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eikosanoidy

VOosky

steroly

nekteré vitaminy
= A, D, Eand K
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Fyziologicky vyznam lipidt

= J|ipidy jsou
- (1) dllezitym zdrojem energie (TAG)

* tukova tkan (s TAG) tvofi u Stihlého Clovéka cca 1/5 télesné vahy a reprezentuje zasobu cca 570 000 kJ, coz by
stacilo na cca 3 mésice uplného hladovéni

- (2) vychozim materidlem pro tvorbu celé fady latek (CH)
* signalnich molekul (steroidy, prostaglandiny, kofaktory enzymu)
= soucasti bunécnych membran (zejm. fosfolipidy a CH)
= tvorba zlucovych kyselin

= |ipidy:

- triacylglyceroly (TAG)

- fosfolipidy (PL)

- volny cholesterol (CH) a cholesterylestery (CHE)

- volné mastné kyseliny (FFA)

= koncentrace Ilpoprotelnu v plazmé je vysledkem interakce
genetickych faktort s faktory zevniho prostredi

=  poruchy
- (1) metabolismu jednotlivych lipidQ
=  Tangier disease, Tay-Sachs, Niemann-Pick, ...
- (2) hyperlipoproteinemie (HLP)/dyslipidemie

* skupina metabolickych chgrob charakterizovanych zvySenim hladin lipidQ a
lipoproteinu v pIazme v dusledku

* jejich zvySené syntézy
*  snizeného katabolizmu &astic
*  popf. sniZzeni nékterych ¢astic (zejm. HDL)
= celd fada HLP je aterogennich
= ale pozor! zvySena hladina aterogennich I|poprote|nu V plazmé
nemusi byt vubec ve vztahu k mnozstvi podkozniho tuku, tedy

— HLP = obezita!




Membranové lipid

" nezbytné pro o
- kompartmentalizaci bunék 4 @ & &
= organely, vezikuly, ... K
— regulaci rigidity membran,
tj. permeability
= jonty - polarita,
apoptoza, regulace, ...
- signalni transdukci 0000
= asociace tyrosin kinaz, G- ~
protei na, - H  roes § oo © covomome
- membrane trafficking
= endocytodza, sekrece, ...
— lateralni nehomogenita

membran (mikrodomeény,
lipid rafts)
— autoregulace lipidového
metabolizmu
= SREBP, LXR/RXR, ...

2R po




Traveni a absorpce lipidt

" ve vode nerozpustné lipidy obsazené F )
v potravé (TG, CH, fosfolipidy) jsou " " T
mechanic Kemulgovany pohyby Ao
traviciho traktu a Zludi tak, aby se (7 @&%‘
k nim dostaly enzymy nutné pro jejich ( " i.? £
resorpci =

518 )18

- TAG: ve stfevé jsou natraveny
pankreatickou lipazou na volne
mastne kyseliny a monoacylglyceroly

- PL: traveny pankreatickymi

Pancreatic Pancrestic Pancreatic
lipase lipase lipase

- 7 - \ — — }
fosfolipazami ¥ v \
— CH: estery cholesterolu pankreatickou '| e e e
cholesterylester hydrolazou na volny | |_ = o T ¥ ' 1
h "l "'?l_x(' 4 "’(]Jl—xc ERp u'f'x_x(i Y
| Pancreas

= nekompletni absorpce (~30-60%)

* dohromady se ZluCovymi kyselinami,
vitaminy rozpustnymi v tucich a dalsimi
|latkami tvori tzv. smésné micely,
kt,eréd'squ bud’ difuzi nebo inkorporaci a
naslednym uvolnenim z membrany
resorbovany do enterocytu

* v nich probiha opétovna re-esgerifikace
na TAG, k resorbovanym lipidum se
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pridavaji apolipo_ﬁroteiny a takto se
formuji chylomikrony By fpacreic e piheta cels 2 oy ackd —— 2.Con
. v o] mio penum Y
" ty jsou uvolneny z enterocytu do 2ty 3yl Got
lymfy a nasledne do krve ———
"V plazmeé cirkuluji lipidy jako soucast | == 0
lipoproteinu Protein > Ciytomicrons
’
Lymph discs Chylomécrans




Lipoproteiny

lipoproteiny = makromolekularni komplexy
(Castice) skladajicich se z

- proteinu (= apolipoproteiny a enzymy)

