchu
lipoproteint, které obsahuji apo B. Tento proteinovy transfer je reverzibilni proces. Poté
dochazi k pienosu lipidi ve sméru jiz existujicich koncentra¢nich gradientti, pomoci kterych se
vysledna zrala Castice HDL, oznacovana jako HDL-2, transportuje do jater, kde je vystavena
pusobeni jaterni lipazy (HL). Interakce HDL-2 ¢astice s jaterni lipdzou napoméaha hydrolyze
triacylglycerolti. Nasledné dochéazi k pasivnimu pienosu fosfolipidl, selektivnimu pienosu
cholesterol esteru do jater a ztrate¢ Apo Al, ktery je znovu k dispozici pro syntézu novych HDL
¢astic. Po interakci s jaterni lipazou se ¢astice HDL-2 podoba pocatecni sférické castici HDL-

3[17].

Cholesterol je z hepatocytt vylucovan jednak Vv lipoproteinovych ¢asticich, a potom také do
Zlu¢i bud’ jako volny cholesterol nebo po konverzi ve formé zlucovych kyselin. Biliarni exkrece

je posledni krok RCT k odstranéni cholesterolu a fosfolipida z téla [41; 42].
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Obréazek 10: Reverzni transport cholesterolu: ACAT (acyl-CoA-cholesterol acyltransferaza),
CETP (protein pro pienos cholesterol esteru), Ch (cholesterol)) HMGCR (HMG-CoA
reduktaza), SR-BI (HDL receptor), ABCG5/G8 (transportéry regulujici exkreci jaterniho

cholesterolu), ABCBI11 (transportér regulujici jaterni exkreci zlu¢ovych kyselin); pievzato z:
[40].

3.2.1 Cholesterol ester transportni protein (CETP)

CETP je hydrofobni glykoprotein, ktery je dulezity pro metabolismus lipoproteind
a cholesterolu. Podporuje rovnovdhu a redistribuci hydrofobnich lipidd mezi HDL a
lipoproteiny obsahujicimi Apo B v lipoproteinovém jadru tim, Ze usnadniuje ptenos cholesterol

esteru z HDL na lipoproteiny obsahujici Apo B [42].

Byly navrzeny dva mechanismy ptsobeni CETP. V prvnim mechanismu CEPT slouzi jako
rozpustny nosi¢ cholesterol esteru a triacylglycerolu, coz zvySuje rychlost jeho difuze
po koncentraénim gradientu mezi riznymi lipoproteiny. V tomto modelu musi CETP-lipidovy
komplex existovat jako stabilni meziprodukt této pfenosové reakce. Ve druhém mechanismu
CEPT tvoti ¢ast komplexu mezi molekulami donoru (HDL) a akceptoru (LDL). CETP pusobi

jako molekularni ,,pojidlo®, ¢imz se rozsiti spojeni HDL a LDL ¢&astice, a tim se usnadni pfenos
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lipidi mezi povrchy danych lipoproteinovych ¢astic. Vzhledem k nejistoté ohledné skute¢nych
koncentraci esterti cholesterolu a triacylglycerolti vazanych na lipoproteinech je obtizné tyto

dva mechanismy kineticky rozlisit [17].

3.2.2 Niemann-Pick C2 (NPC2)

NPC2 je protein vazajici cholesterol, ktery se podili na intracelularnim pfenosu cholesterolu
V hepatocytech, ale mize byt také vyluCovan do zluci. Nedavné studie u mysi se zmenou jaterni
exprese Niemann-Pick C2 (NPC2) odhalily, ze NPC2 muze pozitivné regulovat biliarni sekreci
cholesterolu, coz bylo podpofeno zjisténim vzajemného vztahu mezi hladinami NPC2

a cholesterolu [41].

3.3 Homeostaza bunééného cholesterolu

Buiiky udrzuji obsah sterolt v riznych membranach na odliSnych Grovnich i presto, ze mezi
nimi dochézi k rozsdhlému transportu. Buiiky také mohou zvySovat hladinu cholesterolu v
zavislosti na aktualni potiebé prostiednictvim biosyntézy cholesterolu, hydrolyzy cholesterol

estertt nebo endocyt6zou prostiednictvim LDL receptoru [43; 44].

