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Lipazy v mléce a jejich funkce

Souhrn

Cilem bakalaiské prace bylo shrnout soucasné védecké poznatky o lipazach, které
jsou piitomny v mléce a jejich funkci v produkci a utilizaci mlé¢ného tuku. Soucasti prace
bylo i zavedeni metod na stanoveni aktivity téchto lipaz.

V mléce vSech savcl je pfitomna lipoproteinova lipdza (LPL). Tento enzym
hydrolyzuje v mlééné zlaze triacylglyceroly pochazejici z cirkulace. Uvolnéné mastné
kyseliny jsou posléze butkami mlécné Zlazy vychytany a inkorporovany do triacylglycerolii
mlécného tuku. V samotném mléce neni enzym funkéni a patrné funguje pouze jako zdroj
proteinti pro mlad¢. Druhou z lipaz pfitomnych v mléce je zlucovymi kyselinami stimulovana
lipaza (BSSL). Tento enzym je exprimovan v pankreatu vSech savcl a u nckterych druht
(Clovek, pes, mys aj.) 1 vmlééné Zlaze. U téchto druhli vyznamné pfispiva k hydrolyze
triacylglyceroli matetského mléka a umoziuje tak jejich ucinngjsi vstiebavani. Enzym vsak
chybi napftiklad v kravském mléce. U ¢lovéka bylo demonstrovano, ze suplementace umélé
vyzivy na bazi kravského mléka rekombinantni BSSL vyrazné zlepSuje prospivani piedcasné
narozenych déti. Uloha tohoto enzymu byla pomémné intenzivné studovana u mysi
a u clovéka, protadu druhli nejsou ovSem o tomto enzymu dostupné prakticky Zadné
informace. Ty by mohly zasadné pfispét naptiiklad ke spravnému vybéru nahradni mlécné
stravy pro mlad’ata, kterd jsou po porodu matkou odmitnuta.

Byla zavedena metoda pro stanoveni LPL a BSSL a — aktivita byla orientacné
stanovena ve vzorcich mléka tfi druht (Clovek, pes, krava) a byla sledovéana linearita reakce

v zavislosti na ¢ase. Obé metody vyzaduji dalsi optimalizaci.

Klicova slova: mléko, mlécnd Zlaza, triacylglyceroly, lipoproteinova lipaza, zluCovymi

kyselinami stimulovana lipaza



Lipases in milk and their function

Summary

The aim of the thesis is to summarize current state of the art on lipases present in milk
and their function in the production and utilization of milk fat. Methods for determination
of the activity of these lipases will be implemented in the laboratory.

Lipoprotein lipase (LPL) is present in milk of all mammals. In the mammary gland
LPL hydrolyses triglycerides from the circulation and the released fatty acids are then taken
up by the cells of the mammary gland and incorporated into triglycerides of milk fat.
The enzyme is not functional in milk and likely serves only as a protein source for the young.
The second of the lipases present in the milk is bile salt-stimulated lipase (BSSL).
This enzyme is expressed in the pancreas of all the mammals and in some species (man, dog,
mouse, etc.) also in the mammary gland. In these species the enzyme contributes significantly
to hydrolysis of milk triglycerides and, in this way, facilitates their effective absorption. The
enzyme is missing in cow's milk. It has been demonstrated that supplementation of formula
on the basis of cow’s milk with recombinant BSSL improves the growth of preterm infants.
The role of this enzyme was quite extensively studied in mice and humans, however, for
a number of species there is virtually no information on BSSL. Such an information could
substantially contribute to the finding of the correct replacement for maternal milk food for
youngs that are postpartum refused by mothers.

The methods for determination of LPL and BSSL were introduced — the activity of
both enzymes was determined in samples of milk of three species (man, dog, cow) and the
linearity of reaction versus time was studied. Both methods should be optimized in the future.

Keywords: milk, mammary gland, triglyceride, lipoprotein lipase, bile salt-stimulated lipase
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1 Uvod

Mléko savci je komplexni smés Zivin, nezbytna pro vyzivu potomstva. Ziviny, tedy
cukry, tuky, bilkoviny, vitaminy, mineralni prvky, ale i prvky stopové, jsou V mléce
zastoupeny V optimdlnim poméru i mnozstvi ptesné dle potifeb potomka pro zajisténi jeho
spravného rustu a vyvoje. Dominantni slozkou mléka jsou proteiny, jako je kasein
a syrovatkové proteiny. Jejich pomérné mnozstvi, stejné jako kompletni sloZzeni mléka je
velmi variabilni v zévislosti na druhu a pozadavku mlad’at. Prioritni potfebou mlad’at
v prvnich dnech ¢i tydnech zivota je dostate¢ny piijem energie, kterou ziskavaji predevsSim
hydrolyzou tukovych kapének obsazenych v mléce. Mléko rGznych zivociSnych druht
obsahuje od 2 % az po 50 % lipidad u rypouse sloniho (Crocker et al., 2014). K tomu,
aby mohl byt tuk secernovan do mléka je v bunikach mlécné zlazy dilezita pfitomnost enzymu
s lipazovou aktivitou — lipoproteinové lipazy. Ta potom unika do mléka, kde ale zfejm¢é nema
zadny funkéni vyznam. U néckterych druht zvifat byl vSak v mléce prokézan jesté jeden
enzym s lipazovou aktivitou — zlu¢ovymi kyselinami stimulovana lipaza (Bile Salt-Stimulated
Lipase, BSSL). Tento enzym patrn¢ pfispiva k traveni tuktl v travicim traktu mlad’at. Enzymu
byla vposledni dobé vénovana pozornost piedevsim u Clovéka, nebot piidavek
rekombinantni Zlu¢ovymi kyselinami stimulované lipazy k nahradni umélé vyziveé piredcasné
narozenych déti vyznamné piispiva k pfirastku na vaze (Casper et al., 2014). Tyto déti
v disledku vlastni nizké lipazové aktivity maji nedostate¢né vyuziti lipida. O uloze
zlu¢ovymi kyselinami stimulované lipazy vV mléce u jinych Zivo€iSnych druhd je zndmo jen

velmi maélo.



2 Cil prace

Cilem prace bylo shrnout dosavadni poznatky o lipazach pifitomnych v mléce savcu a jejich
funkci v produkci a utilizaci mlééného tuku.
Soucasti prace bylo i zavedeni metod na stanoveni aktivity lipoproteinové lipazy a zlu¢ovymi

kyselinami stimulované lipazy v mléce.

3 Literarni prehled
3.1 Mlécna Zlaza a jeji anatomie

Mlécna zlaza je parovy organ vSech samic savcll. Vyvinula se i u nékterych samct,
véetné Cloveka. Je to ve skute¢nosti modifikovana kozni zldza a jejim sekretem je mléko,
které je zakladni vyzivou vSech sav¢ich mladat.

Parenchym mlécné zlazy je slozen z tubuloalveolarnich zlaz, které jsou oddélené hustym
kolagennim vazivem a tukovou tkani, skrz kterou prochazeji. Lze jej rozdélit na dvé casti,
sekre¢ni a vyvodnou ¢ast, kterou je struk nebo bradavka. Zakladem sekrecni Casti, tvorici
a secernujici mléko, je sekrecni alveolus. Je to dutinka vystland sekrecnimi buiikami,
obklopena hustou siti cévniho zasobeni a kontraktilnimi myoepitelovymi buiitkami, které se
podileji na vypuzeni mléka (ejekci). Alveoly vytvareji lalicky spojujici se diky vazivovym
prepazkam ve vétsi laloky (lobusy). Lobusy usti v jednotlivé vyvody, které se spojuji
v mlékovody. Ty nakonec vyustuji do mlékojemu, ktery méa dvé &asti. Zlazovou a strukovou.
Cely kandlovy systém ma schopnost rozsifit se a tim je, vedle mlékojemu, navySen prostor

ke skladovani mléka (Obr. 1).