* strukturalni integrita, vazba na receptory,
vymena lipidu

— lipidG (CH, CHE, TAG, PL)
= vnéjsi vrstva - PL, CH
= jadro - CHE, TAG

cirkulujici lipoproteiny

- (1) vzniklé ve strevé
= chylomikrony

- (2) vzniklé v jatrech
= VLDL (very low density lipoproteins)
= IDL (intermediate density lipoproteins)
= |DL (low density lipoproteins)
= HDL (high density lipoproteins)

- (3) vzniklé v cirkulaci

Apoprotein

® | p(a) - zcirk. LDL a apo-a (z jater) - - .
slozeni (lipidy a apolipoproteiny) se liSi mezi £ kary N : :
Jednotllvyml lipoproteiny Sk Classification of Lipoproteins
- chylomikrony a VLDL jsou bohaté na TAG - &
(TAG>>>>CH) + ¥ b IIBadII- "Gnﬂd"
- LDL a HDL naopak CH>>>>TAG i il {Non-HDL)
[e] J4 . - .s o] V4 . V4 i
ruzne lipoproteiny maji ruzny metabolicky % 5 &
osud I . Lo * - 3
7 v . " + + -
plazma normalné obsahuje s S ¥ o o oo
—~  <1% chylomikrond ” P ATy
- <10% VLDL . R, & A
- zbytek LDL a HDL ;
Chylomicron VLDL IDL LDL HDL
mi sy, Dami D::rm T
Chr%lr?‘rr?::ﬁan Lip:;rutqln Lipoprotein Lipoprotein  Lipoprotein
70 nm &0 nm 26 nm 10 nm

1000 nm



Priklad - LDL

Unesterified cholesterol
Phospholipid
Cholesteryl ester
Protein B-100



Apolipoproteiny

"  jsou soucasti vSech castic
= |iSi se svym zastoupenim a podle toho také
zpusobem zpracovani lipoproteiny

podili se na strukture castice a umoznuji
transport lipidu ve vodném prostredi

- jsou kofaktory enzymi lipidového metabolizmu

- zprostredkuji vazbu Castice na specifické bunécné
receptory

- Ucastni se vymény I|p|du mezi ¢asticemi
u véechng Castice, které obsahuji apoB (apoB-
100 nebo apoB- 48) jsou aterogenni
- apoB-100 - vazba na LDL receptor
- apoB-48 - vazba na receptor pro chylomikronové
~Zbytky"
= apoC jsou kofaktory LPL (lipoproteinové
lipaz ; apoC-II aktivuje a apoC-III inhibuje -
a tedy ovlivAuji rychlost hydrolyzy TAG

= apokE qvliviiuje vychytavani lipoproteinovych
“zbytku” jatry
= apoA se podili na strukture HDL, kofaktor LCAT
a vazba na HDL receptor
- shizené hladmy apoA jsou aterogenni

m apo(a) diky své zngcné homologii
Elazmlnogenem pusobi jako kompetitivni
inhibitor plazminogenu (enzym rozpoustéjici
fibrin, tj. krevni srazeniny) ovSem bez jeho
katalytlcke aktivity, a zvysuje tak riziko
trombdzy

Céastice |apoP
Chilom. |apoB-48, A, C, E
VLDL |apoB-100, C, E
LDL apoB-100
HDL |apoA, C, D, E
Lp(a) |apo(a), apoB-100
Chylomicron  Chylemicron [ ]CE
Remmnant <
Gut —>> —
B-48 B-43 O
5 : A
- @—@—0 |
B-100, B-100 B-100,
- VIDL !
VIDL , Remmant |, [DL , HDL
Size (A) &000 00 300 _ 255 &0
Density (g/ml-) 1006 1019 1063



Shrnuti — transport lipidu

CH CH
CH ‘ CH
burika
\ > .\ periferni
tkané
e ] chylomikrony piebytky .