Vétsina bunééného cholesterolu se nachazi v plazmatické membrané, zatimco vétSina
homeostatickych aparata pro regulaci cholesterolu se nachazi v endoplazmatickém retikulu.
Hlavni transkripéni faktory v homeostaze cholesterolu jsou proteiny vézajici sterolovy
regulacni prvek (SREBP) a jejich pfidruzené regulacni proteiny. Mezi né patii SCAP, protein
aktivujici stépeni SREBP, ktery v ptipad¢ nizké hladiny cholesterolu vytvari komplex s SREBP
v membran¢ endoplazmatického retikula a tento komplex se nasledné transportuje do Golgiho
aparatu pro proteolytickou aktivaci. Dal§im pfidruzenym regulaénim proteinem je INSIG,
inzulinem indukovany gen, ktery udrzuje SCAP v endoplazmatickém retikulu v ptipad¢, ze
hladiny buné¢ného cholesterolu jsou dostate¢né nebo jsou v nadbytku. Poslednimi znamymi
ptidruzenymi proteiny jsou ERLIN-1 a ERLIN-2, které interaguji s INSIGEM, aby poméhaly
udrzet komplex SCAP-SREBP v endoplazmatickém retikulu v ptipadé vysoké hladiny

vvvvvv

kontroly hladin sterolu [43].

Endoplazmatické retikulum je mistem syntézy cholesterolu, proto je zde ptitomna i vétSina
enzymul, které se na této syntéze podileji, véetné dulezitého enzymu HMGR regulujici rychlost
syntézy cholesterolu. Dalsim dualezitym enzymem, ktery se nachazi v endoplazmatickém
retikulu je acyl-CoA-cholesterol acyltransferdza (ACAT), ktera esterifikuje nadbyte¢ny

cholesterol, ktery je nasledné skladovan ve formé lipidovych kapének [43; 45].
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4 ONEMOCNENI SPOJENA SE SPATNOU FUNKCI
CHOLESTEROLU A ZLUCOVYCH KYSELIN

4.1 Nedostatek primarnich Zlucovych kyselin

K nedostatku primarnich zlu¢ovych kyselin dochazi zejména v piipadé poruch v biosyntéze
zlucovych kyselin. Typickym projevem nedostatku zlu¢ovych kyselin je snizena absorpce Zivin
Vv gastrointestinalnim traktu, kterd ma za nasledek vylucovani velkého mnozstvi lipida stolici.
Dalsim typickym projevem je nedostatek vitamint rozpustnych v tucich. Nedostatek vitaminu
K zptsobuje koagulacni defekty. Projevem nedostatku vitaminu D mtze byt napiiklad svalova
slabost a zvysené riziko zlomenin. V ptipadé dlouhodobého nedostatku vitaminu D u déti mtize

dojit az k retardaci rustu [37].

Pokud neprobiha syntéza Zlu¢ovych kyselin, dochazi k naruseni toku zluci nebo k jeho Uplnému
preruSeni. V ob&hu pak dochazi k hromadéni metabolitt, které jsou bézné vylucovany Zluci.
Kvuli nedostatku zlu¢ovych kyselin dochazi ke stimulaci transkripce 7a-hydroxylazy a 12a-
hydroxylazy, které stimuluji biosyntézu zlucovych kyselin. Tento proces vede k hromadéni
meziproduktt syntézy zlu¢ovych kyselin v plazmé nebo v mo¢i. Meziprodukty mohou byt také
roznaseny do extrahepatéalnich tkani, kde maze dochazet k jejich dalsi metabolizaci a k dal§im
problémum tim zpisobenych. Typickym piikladem je hromadéni cholestanolu ve zIu¢i a mozku

pii onemocnéni zvaném cerebrotendindzni xantomatdza [37].