Obr. 1: Schéma mlé¢né zlazy feny (Pfevzato z Budras et al., 2007)

. veminko feny (papilla mammae)

. mlékovod (lactiferous duct)

. mlé¢na cisterna (lactiferous sinus)
. strukovy kanalek (papillary duct)
. strukovy otvor (papillary ostium)
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Vyvodnou ¢ast tvoti struk nebo bradavka a slouzi jako kone¢ny bod mléénych vyvodi. Celym
strukem prochazi strukovy kanalek spojujici strukovou ¢ast mlékojemu s vnéjSim otvorem.
Aby bylo zabranéno vytoku mléka, je ve sténé struku okolo kanalku kruhovy svéra¢ z hladké
svaloviny. Ve sténach strukové ¢asti jsou zilni pletené, které se podileji na udrzeni teploty
struku. Vyvodna ¢ast je obklopena oblasti kiize, ktera obsahuje mazové a potni Zlazy. Je zde
téZ koncovy bod pro Ctvrty mezizeberni nerv, ktery nese smyslové informace o mladét
do michy a mozku. To je velmi dulezité v regulaci sekrece oxytocinu ze zadniho laloku
hypofyzy a prolaktinu z pfedniho laloku hypofyzy. Rozmisténi a pocet struki ¢i bradavek je

u savct rozdilny (Tab. 1).



druhy Anterior | Intermediate | Posterior | celkem
hrud’ bFicho slabiny
(thoracic) | (abdominal) | (Inguinal)

pes 4 2 2nebo4 | 8 nebo 10
skot 0 0 4 4

kocka 2 2 2 6

koza, ovce, kun | 0 0 2 2

mys$ 6 0 4 10
krysa 6 2 4 12
prase 6 6 4 16

slon, primati 2 0 0 2

Tab. 1: Umisténi a pocet bradavek na télech savcti podle druhu (Pfevzato z Cunningham
et al., 2005)

Laktogeneze

Laktogeneze jsou zmény V mlécné Zlaze béhem biezosti, kdy se zvysi pocet a Slozitost
alveolarnich komplexi. Kazdy alveolus ma rozvinuté cévni zasobeni a obklopuje ho vrstva
sekre¢nich alveolarnich bunék, pod kterymi se nachazi adipocyty, fibroblasty a myoepitelialni
buniky (Obr. 2). Kontrakci myoepitelidlnich bun¢k stimulovanych oxytocinem uvolnénym
z laloku hypofyzy kojicim neuroendokrinnim reflexem dochazi k vypuzovani mléka
z alveold. Na konci biezosti vstupuje mlécna zlaza do prvni faze laktogeneze, kdy zacina
produkce prvni mlééné tekutiny naZloutlé barvy a husté konzistence — mleziva. Mlezivo
neboli kolostrum, odpovida za humoralni imunitu potomka v ¢asném poporodnim obdobi
diky pfitomnosti imunoglobulin. Pfitomnost sekrecnich IgA, laktoferinu a vysoké
koncentrace oligosacharidi je dilezitd pro ochranu povrchl sliznic pfed infekci. Sekrece
mléka je vtéto fazi brzdéna vysokou koncentraci cirkulujicich pohlavnich hormont
a vysokymi hladinami progesteronu. Po vypuzeni placenty V poporodni dobé dochazi
k ndhlému poklesu hladin progesteronu a estrogent, kdezto prolaktin zlstava stale zvyseny.
Tato kombinace nastartuje fadu naprogramovanych zmén a transformuje bunky do plné
sekre¢niho stavu, stimuluje se tvorba mléka v alveolech a laktogeneze piechazi do druhé¢ faze.
Ptipojuji se i dal$i hormony a to inzulin, kortizol a thyroxin. V posledni, tfeti fazi laktogeneze
je fizeni laktace endokrinnim hormonalnim systémem pfesunuto na fizeni hormony
vznikajicimi v misté laktace, tedy fizeni autokrinni, coz v praxi znamend, ze se tvoii tolik
mléka, kolik je odebirdno. Po ukonceni laktace dochdzi k degeneraci alveolii, avSak jsou

zachovany myoepitelialni buiiky pro dalsi biezost.
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Bunééné mechanismy pro tvorbu a sekreci mléka

Pti vstupu vSech slozek do mléka se uplatiiuje né€kolik transportnich mechanismu.
MIlééné bilkoviny, laktoza, citrat a vapnik se do mléka dostavaji exocytdézou (Obr. 2, draha I).
Lipidy, ptfedevsim triacylglyceroly, vyuzivaji specificky transportni mechanismus. Béhem
laktace obsahuji alveolarni bunky, jako vSechny vysoce aktivni sekrecni bunky, cetné
mitochondrie, rozsadhlé hladké endoplazmatické retikulum a vyrazné vyvinuty Golgiho aparat.
Aby byla zajisténa produkce mlécného tuku, je v nich velice aktivni syntéza lipida.
Z prekurzorovych mastnych kyselin a glycerolu jsou syntetizovany piedevsim
triacylglyceroly a fosfolipidy. Z nové syntetizovanych molekul lipidi se za tucasti
specifickych proteinti vytvaii v cytoplazm¢é malé lipidové kapénky (CLDs = ,,cytoplasmic
lipid droplets), které pozdéji splyvaji za vzniku vétSich ¢astic. Ty jsou transportovany
k apikalni plazmatické membrané, kde jsou vyluCovany (Obr. 2, draha II) (Mather and
Keenan, 1998). Kapénka je pfitom obalena plazmatickou membranou a ,vypuci“
do alveolarniho lumen. V této fazi se kapénka obohacuje predevsim o fosfolipidy, které brani
dalsimu splyvani tukovych kapének v lumen alveolu, coz by ztiZilo jejich vylu¢ovani béhem
laktace (McManaman and Neville, 2003). Vznikajici ¢astice jsou oznacovany jako kapénky
mlécného tuku (MFG = ,milk fat globules®). Pi splyvani membrany a tukové kapénky muze
byt do vznikajici Castice inkorporovano i malé mnozstvi cytoplazmy, coz umoziuje vstup
vSech latek obsazenych v cytoplazmé do mléka (Huston and Patton, 1990). Kapénky
mlécného tuku jsou hlavnim zdrojem energie mladéte u vétsiny, ne-li u vSech druht savci.
Rada makromolekularnich latek, jako jsou imunoglobuliny, albumin a transferin, je z plazmy
do mléka transportovana transcytézou (Obr. 2, draha III) (Hunziker and Kraehenbuhl, 1998;
Ollivier-Bousquet, 1998; Monks and Neville, 2001). Tento transportni mechanismus
vyuzivaji i hormony - inzulin, prolaktin a estrogen (Koldovsky, 1995) — a cytokiny (Goldman
et al., 1996).

Neékteré ionty a malé molekuly, jako glukoza a aminokyseliny, vyuzivaji specifické iontove
kanaly nebo transportni proteiny, které jsou lokalizovany v bazalni a apikalni membrané
bungk alveolarniho epitelu (Obr. 2, draha IV) (Shennan and Peaker, 2000).

Pro vyménu latek mezi intersticidlnim prostorem a alveolem miiZze byt vyuzita i paracelularni
transportni cesta (Obr. 2, draha V) skrze tésné spoje (,,tight junctions*) mezi bunikami. Tato
cesta je vSak oteviena pouze b&hem biezosti, v dob& atrofie mlééné Zlazy po odstavu

a pti zanétlivych stavech, jako jsou mastitidy. V dob¢ laktace je tato draha zcela uzaviena.
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Transport prostiednictvim téchto drah je ovlivnén funkénim stavem mlééné Zlazy a regulovan

pfimo i nepfimo vlivem hormonti a riistovych faktora.
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Obr. 2: Schéma alveolu mlééné zlazy a alveolarnich epitelovych bunék se zndzornénim
jednotlivych metabolickych transportnich drah vyuzivanych pti produkci mléka.

(Pfevzato z McManaman and Neville, 2003)

Schéma mlécného alveolu a alveolarnich epitelovych bunék zobrazujici cesty pro sekreci
mléka. Mléko je vylucovano z alveolarnich epitelovych bun€k do vnitiniho prostoru - lumen
(8ipky). To je pak vypuzeno ptes kanaly kontrakci myoepitelidlnich bungk, které alveoly
obklopuji. Samotny alveolus je obklopen dobfe rozvinutou siti cév a stromatu, obsahujiciho
komponenty extracelularni matrix, fibroblasty a adipocyty. Rozsifena oblast pak ukazuje
hlavni strukturdlni a transportni vlastnosti alveolarnich bunék. I ... exocytoticka sekrece
mlécnych bilkovin, laktézy, vapniku a dalSich slozek vodné faze mléka; II ... sekrece
mlécného tuku — tvorba lipidovych kapének v cytoplazmé (CLDs), jejich transport k apikalni
membrané a sekrece do mléka ve formé kapének mlécného tuku (MFQG); III ... vezikularni

transcytdza proteind, napiiklad imunoglobulini z intersticidlniho prostoru; IV ... transportéry
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zprostfedkovany pienos jednomocnych iontl, vody a glukézy pies apikalni a bazalni
membranu bunky; V ... paracelularni transport (leukocyty a komponenty plazmy). Tato cesta
je vSak oteviena pouze bcéhem biczosti, v dobé atrofie mlécné zlazy po odstavu
a pti zanétlivych stavech, jako jsou mastitidy.

Zkratky: SV, sekreéni vacky; RER, hrubé endoplazmatické retikulum; BM, bazalni
membrana; N, jadro; PC, plazmaticka buika; FDA, adipocyt; JC, junkéni komplex obsahujici

tésné a adhezni spoje; GJ, mezera; ME, myoepitel.

3.2 Triacylglyceroly

Lipidy jsou jednou ze zakladnich skupin biologickych slou¢enin, které jsou nezbytnou
komponentou vSech zivych organismi. Mezi nimi hraji vyznamnou ulohu triacylglyceroly,
které organismy vyuZzivaji k ukladani energie. Chemicky jsou triacylglyceroly estery
trojsytného alkoholu glycerolu a vys$Sich mastnych kyselin. Mastné kyseliny mohou bunky
pouzit jako zdroj energie, nicméné jejich piili§ vysoka koncentrace uvniti buinky muze byt
toxicka a proto jsou triacylglyceroly velmi vhodnou formou K jejich skladovani, nebot’ jsou
chemicky inertni a na rozdil od glykogenu nevazi vodu. Mastné kyseliny se obvykle dé¢li
na nasycené, které nemaji zddnou dvojnou vazbu ve svém fetézci, mononenasycené,
které ve svém fetézci maji jednu dvojnou vazbu a polynenasycené mastné kyseliny S vétSim
poétem dvojnych vazeb. Rada z téchto polynenasycenych mastnych kyselin je pro &lovéka
I nékteré zivocichy nenahraditelnd, protoze si je télo nedokaze vyrobit a musi je tedy pfijimat
pouze potravou. V tucich savci je nejcastéji zastoupena mononenasycena kyselina olejova,

ktera tvoti az 45 % obsahu veSkerych mastnych kyselin (Pacék, 1982).

3.3 Lipoproteiny

Lipoproteiny jsou makromolekularni komplexy lipida a proteind, které transportuji
lipidy krevni plazmou. Uvnité ¢astic lipoproteind jsou ulozeny hydrofobni triacylglyceroly
a estery cholesterolu (Obr. 3). Na svém vn¢&jSim polarnim kulovitém povrchu maji fosfolipidy
a cholesterol. Ty jsou uspotadany tak, ze do vn€jSiho prostredi smétuje jejich hydrofilni ¢ast
a hydrofobni ¢ast je orientovana dovniti castice. Na povrchu téchto Castic se nachazi

I proteiny oznacované jako apolipoproteiny. Neékteré z apolipoproteini jsou nezbytné
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pro vlastni syntézu ¢astic (apoB), jiné funguji jako ligandy pro bunééné receptory (apoA-1,
apoB, apoE) nebo kofaktory enzymi, které na lipoproteiny ptisobi (apoA-1, apoC-II).

Apoprotein

Apoprotein

Nepolarmi
Polarni jadro
povrch s
Fosfolipid y

Cholesterylester
Volny
cholesterol

Triacylglycerol

Apoprotein g &\, )

Obr. 3: Lipoproteinova ¢astice (Pfevzato z Grundy, 1990)

Lipoproteiny mtizeme délit do péti tfid vychazejicich z jejich velikosti a hustoty, které lze

oddg¢lit ultracentifugaci (Tab. 2).

e Chylomikrony — ¢astice tvofené v burnkach stievni sliznice (v enterocytech) z lipida
ptijatych potravou.

e VLDL - lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density lipoproteins) vznikaji
V jatrech. Zde se uvoliiuji z hepatocytl do krevniho ob&hu.

o IDL - lipoproteiny o stfedni hustoté (intermediate density lipoproteins) - vznikaji
Vv krevnim obéhu z VLDL pisobenim lipoproteinové lipazy.

e LDL - lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins). Mezi laickou vefejnosti
jsou znamy jako ,,Spatny* ¢i ,,z1y“ cholesterol. Vznikaji z IDL po odstranéni podstatné
Casti triacylglycerolii a piedstavuji hlavni ptenaSe¢ cholesterolu plazmou. Ten je jimi
transportovan do jater, ale v pfipad¢ potieby jej mohou vyuzit i extrahepatalni bunky.

e HDL - lipoproteiny o vysoké hustoté (high density lipoproteins). Jsou naopak znamy

jako ,,hodny* cholesterol. HDL mohou vychytavat bunéény cholesterol a transportovat
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jej do jater, ktera jej mohou z té€la odstranit v procesu ozna¢ovaném jako reverzni

transport.
Lipoprotein Hlavni lipidova % Podil lipidi | % Podil proteinii
slozka
Chylomikrony TG 98-99 1-2
VLDL TG 90-93 7-10
IDL cholesterol, TG 90 10
LDL cholesterol 80 20
HDL cholesterol 50-55 45-50

Tab. 2: Ptehled hlavnich tfid lipoproteint (Upraveno dle Gotto and Pownall, 2003)

Metabolismus lipoproteini

Denné je plazmou ¢lovéka transportovano cca 150 — 200 g triacylglyceroli.
Z metabolického hlediska rozliSujeme dvé transportni drahy pro triacylglyceroly (TG) —

exogenni pro transport TG dietniho pivodu a endogenni pro transport TG z jater.

Tuky pfijaté potravou jsou nejprve pusobenim soli zlucovych kyselin a lecitinu
v tenkém stfevé emulgovany na kapénky s velkym povrchem a tim je zajiSténa jejich lepsi
hydrolyza enzymy. Triacylglyceroly (TG) jsou hydrolyzovany na 2-monoacylglyceroly (MG)
a neesterifikované mastné kyseliny (NMK). Ty jsou poté vychytany enterocyty, ve kterych
jsou transportovany do endoplazmatického retikula (ER), kde se opét resyntetizuji na TG.
Tyto resyntetizované TG jsou vestavény (inkorporovany) do chylomikrond, pomoci
transportnich vacka preneseny do Golgiho aparatu a secernovany do lymfatického systému.
Cestou ductus thoracicus se dostavaji do krevniho fecisté. Na kapilarnim endotelu
mimojaternich tkdni je navazana lipoproteinovd lipaza (LPL), kterd hydrolyzuje TG
v chylomikronech na volné mastné kyseliny (MK) a glycerol. Tkané nasledné vychytavaji
uvolnéné MK a vyuzivaji je jako zdroj energie po oxidaci v mitochondriich (sval) nebo je
ukladaji jako reesterifikované TG (tukova tkan). Z ¢astic chylomikronl vznikaji po odstranéni
podstatné casti TG Castice, které oznaCujeme jako remnanty. Remnanty jsou z cirkulace
rychle vychytavany v jatrech. MK s kratkym fetézcem vstupuji z enterocyt pfimo do krve

a portalnim fec¢isStém jsou transportovany piimo do jater.

Z TG syntetizovanych v jatrech vznikaji lipoproteiny o velmi nizké hustoté¢ (VLDL),
které transportuji TG z jater do ostatnich tkani, kde jsou opét za pomoci LPL hydrolyzovany
podobné jako TG chylomikronti. Po odevzdani MK do bunék z ¢astic VLDL vznikaji jejich
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remnanty v podobé IDL. Ty jsou z ¢asti vychytany jaternimi bunikami a z ¢asti pfemeénény

na castice LDL, jez mohou poskytnout cholesterol pro buniky mimojaternich tkani (Obr. 4).

Zvlastni cestou pii transportu cholesterolu je tzv. reverzni transport cholesterolu.
Pti ném dochazi k ptfenosu neesterifikovaného cholesterolu z extrahepatalnich tkani na ¢astice

HDL a jeho transportu do jater, ktera ho mohou z téla odstranit.

Dietni tuk

Dietni Endogenni
cholesterol cholesterol

Jatra

Mimojaterni
bunky

Zluéové
kyseliny

Zluénik

Lipo-
proteiny

Tenké Remnanty N

stfevo

')

s

Svalova
burika

Cévni [ » | EXOGENNi CESTA

Triglycerid
9 Stievni

fecisté

i | ENDOGENNI CESTA

Lymfa

Chylomikron |

Obr. 4: Metabolismus lipoproteini [online]. Dostupné z
<https://www.google.com.au/search?q=transport+lipid%C5%AF&biw=1920&bih=958&tbm=isch&tb
o=u&source=univ&sa=X&ei=wyeVVeKKCYyR7AaykK2Y Aw&ved=0CCIQsAQ&dpr=1#imgdii=-
uvqcAOYMWE]jSM%3A%3B-uvgcAOYMWE]SM%3A%3BkkTQgq1XSWdVP6M%3A&imgre=-
uvgcAOYMWEjSM%3A)> [cit. 2015-07-21]

kyseliny

3.4 Lipazy

Lipazy (EC 3.1.1) patii do velké skupiny esterdz, coz jsou katalytické enzymy S$tépici
esterické vazby. Nachazi se v celé fadé tkani a organu savcd, jako naptiklad v srdci, mozku,

svalech, tepnach, ledvinach, slezing, plicich, jatrech, tukové tkani a séru (Vulfson, 1994).
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http://www.google.com.au/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.science-art.com/image/?id%3D3551&ei=ASmVVcyoDYfj7Aap8ICgBA&bvm=bv.96952980,d.ZGU&psig=AFQjCNHZ1SP8E8oBdiIVVQIjDj4Adbq1-g&ust=1435925095048064

Klasifikace lipaz

Z hlediska funkce bychom mohli lipazy rozdélit do tii skupin:

1. intracelularni lipazy — ptisobi pfi katabolismu triacylglycerolt jednak v tukové tkani
a jednak ve vsech organech, ptikladem muze byt hormon senzitivni lipaza. V této praci se jim
blize vénovat nebudeme.