4.1.1 Cerebrotendindzni xantomatoza

Cerebrotendindzni xantomatoza (CTX) je vzacné, avSak dobie popsané autozomalné recesivni
onemocnéni. Je zpisobené velmi zvySenou koncentraci cholestanolu v plazmé a v postizenych
organech. Toto onemocnéni je charakterizovano tvorbou xantomatéznich 1ézi v mozku, plicich,
ocnich ¢ockach a S$lachach. K jeho typickym klinickym projeviim patii Sedy zakal, ktery
se muze objevit jiz pred Sestym rokem ditéte. Byva vSak pozorovan i u dospélych s potvrzenou
CTX. Dalsim projevem nemoci je vyskyt xantomd na riznych mistech. Typickym mistem
vyskytu xantomovych Iézi je Achillova §lacha. Xantomy se v§ak mohou objevit i na prstech
nebo tricepsu. Mezi dalsi klinické projevy patii aterosklerdza, chronicky prijem v détstvi
a ¢etné neurologické dysfunkce, jako naptiklad paréza, demence, sniZena inteligence, epilepsie
a psychiatrické poruchy. Tyto ptiznaky se vétSinou zacinaji objevovat v druhém desetileti
zivota [46; 47]. Nedostatek klinickych ptiznakd v raném véku zté€Zuje v€asnou diagnozu CTX,
kterd je kliCova k zabranéni progrese neurologickych symptoma. K diagnostice CTX

se pouzivaji specifické biochemické testy, napiiklad méfeni cholestanolu v plazmé a zluci [47].
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Je pravdépodobné, ze CTX je spojena s mutacemi v genu sterol 27-hydroxylazy. To vede
k naruseni oxidace postranniho fetézce cholesterolu pii biosyntéze zlu¢ovych kyselin, coz ma
za nasledek snizenou tvorbu kyseliny cholove a kyseliny chenodeoxycholové (CDCA). Lécba
je zaloZena na substitu¢ni terapii CDCA, ktera inhibuje alternativni syntézu Zlu¢ovych kyselin,

snizuje koncentraci cholestanolu a tim zpomaluje progresy onemocnéni [47].

4.2 Nealkoholické tukova jaterni choroba (NAFLD)

Nealkoholickd tukovd jaterni choroba (NAFLD) zahrnuje nemoci od steatozy
po nealkoholickou steatohepatitidu (NASH). Ta je charakterizovana pfitomnosti balonové
degenerace hepatocytii, nekrotickymi zanéty a rtiznymi stupni fibrozy, které mohou vést
k jaterni cirhoze a dale az k rakoviné jater [48]. NAFLD vznika nadmérnou akumulaci tuku

V jatrech (definovano jako vice nez 5 %) [49; 50].

V soucasné dobé je NAFLD jednou z hlavnich pfi¢in chronickych onemocnéni jater,
s celosvétovou prevalenci 25 — 30 %, pii¢emz toto ¢islo neustale roste [51]. Nicméné je mozné,
ze prevalence je pravdépodobné o néco vyssi, protoze pro diagnostiku NAFLD je zapotiebi
provést biopsii tkan€. Bylo zjisténo, ze NAFLD se asi u 30 % pacientt dale rozviji na NASH.
Ale vzhledem ke zvySujici se prevalenci NAFLD bude dochazet i ke zvySeni prevalence NASH.
Hlavni rizikovy faktor pro vznik NAFLD a NASH je souhra vice metabolickych stavi, jako je
inzulinova rezistence, hyperglykémie, dyslipidémie, hypertenze a obezita. Zaroven predstavuji

riziko vzniku kardiovaskularnich nemoci [49; 50].

Dosud neni dobfe znam mechanismus, kterym dochéazi krozviji NASH z NAFLD,
ale predpoklada se, ze zahrnuje vice faktoru ovliviiyjicich jatra, gastrointestinalni trakt a
tukovou tkani. Je pravdépodobné, Ze vyvoj NAFLD je zavisly na opakovaném poskozeni jater
prostfednictvim riznych cest. Jako piiklad mlzeme uvést steatozu, ktera muze zacit
inzulinovou rezistenci a obezitou zpuisobujici vyssi hladiny lipida v hepatocytech. To dale vede
ke zvySené nachylnosti k oxidaénimu stresu a bunéénému poskozeni. Tukova tkdn uvoliuje

cytokiny, ¢imz je také zvysSené riziko zanétu a jaterni fibrozy [49; 48].