2. extracelularni lipazy traviciho traktu — UcCastni Se procesu traveni vSech lipida
pfijatych potravou. Do této skupiny zahrnujeme lipazu:

- lingvalni

- zalude¢ni

- pankreatickou

- lipazu stimulovanou Zlu¢ovymi kyselinami (BSSL = bile salt-stimulated lipase)

3. extracelularni lipazy vnitiniho prostfedi — jejich tkolem je lipolyza triacylglycerola
a fosfolipidt v cirkulaci. Mezi n¢ zafazujeme lipazu:

- endotelovou

- jaterni

- lipoproteinovou

Lingvadlni lipaza je Clenem rodiny travicich enzymt (ES 3.1.1.3), které hydrolyzuji
triacylglyceroly s dlouhymi fetézci na diacylglyceroly a volné mastné kyseliny. Enzym
se uvolniuje do Ust spoleéné se slinami, jakmile se potravou aktivuji serdzni zlazy na povrchu
jazyka a autonomni nervovy systém vysle signal. Jako prvni tim katalyzuje reakci pfi traveni
dietnich lipida za vzniku diacylglycerolt (Hamosh and Scow, 1973). Jeho pH optimum je
4,5 — 5,4 a lipolyticka aktivita se tedy mutze uplatnit i v zaludku.

Zaludecni lipaza neboli gastrickd lipaza, je kyselou lipazou vylu¢ovanou buiikami sliznice
zaludku. Jeji pH optimum je v oblasti pH 3-6 a podobné jako lingvalni lipaza nevyzaduje

zadné kofaktory pro svoji optimalni aktivitu.

Pankreaticka lipaza, n€kdy uvadeéna jako pankreatickd lipaza triacylglycerold, je primarnim
enzymem, ktery hydrolyzuje molekuly triacylglyceroli v travicim traktu. Triacylglycerolovy
substrat lipaza $tépi na monoacylglyceroly a volné mastné kyseliny.

Triacylglycerol + 2 HO < 2 mastné kyseliny + 2-monoacylglycerol
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Jatry vylucované a ve zluc¢niku ulozené zlucové soli jsou uvolilovany do dvanacterniku,
kde emulguji velké tukové kapénky na mensi, aby se zvysil jejich povrch a tim je mohla
lipaza efektivnéji $tépit. Vzniklé monomery (2 volné mastné kyseliny a 2-monoacylglycerol)
jsou peristalticky piesunuty do lumen tenkého stteva, kde jsou absorbovany enterocyty.

Na rozdil od nékterych pankreatickych enzymt, které musi byt aktivovany proteolytickym
Stépenim, je tato lipaza z pankreatu vylucovana jako aktivni enzym. Pro jeji aktivaci je ovSem

nezbytny kofaktor — kolipaza rovnéz secernovana z pankreatu.

Lipdza stimulovana zZlucovymi kyselinami (BSSL, ,, bile salt-stimulated lipase®) je lipaza
s Sirokou substratovou specifitou $tépici triacylglyceroly, monoacylglyceroly, fosfolipidy,
estery vitamint rozpustnych v tucich a estery cholesterolu. Je rovnéz oznac¢ovana jako BSDL
(,,bile salt-dependent lipase*) nebo nové jako CEL (,,carboxyl esterase lipase®). Tato lipaza je
exprimovana a produkovana ve slinivce bfisni u vSech druhd savcu a byla rovnéz zjisténa

v mateiském mléce ¢loveka a nekterych dalsich savct.

Vyse uvedené lipazy patii do funkéni skupiny extracelularnich lipaz traviciho traktu.
Nyni k extracelularnim lipdzdm wvnitinitho prostfedi. Jde o enzymy exprimované
Vv parenchymalnich bunkach fady tkani odkud jsou transportovany na endotel, kde hydrolyzuji

lipidy pfendsSené plazmatickymi lipoproteiny.

Endotelova lipaza byla poprvé popsana vroce 1999. Jde o lipazu, kterou syntetizuji
a sekretuji endotelové bunky. V cirkulaci ziistdva vazéna na endotelidlni povrch a Stépi
fosfolipidy HDL ¢astic a tim sniZuje jejich obsah v plazmé&. DokaZe byt aktivni ale ve vSech
lipoproteinovych podtfidach. Tato lipaza ma pievazné fosfolipazovou aktivitu a prakticky

nestépi triacylglyceroly (Annema and Tietge, 2011; Das 2005).

Jaterni lipdza je exprimovana v jatrech, ale také v nadledvinkach. Stépi fosfolipidy

a triacylglyceroly v ¢asticich IDL, LDL a HDL a tim se G¢astni jejich metabolismu.
Lipoproteinova lipdza je spolecné s jaterni, pankreatickou a endotelialni lipazou ¢lenem jedné

genové rodiny, oznacované EC 3.1.1.34. Je to enzym, ktery si syntetizuji buiiky riznych tkéni

s vyjimkou jaternich buné¢k. Blize bude popsana v samostatné ¢asti.
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Lipoproteinova lipaza (LPL)

Gen kodujici lidskou LPL se nachazi na 8. chromozomu. Gen koéduje protein
0 475 aminokyselinach a molekulové hmotnosti 55 kDa. Lipoproteinova lipaza je enzym,
ktery je exprimovan v parenchymalnich bunikdch mimojaternich tkani (napt. svalové —
myocyty - ¢i tukové — adipocyty). Aby mohl byt funkéni, musi byt glykosylovan,
enzymaticky aktivni je homodimer. Z parenchymalnich bunék je pies extracelularni matrix
apies endotelové burky transportovan do lumen kapilar (Obr. 5). Pro tento pfesun je
nezbytny protein oznacovany jako GPIHBPI1 (,,glycosylphosphatidylinositol anchored high
density lipoprotein binding protein 1%, zvany téz glykosylfosfatidylinositol HDL vazajici
protein 1), ktery pravdépodobné piispiva i k ukotveni LPL na endotelidlnich bunkach
(Goulbourne, 2014). V dasledku této pevné vazby na endotel nelze stanovit jeho
enzymatickou aktivitu v cirkulaci. Aby mohl byt stanoven, musi byt nejprve uvolnén
do cirkulace po intravendzni aplikaci heparinu.
Funkci tohoto enzymu je hydrolyza triacylglycerolti chylomikront a ¢astic VLDL, pii které
jsou uvolnény dvé molekuly mastnych kyselin a 2-monoacylglycerol. Vzniklé mastné
kyseliny jsou transportovany pies endotel a vychytavany parenchymalnimi bunkami tkani
jako zdroj energie (hlavné¢ buiiky srdce a kosterniho svalstva) nebo je bunky ukladaji ve formé
triacylglycerolil do zdsob (bunky tukové tkan€¢). Enzym pro svou funkei vyzaduje kofaktor,
kterym je apolipoprotein C-Il. Je to protein o hmotnosti 8800 daltonti nachazejici se
v chylomikronech, c¢asticich VLDL a HDL (Havel et al., 1973). Aktivita enzymu je
inhibovana apolipoproteinem C-IIl, apolipoproteinem A-V a proteiny podobnymi
angiopoetinu 3,4 a 8 (Angptl 3, 4, 8, ,,angiopoietin-like proteins*), které hraji zasadni ulohu
v regulaci aktivity enzymu vV jednotlivych tkanich (Kersten, 2014). Naptiklad Angptl 4
rozklada aktivni dimer na neaktivni monomery (Sukonina et al., 2006), které jsou uvolnény
do cirkulace a vychytany Vv jatrech. Bylo zjisténo, ze LPL muze fungovat i jako ligand
jaternich receptorti ozna¢ovanych jako LRP (protein podobajici se LDL receptoru, ,,LDL-
receptor related protein®), které z cirkulace odstranuji remnanty chylomikroni a VLDL
(Beisiegel et al., 1991). Aktivita LPL je regulovana tkanové¢ diferencované — napft. inzulin
stimuluje aktivitu LPL v tukové tkani a inhibuje ve svalu, a mastné kyseliny z potravy jsou
smérovany do tukové tkané a ukladany v dobé, kdy je kdispozici dostatek glukozy
pro oxidaci. Stresové hormony naopak aktivuji LPL ve svalu a inhibuji v tukové tkani a tok
mastnych kyselin jako zdroje energie je smérovan do svalu. Z tohoto diivodu byva LPL

oznacovana jako ,,gatekeeper enzyme* (vratny) (Goldberg et al., 2009).
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Svalova bunka

Chylomikron,

Syntetizovana LPL:

Obr. 5: Uloha LPL ve vychytavani mastnych kyselin tkanémi

Lipoproteinova lipaza (LPL) je syntetizovana parenchymalnimi bunikami tkani (tukova tkan,
sval, mlécna zlaza), secernovana a transportovana extracelularnim prostorem a pies kapilarni
endotel na vnitini povrch kapilarniho endotelu. Zde ziistdvd navdzana na heparansulfat
proteoglykany a GPIHBPl. Na povrchu kapilarniho endotelu LPL hydrolyzuje
triacylglyceroly chylomikronti a VLDL, uvolnéné mastné kyseliny jsou pak z prevazné ¢asti
transportovany pies endotel k parenchymalnim buitkdm dané tkané.

Zkratky: LPL, lipoproteinova lipaza; MK, mastné kyseliny; TG, triacylglycerol; VLDL,
lipoprotein o velmi nizké hustoté (very low density lipoprotein); GPIHBP1,
(,,glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein binding protein 1)

20



Funkce lipoproteinové lipazy v mlééné Zlaze a v mléce

Mléko vétSiny savcl obsahuje zna¢né mnozstvi lipoproteinové lipazy (Jensen and
Pitas, 1976).
Primarni funkci LPL pfitomné v mlééné zlaze je zajistit hydrolyzu TG transportovanych
chylomikrony a VLDL v cirkulaci a vychytani uvolnénych MK mlé¢nou zlazou, ve které jsou
vyuzity pro syntézu TG mléka. Podobné jako v jinych tkanich je LPL exprimovana
Vv alveolarnich epitelovych buitkdch a znich transportovana na kapilarni endotel,
kde vykonava svou katalytickou aktivitu. Je pravdépodobné, ze enzym piitomny v mléce
unikl z této standardni transportni cesty. Enzym ale v mléce nevykazuje zadnou nebo jen
velmi malou aktivitu, nebot v mléce neni ptitomen apoC-II, ktery je nezbytny pro jeho
aktivaci. Narozdil od lipazy stimulované zluCovymi kyselinami (BSSL) neni stabilni
pfi prichodu kyselym pH zaludku a dochazi tak k jeho destrukci. Mimoto je i inhibovan
Zlu¢ovymi kyselinami ve stfevé. Aktivita LPL v tkani odrazi schopnost tkan¢ odstrafovat
triacylglyceroly z krve. Skute¢nost, ze LPL v mlé¢né zlaze je nezbytna pro tvorbu TG mléka
bylo dokumentovana zjisténim, ze aktivita enzymu u potkanli stoupd v mlééné zlaze
dramaticky pted porodem a zustava na vysoké urovni po celou dobu laktace, zatimco aktivita

v tukové tkani rychle klesa smérem ke konci biezosti (Obr. 6) (Hamosh et al., 1970).
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Obr. 6: Vliv biezosti a laktace na aktivitu lipoproteinové lipazy v tukové tkani a v mlééné
7laze u potkana (Pfevzato z Hamosh et al., 1970).

K porodu doslo 22. nebo 23. den biezosti a vSechna mlad’ata po porodu sala mléko.

Zlu¢ovymi Kyselinami stimulovana lipaza (BSSL)

Vedle LPL obsahuje mléko né&kterych savcu i lipazu, ktera je zavisla na aktivaci
Zlu€ovymi solemi. Byla tedy nazvana jako zlu¢ovymi kyselinami stimulovana lipaza (Hernell
and Olivecrona, 1974). Enzym je u vSech dosud studovanych druhti savci exprimovan
Vv pankreatu a secernovan do tenkého stieva. Enzym byl prokazan u nékterych druhii v mléce
(¢lovek, gorila, kocka, pes, fretka, mys), u jinych druhti v mléce chybi (skot, koza, prase, kin,
makak rhesus, krysa, morce) (Hernell and Blackberg, 1991, Li et al., 2007). U ¢loveka se gen
pro BSSL nachazi na 9. chromozému a koduje protein o 742 aminokyselinach, ze kterého
po odstfizeni signalniho peptidu vznika maturovany protein majici 422 aminokyselin (Baba et

al., 1991). Bylo zjisténo, ze BSSL je vysoce glykosylovana, pricemz glykosylace je tkanoveé
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specifickd a pravdépodobné vysvétluje diive zjisténé rozdily mezi BSSL secernovanou

ze slinivky a BSSL syntetizovanou v mlécné zlaze (Bliackberg et al., 1981).

Vyznam Zlu¢ovymi Kyselinami stimulované lipazy (BSSL) v mléce

Pro vstiebani triacylglycerolti obsazenych v mléce je nezbytna jejich G€innd hydrolyza
Vv tenkém stfeve. U dospélych jedincii je hydrolyza triacylglycerolti zajisStovana pankreatickou
lipazou a také BSSL secernovanou z pankreatu. U mysi je nastup aktivity téchto lipaz
pankreatického ptivodu V postnatalnim obdobi zpomalen a u¢inna hydrolyza triacylglycerola
je tedy zajisténa pritomnosti lipazy pifimo v matefském mléce (Li et al., 2007). O vyznamu
mysi jsou spojeny s malabsorpci lipidi a s vyskytem stfevnich 1ézi (Howles et al., 1999).
U psa je aktivita pankreatické lipdzy v prvnich sedmi tydnech Zivota velice nizk4 (Buddington
et al., 2003) a musi byt tedy kompenzovana BSSL (Iverson et al., 1991). Nejvétsi pozornost
byla vtomto sméru vénovana ¢lovéku. Podobné jako pro jiné savce, i pro kojené déti
ptredstavuji hlavni zdroj energie triacylglyceroly. Triacylglyceroly pfitomné v mléce jsou
nejprve casteCné hydrolyzovany gastrickou lipdzou v Zaludku. Podstatnd c¢éast hydrolyzy
triacylglycerolii probiha v tenkém stfevé plsobenim pankreatické lipazy, ktera vyzaduje
kolipazu jako svij kofaktor, a BSSL. U novorozenctl je podstatna ¢ast BSSL syntetizovana
vV mlécéné Zlaze matky a mensi ¢ast pochazi ze slinivky bfiSni — sekrece pankreatické BSSL je
u novorozenctl vyznamneé sniZzena. Samotna BSSL nehydrolyzuje mlééné TG, dokud se mléko
nesmisi se zlu¢ovymi Kyselinami ve dvanactniku. Enzym je aktivovan primarnimi zlu¢ovymi
kyselinami obsahujicimi 7B-hydroxy skupinu (kys. cholova a chenodeoxycholova) i jejich
konjugaty  staurinem aglycinem, nikoli sekundarnimi  zluCovymi  kyselinami
(kys. deoxycholova) (Hernell, 1975). Na rozdil od klasické pankreatické lipazy vykazuje
BSSL vyrazné SirSi substratovou specificitu a podili se na hydrolyze triacylglyceroli,
monoacylglycerolt, fosfolipidd, esterd vitamint rozpustnych v tucich a esterti cholesterolu.
Utinn&ji nez pankreaticka lipaza $tépi estery esencialnich polynenasycenych mastnych
kyselin a piispiva tak k jejich lepSimu vstiebavani.
Dulezitost BSSL pro traveni lipidi byla potvrzena zjisténim, Ze pasterizace mléka,
ktera BSSL inaktivuje, snizuje vstfebavani tukt a rdst u pfedCasné narozenych déti (déti
s vahou 825-1325g narozené pted 31. tydnem téhotenstvi). Bylo ukdzano, ze absorpce tuki
jevpriméru o 17 % vyssi pfi pfirozeném kojeni ve srovnani s krmenim pasterizovanym
mlékem (Anderson et al., 2007). Autofi proto navrhli pfidavat rekombinantni BSSL k umélé

vyzivé na bazi kravského mléka, které BSSL neobsahuje. V roce 2014 bylo skuteéné
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prokazano, ze tento postup vyrazné zlepSil prospivani nedonoSenych déti. Déti, které
dostavaly pasterizované matetské mléko nebo kravské mléko s piidavkem rekombinantni
BSSL vykazovaly vyssi vahovy piirustek a 1épe vstiebavaly polynenasycené mastné kyseliny
nez déti, ukterych nebyl rekombinantni enzym suplementovan (Casper et al.,, 2014).

Zajimaveé je, ze celkova absorpce tukl se mezi obéma skupinami vyznamné nelisila.

4 Material a metody
4.1 Princip stanoveni aktivity lipaz pritomnych v mléce (LPL, BSSL)

Pti stanoveni aktivity lipaz ptitomnych v mléce se vyuziva toho, ze substratem LPL i BSSL
jsou triacylglyceroly. Emulze triacylglycerolil stabilizovana fosfolipidy nebo arabskou gumou
znatend *H-trioleoylglycerolem se inkubuje se vzorkem mléka a stanovi se mnoZstvi
uvolnénych mastnych kyselin pii lipolyze trioleoylglycerolu. Pouziti radioaktivné zna¢ené¢ho
substratu zvysuje citlivost metody, nebot’ pfimé stanoveni koncentrace uvolnénych mastnych
kyselin neni dostate¢né¢ senzitivni. Pro odliSeni obou enzymil se vyuziva toho, Ze oba vyzaduji
ptitomnost jiného aktivatoru.

Aktivatorem lipoproteinové lipazy je apolipoprotein C-II, ktery je v dostate¢né koncentraci
pfitomen v plazmé, nikoli vSak v mléce. Jako zdroje apo C-II je pouzivano lidské sérum,
ve kterém byly pfitomné enzymy tepelné inaktivovany. Reakce se provadi pii pH 8.5,
které odpovida pH optimu enzymu. Inkubace se provadi pii 25°C, nebot’ bylo demonstrovéno,
ze pii teploté 37°C dochazi ve vzorcich plazmy k degradaci enzymu (Bengtsson-Olivecrona
and Olivecrona, 1992).