Kvili svym mnoha vlastnostem jsou zlu¢ové kyseliny a jimi ovliviiované regulac¢ni drahy
predmétem vyzkumu 1é¢by a prevence NAFLD a NASH. Dnes se diky nizké dostupnosti 1é¢iv
proti t¢émto nemocem snaha omezit jejich vyskyt zaméfuje na sniZeni télesné hmotnosti. Jiz
bylo vyvinuto né€kolik 1€kt jejichz uspésnost bohuzel nebyla dostatecné prokazana. Z tohoto

v

divodu je tieba provést dalsi vyzkum pro vyvinuti spolehlivéjsich terapii [49; 50; 51].
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Dalsi terapeutickou moznosti 1é¢by steatdzy a NASH je bariatricka chirurgie, jejiz podstatou je
obnoveni energetické bilance a zlepSeni metabolické homeostazy. Meta-analyza vicenasobnych
studii bariatrické chirurgie ukézala, Ze zlepSeni projevujici se u 92 % pacientll bylo zaroven
doprovazeno zlepsenim piipadné steatohepatitidy u 81 % pacientd a jaterni fibrozy u 66 %

pacientu [50].

4.3 Familiarni hypercholesterolemie

Hypercholesterolemie je dédicné onemocnéni, které zpusobuje hromadéni lipoproteint
s nizkou hustotou (LDL) v plazm¢ v dusledku sniZzené¢ho piijmu LDL C¢astic jatry. Vede
k pfed¢asnému vzniku kardiovaskularniho onemocnéni. Nejéastéjsi dédi¢nou poruchou je
autozomalné¢ dominantni familiarni hypercholesterolemie (FH), ktera je charakterizovana
mutacemi bud’ v LDL receptoru (LDL-R), Apo B nebo v proproteinu konvertazy subtilin/kexin
typ 9 (PCSK9). Toto onemocnéni se projevuje u homozygoti (mutace v kazdé alele) i u

heterozygotd (mutace pouze v jedné alele) [52; 53].

Mutace v LDL-R jsou zodpovédné =za pfiblizn¢ 85 az 90 % pripadd klinické
hypercholesterolemie. Mezi bézné mutace v genu LDL-R patii delece, inzerce a dal$i zmény,
které ovliviiuji v§echny hlavni kroky ve funkci LDL-R. Méné¢ ¢asta je mutace v Apo B, ktera
vede ke Spatné interakci s LDL-R. Mutace v Apo B je fenotypoveé nerozeznatelna od klasické
FH zptsobené mutaci v LDL-R, s vyjimkou méné vyrazného zvyseni LDL cholesterolu. Dalsi
méngé Castou mutaci je mutace v PCSK9, ktera souvisi s LDL-R a zajist'uje jeho lysozomalni
degradaci. Tato mutace spociva v zesileni funkce PCSKO9, ktera vede ke zvySenym hladinam

LDL cholesterolu v plazmé [52].

FH je klinicky diagnostikovana na zaklad¢ rodinné anamnézy piedcasné ischemické srdeéni
choroby, zvySené hladiny LDL cholesterolu v plazmé a ptitomnosti xamtomu $lach a

rohovkového arkusu [52].

Neléceni pacienti s FH jsou vystaveni vysokému riziku pted¢asného kardiovaskularniho
onemocnéni a smrti. Toto riziko se odhaduje ptiblizné 20krat vyssi nez u lé€enych pacienti.
U nelécenych pacienti se kardiovaskularni onemocnéni vyskytuje piiblizné u 50 % muzi

pted dosazenim véku 50 let a u 30 % zen pied dosazenim véku 60 let [53; 52].

Soucasna 1écba se zamétuje na podavani statini a 1kt snizujicich hladinu lipidi. Soucasné
se zahdjenim terapie by méli byt pacienti pouceni o zménach Zivotniho stylu zahrnujici
pravidelné cviceni, vyhybani se koufeni a pfijimani stravy, ktera ma nizky obsah trans
a nasycenych tuku, cholesterolu a rafinovanych cukri [52].
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4.4 Ateroskleroza

Ateroskleroza je komplexni onemocnéni, které je charakterizovano akumulaci aterogennich
lipoproteint v arterialni sténé vedouci k tvorb¢ aterosklerotického plaku [54]. Aterosklerdza je
patologicky zédklad pro fadu vaskularnich onemocnéni, véetné¢ ischemické choroby srdecni,

infarktu myokardu, mrtvice a onemocnéni perifernich tepen [55; 56].