Pro stanoveni zlu¢ovymi kyselinami stimulované lipazy jsou aktivatorem zlucové kyseliny.
Reakce se provadi ptfi pH 9,0. Inkubace se provadi pii 37°C. (Blackberg and Hernell, 1981).

V reakéni smési musi byt vedle substratu a aktivatoru pfitomen i BSA (bovinni sérovy
albumin), na ktery se vazi uvolnéné mastné kyseliny. Tyto uvolnéné mastné kyseliny se
z reak¢ni smési extrahuji podle Belfrage a Vaughan (1969). Ve vodni alkalické fazi obsahujici
extrahované MK se stanovi aktivita *H. Aktivita enzymu se vyjadiuje v mmol mastnych

kyselin uvolnénych enzymem za jednu hodinu obsazenou v jednom litru mléka (mmol/hod/l).
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4.2 Pouzité chemikalie

Intralipid ®20% (Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz, Rakousko)

Glycerol tri[9,10-*H(n)]oleat v toluen-ethanolu 1:1 (American Radiolabeled Chemicals Inc.,
ART 0199; aktivita 37MBg/ml)

TRIS (Hydroxymethyl)-Aminomethan p.a. (C4H1:NOg3; Carl Roth GmbH; Némecko)
Chlorid sodny (NaCl; Penta; CR)

BSA (Fatty Acid Free) (GE Healthcare, USA)

Kyselina chlorovodikova (HCI, Penta)

Methanol p.a. (CH3OH; Fagron a.s.; CR)

Chloroform p.a. (CHCIs; Penta; CR)

Heptan p.a. (C;H1e; Penta; CR)

Uhli¢itan sodny (Na,CO3, Penta; CR)

Rotiszcint (Carl Roth GmbH , Némecko)

Hydroxid sodny (NaOH; Penta; CR)

Heparin (Lé¢iva, 5000 IU/ml, CR)

Taurocholat sodny (Sigma-Aldrich Co.; USA)

4.3 Odbér a priprava vzorki

Cerstvé mléko

1. Odbér 5 ml Cerstvého mléka (odsttik)

2. Bezprostiedné po odbéru zchlazeni uloZzenim do lazné voda-led

3. Rozdéleni do alikvot po minimalné¢ 0,2 ml a skladovani pti -80°C
V naSich experimentech bylo pouZzito matefské mléko ziskané ve spolupraci s Lakta¢ni ligou
pod Ustavem mateistvi Thomayerovy nemocnice, kdy byl odebran 5ml vzorek mateiského
mléka od pacientky (29 let; 6 dni po porodu). Déle jsme pouzili mléko feny plemene Zlaty
retrivr (6 let; 4 tydny po porodu 9 S§ténat). Poslednim pouZzitym vzorkem byl vzorek
odsttedéného kravského mléka, které je na pracoviSti pouzivano jako kontrolni vzorek
pro stanoveni aktivity LPL v poheparinové plazmé u pacienti. Vzorky jsou v alikvotech

uchovavany pfii -80°C.
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4.4 Priprava reagencii pro stanoveni LPL

Aktivacni sérum
Samotna lipoproteinova lipaza v mléce neni funkéni, nebot’ v mléce chybi jeji kofaktor —
apolipoprotein C-11. Jako zdroje apoC-II se pouziva tepelné inaktivované sérum, piipravené
zahfatim na teplotu pii které denaturuji enzymy lipoproteinového metabolismu, funkce
apoC-Il neni za téchto podminek ovlivnéna. Vzhledem k rozdilné koncentraci apoC-ll
Vv plazmé darcii je vhodné odebrat vice vzorkd, ze kterych se pripravi smésny vzorek.

1. Darctim se na la¢no odebere 10 ml krve

2. Vzorky se nechaji stat pii laboratorni teploté 2 hodiny

3. Centrifugace (3000 g, 15 minut), oddéleni séra

4. Inkubace séra ve vodni 1azni pii 56°C po dobu 30 minut

5. Rozpipetovani do alikvotll po miniméalnim mnozstvi 300 pl a skladovani pti -20°C

Inkubacni pufr
[0,3M Tris; 0,2M NaCl; 0,02% heparin, (w/v); 12% BSA (fatty acid free); pH 8,5]

-1,8165 g Tris

- 0,584 g NaCl

- 0,3 ml heparinu

- 6 g BSA (fatty acid free)

Rozpustit v redestilované vodé do cca 45 ml, pH upravit na 8,5 pomoci 0,1M HCI. Doplnit do

celkového objemu 50 ml. Rozdé¢lené do alikvotii po 5 ml se miZe skladovat pfi -20°C.

inkubacni médium A

[médium obsahujici apoC-I11]

V zavislosti na potfebném mnoZstvi inkuba¢niho média pro pokus je tfeba smisit inkubaéni
puft, tepeln€ inaktivované sérum a znacenou emulzi Intralipidu v poméru 10:1:1, pfi teploté
mistnosti.

inkubacni médium B

[médium bez aktivatoru]

Smisi se inkubacni pufr, redestilovana voda a znacena emulze Intralipidu v poméru 10:1:1, pfi

teploté mistnosti.
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4.5 Priprava reagencii pro stanoveni BSSL

Inkubacni pufr
[0,15M Tris; 0,25M NaCl; 5% BSA (fatty acid free); pH 9,0]

- 0,908 g Tris

- 0,73 g NaCl

-2,59BSA

Rozpustit v redestilované vodé do cca 45 ml, pH upravit na 9,0 pomoci 0,1M HCI. Doplnit do

celkového objemu 50 ml. Rozd¢€lené do alikvotl po 5 ml se mize skladovat pti -20°C.

Taurocholat sodny (ptiprava v den vlastniho stanoveni)

[5,4% ] 54 mg/1 ml redestilované vody
Emulze znaceného Intralipidu bude pfipravovana stejnym zpisobem jako pro stanoveni LPL.

Inkubacni médium A

[médium obsahujici Zlu€ové kyseliny]

V zavislosti na potfebném mnozstvi inkuba¢niho média pro pokus je tfeba smisit inkubac¢ni
pufr, taurocholét sodny a znacenou emulzi Intralipidu v poméru 12:2:1, pfi teploté mistnosti.
inkubacni médium B

[médium bez aktivatoru]

V zavislosti na potfebném mnoZstvi inkuba¢niho média pro pokus ses misi inkubaéni pufr,

redestilovana voda a zna¢ena emulze Intralipidu v poméru 12:2:1, pfi teploté mistnosti.
4.6 Reagencie spole¢né pro obé lipazy
‘H znaceny Intralipid® (ptiprava v den vlastniho stanoveni)

Intralipid® 20 % je emulze purifikovaného so6jového oleje v mnozstvi 200 g, ktery je
emulgovan preciSténym vajeénym lecithinem v mnoZstvi 12 g a ktery obsahuje glycerol
22,0 g, to vSe v celkovém objemu 1000 ml, pH 8. Triacylglyceroly s6jového oleje se skladaji
pfevazné z esencidlnich mastnych kyselin s velkym mnoZstvim nenasycenych dvojnych
vazeb. Castice Intralipidu jsou v krevnim fe¢idti metabolizovany podobné jako

chylomikrony, jejich triacylglyceroly jsou hydrolyzovany LPL.
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1. Do sklenéné zkumavky se pienese 740 kBq *H — Glycerol tri[9,10-*H(n)]oleatu
(Obr.7) v toluen-ethanolu 1:1 a odpati rozpoustédla pod No.

2. Pridat 1,0 ml Intralipidu a 1,0 ml redestilované vody. Zkumavku ulozit do ledové
vodni 1azné, ve které se sonikuje 10 minut (MSE UP 200S Hielscher, pfi nastaveni: cycle 0,6;

amplitude 35%), ¢imz je docileno inkorporace znacky do tukovych ¢astic.
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Obr. 7: Glycerol tri[9,10-*H(n)]oleat

Na, CO3
[0,1M Na,CO; pH 10,5; MW 105,99]

- 5,3 g Na,COs3 rozpustit s redestilovanou vodou do celkového objemu 500 ml. pH na hodnotu

10,5 upravit pomoci 0,1M HCI.

Smés rozpoustédel MCH

Ve sklenéné lahvi smisit methanol, chloroform a heptan v poméru (1,41: 1,25: 1 v/v/v).

4.7 Postup stanoveni

1. Do piedem piipravenych zkumavek napipetovat po 120 ul (LPL)/150 ul (BSSL)

inkuba¢niho média A nebo B dle pfedem ptipraveného rozpisu.
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2. Dle rozpisu (Tab. 3) do zkumavek doplnit redestilovanou vodu tak, aby vysledny
objem po pridani vzorku ¢inil 200 pl.

3. Zkumavky se daji inkubovat na tfepacku do vodni 1azné (25°C pro LPL/ 37°C pro
BSSL) po dobu 5 minut pted ptidanim vzorkd.

4. V intervalech definovanych rozpisem zahgjit reakci pridanim vzorku. Zkumavky
ptetahnout parafilmem, aby se zabranilo odpatrovani, a inkubovat ptesné 1 hodinu (LPL)/ 15
minut (BSSL) ve vodni 14zni za stalé¢ho tfepani.

5. Kazdy vzorek analyzovat v triplikatech. Pro kazdou sérii pfipravit slepou kontrolu,
coz je inkuba¢ni médium a fyziologicky roztok.

6. Reakce se zastavi piidanim 3,25 ml MCH.

7. Vzorky nechat stat alespont 5 min a nasledné piidat 1,05 ml 0,1M Na,COs, pH 10,5.
Kratce promichat na vortexu.

8. Centrifugace (3000g, 15minut). Do scintila¢nich vialek pfenést 0,8 ml horni alkalické
faze (metanol-voda) obsahujici volné mastné kyseliny V dolni chloroform- heptanové fazi
zustavaji triacylglyceroly, diacylglyceroly a monoacylglyceroly.

9. Do scintila¢nich vialek pridat 8 ml scintila¢niho roztoku Rotiszcint. Promichat.

10. Radioaktivita se m&fi na pfistroji Tri-Carb 2900 TR (Liquid Scintillation Analyzer,
Canbera Packard). Z naméfenych hodnot aktivity v dpm (pocet pfemén za minutu) se stanovi

aktivitu enzymu dle nasledujici rovnice:
LPL [mmol/hod/l] = ((dpma — dpmg)/ dpmca) x (10%/V) x (3/885000) x (2,45/08) x 1,399

dpma ... radioaktivita vzorku v inkuba¢nim médiu obsahujicim apoC-1I

dpms... radioaktivita vzorku v inkuba¢nim médiu bez aktivatoru

dpmca ... celkova radioaktivita

(10°/V) ... korekce na objem 1 I mléka; kdy V je objem vzorku v pl

(3/885000) ... pocet mmol mastnych kyselin vazanych v triacylglycerolech v reakéni smési
(1 mg), korigovano na MW glycerol trioleatu (885)

(2,45/08) ... korekce na objem horni faze (2,45 ml; stanoveni radioaktivity se provadi v 0,8ml)
1,399 ... korekce na ucinnost extrakce MK (71,5 %) (Belfrage a Vaughan, 1969)
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BSSL [mmol/hod/1] = ((dpma — dpmg)/ dpmea) X 4 x (10%/V) x (3/885000) x (2,45/08)

dpma ... radioaktivita vzorku v inkuba¢nim médiu obsahujicim taurocholat sodny

x 1,399

dpmg... radioaktivita vzorku v inkuba¢nim médiu bez aktivatoru

dpmca ... celkova radioaktivita

(106/\/) ... korekce na objem 1 1 mléka; kdy V je objem vzorku v pl
(3/885000) ...

pocet mmol MK vazanych v triacylglycerolech v reakéni smési (1 mg),

korigovano na MW glycerol trioleatu (885)

(2,45/08) ... korekce na objem horni faze (2,45 ml; stanoveni radioaktivity se provadi v 0,8

ml)

1,399 ... korekce na ucinnost extrakce MK (71,5 %) (Belfrage a Vaughan, 1969)

4 ... korekce na délku inkubace 15°

v[icli]a IEI]A I'F:l 'I]B Vz[ﬁﬁ K Start | Stop | Start | Stop | Start | Stop
1-3 Neg. ko 60 120 - 20 0:00 | 60:00 | 0:30 | 60:30 | 1:00 | 61:00
4-6 Neg. ko 60 - 120 20 2:00 | 62:00 | 2:30 | 62:30 | 3:00 | 63:00
7-9 | Mléko 15" | 60 120 - 20 4:00 | 19:00 | 4:30 | 19:30 | 5:00 | 20:00
10-12 | Mléko 15" | 60 - 120 20 6:00 | 21:00 | 6:30 | 21:30 | 7:00 | 22:00
13-15 | Mléko 30" | 60 120 - 20 8:00 | 38:00 | 8:30 | 38:30 | 9:00 | 39:00
16-18 | Mléko 30" | 60 - 120 20 10:00 | 40:00 | 10:30 | 40:30 | 11:00 | 41:00
19-21 | Mléko 45" | 60 120 - 20 12:00 | 57:00 | 12:30 | 57:30 | 13:00 | 58:00
22-24 | Mléko 45" | 60 - 120 20 14:00 | 59:00 | 14:30 | 59:30 | 15:00 | 60:00
25-27 | Mléko 60" | 60 120 - 20 16:00 | 76:00 | 16:30 | 76:30 | 17:00 | 77:00
28-30 | Mléko 60 | 60 - 120 20 18:00 | 78:00 | 18:30 | 78:30 | 19:00 | 79:00

3133 | SlePd | g5 | 199 - -

kontrola
Slepa
34-36 | | oo P | 80 . 120 -
- pouze pro méfeni aktivity — pipetovat pfimo do scintilacnich vialek
37-39 | CA—i.m. - 120 - -
40-42 | CA—i.m. - - 120 -

Tab. 3: Rozpis pro stanoveni zavislosti aktivity LPL na délce inkubace (piiklad)
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5 Vysledky

V réamci predkladané bakalarské prace byly na pracovisti zavedeny metody na stanoveni
aktivity LPL a BSSL. Dtive publikované postupy byly modifikovany pro podminky naseho
pracovists. Proti metod& publikované pro stanoveni jsme pouzili >H-trioleoylglycerolem
znaceny substrat, ktery svym slozenim 1épe odpovida sloZzeni mlécného tuku, je stabilni a Ize

jej pouzit pro stanoveni obou lipaz. Celkem byly provedeny celkem Ctyfi experimenty:

- stanoveni aktivity LPL ve vzorcich mléka tii druhti

- stanoveni aktivity BSSL ve vzorcich mléka tfi druhii

- stanoveni zavislosti rychlosti reakce katalyzované LPL na Case ve vzorku lidského mléka

- stanoveni zavislosti rychlosti reakce katalyzované BSSL na ¢ase ve vzorku lidského mléka
Stanoveni aktivity LPL

Aktivita LPL byla stanovena ve vzorku lidského mléka, mléka plemene zlaty retrivr
a kontrolnim vzorku odstiedéného kravského mléka. Stanoveni bylo provedeno v pfitomnosti
aktivatoru (tepeln¢ inaktivované lidské sérum obsahujici apoC-II) a ve stejném médiu, které
aktivator neobsahovalo (Graf 1). Stanoveni bylo provedeno V triplikatech v souladu
s metodikou popsanou vyse. Objem pridavané¢ho vzorku byl 20 ul. Jako slepy vzorek byla

pouzita voda a naméfené hodnoty aktivity byly na tento slepy vzorek korigovany.
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Graf 1: Aktivita LPL v mléce

A ... stanoveni v pritomnosti aktivatoru (tepelné inaktivované lidské sérum)
B ... stanoveni v nepfitomnosti aktivatoru
Vysledky aktivity jsou prezentovany jako primér + smérodatnd odchylka (stanoveni

provadéno v triplikatech).

Pridavek aktivac¢niho séra k médiu vedl ve vSech vzorcich k mnohondsobnému nartstu
métené aktivity, které odpovidaji aktivité LPL. Z rozdilu mezi aktivitou vzorku v médiich A
a B jsme zjistili, ze aktivita LPL byla 10,1 mmol/hod/l u ¢lovéka; 7,7 mmol/hod/l u psa
a 19,5 mmol/hod/l u kravy.

Stanoveni aktivity BSSL

Aktivita BSSL byla stanovena ve vzorku lidského mléka, mléka plemene zlaty retrivr
a kontrolnim vzorku odstiedéného kravského mléka. Stanoveni bylo provedeno v médiu
obsahujicim Zlucové kyseliny a ve stejném médiu, ve kterém zlucové kyseliny nebyly
pritomny (Graf 2). Stanoveni bylo rovnéz provedeno v triplikatech a objem piidavaného

vzorku byl 20 pl.
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Graf 2: Aktivita BSSL v mléce

A ... stanoveni v pfitomnosti 0,54% taurocholatu sodného
B ... stanoveni v nepfitomnosti taurocholatu sodného
Vysledky aktivity jsou prezentovany jako prumér + smérodatna odchylka (stanoveni

provadéno v triplikatech).

Ptidavek taurocholadtu vedl k naristu meétfené aktivity ve vzorku mléka clovéka a psa
a paradoxnimu poklesu aktivity ve vzorku odstfedéné¢ho kravského mléka. Zmeéfena aktivita

BSSL byla 20,9 mmol/hod/l u ¢loveéka a 44,6 mmol/hod/l u psa.