Aterosklerotické plaky jsou popsany z hlediska jejich slozitosti a stability (viz obr. 11).
Slozitost se odrazi v mife infiltrace zanétlivych bun€k, rozsahem nekrdzy, ukladani lipidd,
kalcifikace a krvaceni. Komplexni plaky jsou nestabilni a ndchylné k prasknuti, cozZ je proces
charakterizovany strukturdlni mezerou nebo trhlinou ve vlaknitém vi¢ku. Jakmile dojde
Kk prasknuti plaku, vzniklé protrombogenni ateromatézni jadro vytvaii akutni trombus.

Klinickym projevem trombdzy mize byt infarkt myokardu nebo nahla srde¢ni smrt [56; 57].

Obrazek 11: Prufez arterii: a) normalni koronarni tepny, (b) skvrna (¢erna) prokazujici vnitini
pruznou laminu, (c) korondrni tepna se stabilnim kalcifikovanym aterosklerotickym plakem a
hustym vlaknitym vickem, (d) nestabilni roztrzeny ateroskleroticky povlak s akutnim a

chronickym vznikem trombu a vyznamnou infiltraci lipidu; prevzato z: [56].

Mnoho let se predpokladalo, Ze aterosklerdza je pasivni proces a nevyhnutelny aspekt starnuti.
Nyni je zndmo, Ze se jednd o komplexni souhru lipidového metabolismu, aktivnich bunéénych
interakci a zanétd. Vyznamnym rizikovym faktorem vzniku aterosklerézy je abnormalni

metabolismus lipidi a hyperlipidemie. Je znamo, Ze vysoké hladiny LDL jsou aterogenni,
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zatimco HDL maji zfejmé ateroprotektivni Gcinek. To je zptisobeno funkci HDL v reverznim

transportu cholesterolu [56].

V roce 2012 byla aterosklerdza jednou z hlavnich pfi¢in smrti ve vétSing svéta. Mezi souvisejici
stavy patii, hypertenze, hyperglykémie, diabetes mellitus a hypercholesterolemie. Pfijeti
zdravého zivotniho stylu asnizeni cholesterolu je klicové opatteni k prevenci vzniku

aterosklerozy [54; 57].
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5 METODY STANOVENI CHOLESTEROLU A ZLUCOVYCH
KYSELIN

5.1 Metody stanoveni cholesterolu

V biochemii se pro stanoveni cholesterolu vyuZzivaji fluorometrické a kolorimetrické
enzymatické testy. Abnormdlni hladiny cholesterolu jsou spojeny se vznikem
kardiovaskularnich onemocnéni, proto je stanoveni hladiny cholesterolu provadéno v ramci
rutinnich krevnich testl, pii kterych je stanovovan celkovy cholesterol spole¢né s HDL a LDL

cholesterolem a triacylgyceroly [5].

Zhruba 20 az 25 % cholesterolu v naSem téle pochazi z potravin zivo¢isného ptivodu, proto je
také dulezité znat koncentraci cholesterolu v naSem dietnim piijmu. Vyhodnoceni obsahu
cholesterolu v potravindch se provadi také pomoci enzymatickych testi. Dale pomoci
Klasickych chemickych metod jako je napfiklad modifikovana Abell-Kendallova metoda nebo

metodami instrumentalnimi jako je plynova a kapalinova chromatografie [5].

5.1.1 Modifikovana Abell-Kendallova metoda

Modifikovand Abell-Kendallova metoda je standardni referenéni metoda stanoveni celkového
cholesterolu, kterd je schvéilend pro klinické pouziti Narodnim institutem standardi
a technologii (NIST, USA). Jde o vicestupiiovou klasickou chemickou metodu, ktera zahrnuje

Liebermannovu-Burchardovu reakci na vyvoj barev [5].

Tato metoda zahrnuje zmydelnéni esteru cholesterolu pomoci alkoholického hydroxidu
draselného, extrakci hydrolyzovaného cholesterolu hexanem, nasledné odpateni rozpoustédla
ana zavér vyvoj barvy anhydridem Kkyseliny octové a koncentrovanou kyselinou sirovou.
Pro méfeni za ucelem kvantifikace cholesterolu se bézné pouzivd UV spektrofotometrie
(A =410 nm). Modifikovana Abell-Kendallova metoda je sice povazovana za standardni
referen¢ni metodu, ale v soucasné dob& se pro rutinni testy nepouziva, protoze je Casove

naro¢na a vyzaduje pouziti korozivnich ¢inidel [5].