Vliv délky inkubace na aktivitu LPL

Cilem pokusu bylo zjistit linearitu reakce v zavislosti na délce inkubace. V tomto pokusu bylo
pouzito lidské mléko o objemu vzorku 20 pl. Vzorky byly inkubovany v 15minutovych
intervalech po dobu 1 hodiny. Aktivita enzymu byla zjisténa z rozdilu mezi aktivitou vzorku
v médiich A a B. Aktivita LPL ve vzorku lidského mléka nevykazovala linedrni zavislost

na délce inkubace (Graf 3).
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Graf 3: Vliv délky inkubace na aktivitu LPL lidského mléka

Vliv délky inkubace na aktivitu BSSL

V ramci pokusu jsme zjistovali linearitu reakce katalyzované BSSL v zavislosti na délce
inkubace. V tomto pokusu bylo pouzito lidské mléko o objemu vzorku 20 ul. Vzorky byly
inkubovany v 15minutovych intervalech po dobu 1 hodiny. Aktivita BSSL ve vzorku lidského

mléka nevykazovala v prib&éhu 60 minut linearni zavislost na délce inkubace (Graf 4).

14 -~
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Graf 4: Vliv délky inkubace na aktivitu BSSL lidského mléka
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6 Diskuze
6.1 Aktivita LPL v mléce

V ramci prace byla zavedena metoda na stanoveni aktivity lipoproteinové lipazy v mléce
savcu. V souladu s ofekavanim po piidavku aktivacéniho séra (zdroje apolipoproteinu C-I1)
dochazi k vyraznému narGstu mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin, coz svéd¢i o tom,
ze prokazatelné méfime aktivitu LPL ve v§ech vzorcich mléka (Graf 1).

V nasich stavajicich vypoctech jsme zanedbavali skutecnost, ze i v mléce pouzivaném jako
vzorek pro stanoveni aktivity enzymu je pfitomno pomérné velké mnozstvi triacylglyceroli.
To neptedstavuje problém pfi stanoveni aktivity enzymu v lidské plazmé, ktera obsahuje cca
0,1 — 0,2 % triacylglyceroli. Mléko psa ale obsahuje 9,5 % triacylglyceroli (Reece, 2010),
coz znamena, ze ve 20 pl vzorku je pfitomno 1,9 mg triacylglycerolii. V médiu pouzivaném
pro inkubaci je pfitom pouze 1 mg 3H-znaéen)'lch triacylglycerolll. Je tedy mozné, Ze vysledky
stanoveni by mély byt korigovany na endogenni triacylglyceroly ptitomné v mléce. To bude
provétreno dalSimi experimenty.

Pro stanoveni linearity jsme pouzili vzorek lidského matefského mléka, ktery byl odebran
za lépe definovanych podminek nez mléko psa. V experimentu sledujicim zavislost rychlosti
reakce na Case (Graf 3) jsme zjistili, ze prubéh reakce neni linearni. Pii stanoveni aktivity
enzymu V lidské poheparinové plazmé je standardné pouZivdna 60minutova inkubace
(Olivecrona and Bengtsson, 1984), aktivita enzymu Vv poheparinové plazmé je ovSem nizsi
(~5 mmol/hod/l) (Zemankova et al., 2015). Metodu bude nutné jesté optimalizovat a to bud’
zkracenim doby inkubace, nebo pouzitim mensiho mnozstvi vzorku pro stanoveni. V obou
pfipadech bude patrn€ nutné zvysit specifickou aktivitu znafeného substratu —
v experimentech byl pouzivan substrat o specifické aktivit¢ cca 1,9 kBg/pumol
triacylglycerold.

Ztoho, ze mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin stoupd v prib&hu inkubace
I V nepfitomnosti aktivatoru lze usuzovat, ze ve vzorku je pfitomna blize neuréena lipolyticka
aktivita. Pravdépodobné se jedna o ,bazalni“ aktivitu LPL, resp. BSSL nebo
0 nespecifikovanou hydrolazu.

Jak jiz bylo uvedeno v uvodni ¢asti, LPL pfitomna v mléce patrné nema Zadnou funkci
z hlediska lipolyzy. Lze predpokladat, ze jeji aktivita v mléce koreluje s jeji produkci

v bunikach mlééné Zlazy a tedy schopnosti bunék mlééné zlazy vychytavat tuk z cirkulace
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a inkorporovat ho do mléka. Z prostudovanych prament neni dosud znamo, jak se vyviji

schopnost mlécné zlazy vychytavat tuk z cirkulace v pribéhu laktace.

6.2 Aktivita BSSL v mléce

V ramci prace byla zavedena metoda na stanoveni aktivity zluCovymi kyselinami stimulované
lipazy v mléce savclt. Podobné jako pii stanoveni LPL vedl piidavek aktivatoru, tedy
taurocholatu sodného, k vyraznému vzestupu mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin v mléce
¢loveka i psa. Naproti tomu v mléce kravy, u které neni BSSL v mléce ptitomna se mnozstvi
uvolnénych mastnych kyselin v pfitomnosti zlu¢ovych kyselin paradoxné dramaticky snizilo
(Graf 2). Je pravdépodobné, ze v médiu, ve kterém nejsou ZluCové kyseliny pfitomny,
je funkéni lipoproteinova lipaza a pridavek taurocholatu sodného jeji aktivitu ziejmé plné
inhibuje v souladu s literarnimi udaji (Olivecrona and Bengtsson, 1984). Z tohoto divodu
ztejm¢ LPL neinterferuje se stanovenim BSSL a pifi stanoveni neni nutné korigovat na
aktivitu méfenou v neptitomnosti zlucovych kyselin. Takova korekce by ,,falesné* snizovala
aktivitu BSSL.

V experimentu sledujicim zavislost rychlosti reakce na ¢ase (Graf 4) jsme zjistili, Ze pribéh
reakce neni po dobu 60 minut linearni. To je patrné ve shod¢ s piivodni metodikou (Blackberg
and Hernell, 1981), ktera pouziva pouze 15minutovou inkubaci. Proto tedy nema vyznam
pouzivat del§i Casy inkubace. Pro zjiSténi rozsahu, ve kterém je pribch reakce linearni,
bychom tedy méli pouzit kratsi casy inkubace — napf. 5, 10, 15, 20 minut.

Podobné jako pfi stanoveni LPL bude i pii stanoveni BSSL dulezité zjistit, zda bude zapotiebi
korigovat vysledky na koncentraci triacylglycerolt pfitomnych v pouzitém vzorku mléka.

Na zavér je tieba zdiiraznit, Ze pro stanoveni BSSL jsme zvolili metodu, ktera vyuziva stejny
substrat jako metoda pro stanoveni aktivity LPL — *H-trioleoylglycerolem znaceny komeréné
dostupny Intralipid. Tento substrat — emulze sojového oleje stabilizovand vajecnym
lecithinem — se svym slozenim podoba mléénému tuku vice nez emulze
3H-trioleoylglycerolem znageného olivového oleje stabilizovaného arabskou gumou pouzitého
v puvodni praci (Blackberg and Hernell, 1981). Jeji vyhodou je vétsi stabilita — emulzi je
moZné po oznadeni °H-trioleoyglycerolem pouzivat po dobu 1 tydne, zatimco emulzi

stabilizovanou arabskou gumou je nutno zpracovat okamzité.
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[ Zavér

V mléce Clovéka a nekterych dalSich savcl byly prokazany dvé lipazy, lipoproteinova lipaza,
jez hraje zadsadni tlohu v transportu triacylglyceroli z cirkulace do mlécné zlazy, avSak
Vv mléce nema zadnou fyziologickou ulohu. Naproti tomu zlu¢ovymi kyselinami stimulovana
lipaza ziejm¢ vyznamné piispiva k traveni tukli u novorozencu, kde jeS$té nejsou zcela
vyvinuty exokrinni pankreatické funkce a aktivita na kolipaze zavislé pankreatické lipazy je
mnohem niz8i nez u dospélych. O aktivit¢ BSSL u fady zivo€isnych druhti nemdme dosud
zadné informace. Ty by mohly vyznamné piispet k rozhodovani jaké mléko, respektive jaké
nahrazky mléka podavat mlad’atim, ktera nemohou byt kojena pfirozenym mlékem matky.

V ramci prace byla zavedena metodika na stanoveni obou lipaz piitomnych v mléce. Bylo by
vSak tfeba zdokonalit postupy a podminky odbéri mléka od riiznych druhti a metodiku 1épe

rozpracovat.
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SEZNAM ZKRATEK

Apo Apolipoprotein

BSA Bovinni sérovy albumin
BSSL ,,Bile salt-stimulated lipase*
BSDL ,,Bile salt-dependent lipase*
CEL ,,Carboxyl esterase lipase*
CLDs ,Cytoplasmic lipid droplets
ER Endoplazmatické retikulum

GPIHBP1 Glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein binding protein

HDL High density lipoproteins

IDL Intermediate density lipoproteins
IgA Imunoglobulin A

LDL Low density lipoproteins

LPL Lipoproteinova lipaza

LRP ,LDL-receptor related protein*
MG 2-monoacylglycerol

MFG Milk fat globules

MK Mastn¢ kyseliny

NMK Neesterifikované mastné kyseliny
TG Triacylglyceroly

VLDL Very low density lipoproteins
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