5.1.2 Enzymatickeé testy
Tyto testy jsou zaloZzené na reakci vazané na enzym pro stanoveni hladiny celkového
cholesterolu. Tyto enzymatické testy se bézné pouzivaji od roku 1974 a v soucasnosti jsou

hojné vyuzivany pro testovaci soupravy a automatické analyzatory [58; 59].

Nejdiive dochazi k hydrolyze esterifikovaného cholesterolu na volny cholesterol pomoci

cholesterol esterdzy. Volny cholesterol je nasledné oxidovan cholesterol oxidazou na cholest-
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4-en-3-on. Jako vedlejsi produkt vznika peroxid vodiku, ktery je snadno detekovan pomoci
citlivych kolorimetrickych nebo fluorometrickych sond. Enzymatické metody pro stanoveni
cholesterolu jsou tedy zalozené na méfeni peroxidu vodiku sondou, ktera je na néj citliva.
Uspé$nost enzymatické metody zavisi na vlastnostech pouzité sondy, ktera miaze byt bud
chromogenni nebo fluorogenni. Obecné se vice vyuzivaji sondy fluorogenni, protoze maji vétsi
citlivost. Mnoho laboratofi pouziva pro rutinni analyzu komer¢ni soupravy pro kvantitativni

stanoveni cholesterolu a automatické analyzatory zalozené na enzymatickych testech [60; 58;

59].

Jako piiklad fluorometrického stanoveni si mizeme uvést test se substratem Amplex Red.
Reakéni smés se vytvori smichanim vzorku cholesterolu, cholesterol esterazy, cholesterol
oxidazy, peroxidazy a substratu Amplex Red. Kontrolni vzorek se vytvoii vynechanim jednoho
z reaktanti ze smésy. Vytvorena reakéni smes se inkubuje 30 minut pii 37 °C. Poté je méfena
intenzita fluorescence pomoci fluorescenéni mikrodestiCkové ¢&tecky s filtraéni sadou
pro excitaci a emisi pfi 560 a 590 nm. Za optimalnich podminek mize Amplex Red detekovat
2 az 5 pmol peroxidu vodiku na jamku v 96-jamkovém fluorescenénim mikrodestickovém
testu. Krome vysoké citlivosti vykazuje test se sondou Amplex Red dobrou linearitu v rozsahu

koncentrace cholesterolu od 10 nM do 10 pM [60].

Dal$im fluorometrickym stanovenim muize byt test na bazi aminoantipyrinu/fenolu. Reak¢ni
podminky jsou stejné jako u reakce s Amplex Red, ktery je v této metod¢ nahrazen smési
aminoantipyrinu a fenolu. Rozsah reakce je detekovan métenim zvySeni absorbance pti 500 nm
pomoci ELISA destickové ¢tecky. Detekéni limit tohoto testu je zhruba 5 uM, coZ je mnohem

méné nez u sondy Amplex Red a vykazuje $patnou linearitu a vysokou interferenci pozadi [60].

5.1.3 Plynové (GC) a kapalinova chromatografie (LC)
Plynova a kapalinova chromatografie se pouzivaji pro kvantifikaci cholesterolu v potravinach.

diky jejich schopnosti oddélit a kvantifikovat cholesterol z jinych podobnych latek [5; 61].

Nejpouzivangjsi analytickou technikou pro separaci cholesterolu a dalSich sterolti byla plynova
chromatografie (GC). GC kolony jsou velmi u¢inné pro separaci cholesterolu, ale nékdy trpi
prekrytim cholesterolu s jinymi steroly. Kvili této nevyhodé je vyhodnéjsi pouziti
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC), zejména HPLC na reverzni fazi. Hlavni
vyhodou HPLC je jeji provadéni pii nizké teploté, ¢imz se zabranuje oxidaci cholesterolu.

Nejbéznéjsim detektorem pouzivanym v HPLC pro detekci cholesterolu je detektor s diodovym
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polem. Pro tyto analytické techniky je dulezita ptiprava vzorku, jako je zmydelnéni a extrakce
vzorku. Nejbéznéji pouzivanym rozpoustédlem je hydroxid draselny, ktery se pouziva
Kk separaci cholesterolu od mastnych kyselin, pficemz se zaroven zabrani interferenci

triacylglycerold [61; 5].

5.2 Metody stanoveni Zlucovych kyselin

Vzhledem k vyznamnym funkcim zlu¢ovych kyselin byly popsany rizné analytické metody

pro stanoveni konjugovanych a nekonjugovanych zluc¢ovych kyselin [62].

Analyza ZluCovych kyselin byla dfive provadéna iontovou chromatografii nasledovanou
plynovou chromatografii (GC) a hmotnosti spektrometrii (MS) s ionizaci elektrosprejem.
Velkou nevyhodou téchto metod je potieba Stépeni konjugovanych Zluc¢ovych kyselin a jejich
nasledna derivatizace za Ucelem zajisténi potiebné tékavosti. Pozdé&ji ionizace narazem
rychlymi atomy (FAB — ioniza¢ni technika pouzivana v hmotnostni spektrometrii) umoznila
pfimo analyzovat nativni zlu€ové kyseliny a soli s minimalni ptipravou vzorku. Nasledné doslo
k nahrazeni FAB-ionizace ionizaci elektrosprejovou (ESI) V soucasné dobé se ve vétsiné
laboratofi pouziva ESI-MS (hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem), které
pfedchéazi separace pomoci kapalinové chromatografie (LC). MS umoziluje detekci a
kvantifikaci vice nez 20 raznych Zlu¢ovych kyselin a jejich meziprodukta [37]. Pokud neni
k dispozici LC-MS, je ke stanoveni Zlucovych kyselin alternativou separace pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrickou detekci, ktera ma také vysokou ucinnost,

citlivost a specifitu [62].
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6 ZAVER

Cholesterol je nezbytny pro spravné fungovani lidského organismu, pro fungovéani metabolismu
lipidii a udrzovani jeho homeostazy. Je vychozi latkou pro biosyntézu zlucovych kyselin,
steroidnich hormonit a vitaminu D. Patii mezi zékladni slozZku bunéénych membran, kde tvofi
jednu z hlavnich slozek. Do organismu se dostava bud’ vstfebavanim ze stravy pres travici trakt
nebo je syntetizovan z acetyl-CoA. Krevnim fecistém je cholesterol pfenasen pomoci riznych
typt lipoproteinovych ¢astic.

Zvysena hladina cholesterolu v plazmé muze souviset se vznikem riznych onemocnéni.
Nejcastéjsi je vznik aterosklerdzy, pii které dochazi k usazovani aterosklerotického plaku ve
sténach cév, a fady kardiovaskularnich onemocnéni, jako je infarkt myokardu ¢i mrtvice, pro
které je aterosklerdza patologicky zaklad. Se zvySenou hladinou cholesterolu v Krvi je spojena

1 hypercholesterolemie, kterd je ovSem dédi¢na.

Zlugové kyseliny jsou nezbytné pro exkreci cholesterolu a fosfolipidii z t&la. Jsou diileZité pro
hydrolyzu lipid pii traveni pomoci pankreatickych enzymi. Zluéové kyseliny jsou
syntetizovany v jatrech z cholesterolu. Po jejich syntéze jsou transportovany pies membranu
hepatocytd do Zluci a ulozeny v Zlu¢niku. Po kazdém jidle dochazi k jejich uvolnéni do
sttevniho traktu, kde se ucinné reabsorbuji a vraceji zpét do jater pomoci portalni zily, aby
mohly byt znovu vylou€eny do Zluci. Tento proces se oznacuje jako enterohepatalni cyklus.
Schopnost Zlu¢ovych kyselin pisobit jako signalni molekuly je dilezita pro regulaci enzymil,

které zprostiedkovavaji transport 1€kt a zajist'uji spravné fungovani metabolismu.

Nedostatek nebo Spatna funkce Zlucovych kyselin se miiZe projevit vznikem onemocnéni, jako
jsou nealkoholickéa tukova jaterni choroba (NAFLD) a nealkoholicka steatohepatitida (NASH),

které mizou vést k cirhdze, a dokonce i k rakoving jater.

Pro stanoveni hladin cholesterolu v biochemii se pouzivaji fluorometrické a kolorimetrické
enzymatické testy, které jsou citlivéj$i a méné ¢asové naro¢né&jsi nez metody neenzymatické.
Stanoveni zlucovych kyselin se v dnesni dobé provadi analytickymi instrumentalnimi

metodami jako je plynova a kapalinova chromatografie.
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