. HDL tkanoveého CH
MK N o

SRB-I (apoAI)
HDL receptor

MK O O apoE/a \\

apoB-100
apoE

IDL
(

/| }’ .‘ .
f ug\ \?g rﬂﬂﬁf##ﬂff;#”“”ﬁﬂﬂﬂfﬂﬂr
4 ||| BAN — MK

'ﬁbXIdﬂbF K lipoproteinova lipazal

| 4 &
JI || |I | ll r/ d = F] W
“-\ '/‘ |/ fvorba z4scbmich TAG bunka_
\([/)/ & _ periferni
) e N \ tkané
v ' apoB-100

1 O - LDL receptor




[A] Triacylglyceridy (TAG)
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TAG transport

12

chylomikrony tvorené v enterocytech nesou prevazné TGA -
slouzi jako zdroj FFA pro tkané (zejm. sval a myokard) a pro tvorbu
zasob (tukova tkan)
FFA se z TAG lipoproteini odétépuji G¢inkem enzymd

- lipoproteinova lipaza (LPL) - enzym vazany na endotel cévni stény

zejm. svalu, myokardu a tukove tkane)

- jaterni lipaza (HL)
ve tkanich se MK bud’ utilizuji p-oxidaci jako zdroj energie
(gf(ly,cergl je vyuzit v jatrech) nebo se v pripadé tukové tkané
ukladaji jako zasoby v podobe TAG

- %I—FSE;] je mozné hydrolyzovat FFA pomoci hormon-senzitivni lipazy
vSechny zminované procesy jsou regulovany hormonalné

- inzulin aktivuje LPL a inhibuje HSL

- katecholaminy a glukokortikoidy aktivuji HSL
z chylomikronl ochuzenych o dietni TG se stavaji tzv.
chylomikronové remnanty (,zbytky"), které nesou cholesterol z
diety a které jsou vychytavany jatry

- vazba na receptor pro chylomik. ,zbytky" prostfednictvim apo B-48
v jatrech jsou tvoreny VLDL, a to z:

sacharidu (po doplnéni jaternich zasob glykogenu)
- (2) prebytku dietnich TAG a CH 0
- (3) nespotrebovanych cirkulujicich FFA
- (4) de novo syntetizovaného CH
VLDL cirkuluji a jsou stejné jako chylomikrony zdrojem TAG pro
pegifeLrgli_tkéné (LPL) - z VLDL takto postupné vznikaji ¢astice IDL a
poté

- (1) TAG syntetizovanych de novo z acetyl-Co A vzniklého z pfebytku )/
0
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brat TAG - shrnuti

Fats ingested

storage of
bile salts

Gallbladder

o>

in diet

/ Small

intestins

-

@ Bile salts emulsify
dietary fats in the
amall inteztine, forming
mixed micelles,

@ Intestinal lipases
degrade triacylglycorols

@ Fatty acids and other breakdown

products are taken up by the

intestinal mucosa and converted

into triacylglycerols

(& Fatty acids are oxidized
as fuel or reesterified
for storage.

\ Myocyte or
o adipocyte

*N X

y > CO»
X r

ATP

(D Fatty acids enter cells

Lipoprotein lipase

@ Lipoprotein lipase,
activated by

/ 3 % apoC-IIin the capillary,
Capillary releases fally acids and
glveerol,
Intestinal
mucosn (& Chylomicrons move

through the lymphatic
systom and
bloodstream

L0 Lissues,

ApoC-11

Chylomicron

@ Triacylglycerols are incorporated,
with cholesterol and apolipoproteins,
into chvlomicrons



Zasobni tuk (TAG) - dodavka FFA adipocytiim

Excess fat is stored

in lipocytes, which
expand in size

until the fat is ( ‘
used for fuel

g W

Fat reservoir
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Regulace rovhovahy mezi tvorbou tuk.

zasob a jejich mobilizaci v adipocytu

Glycerol = rovnovaha (pomér mezi aktivitou
s lipogeneze a lipolyzy) je vysledkem
g e neustalé neurohumoralni kontroly
DHAP odrazejicl a) prirozeny cyklus prijmu
. potravy a lacnéni a b) okamzity

L } energeticky stav a naroky organizmu

Glucose

FFA \
Glucose
% = (a) adipocyt - postprandialni stav

- glukdza je prijimana adipocytem
prostrednictvim GLUT4 po stimulaci
inzulinem

- FFA jsou odstepovany z cirkulujicich TAG-
lipoproteinu (zejm. chylomikrony) ucCinkem

_IVER MUSCLE LPL rovnéz stimulované inzulinem
e * - prebytek glukézy je hl. zdroj pro tvorbu TAG
ycero FFA

T~

Glycerol+FFA (b) adipocyt - stav nalacno

M ok | — zésobni TAG podléhaiji lipolyze G¢inkem HSL
HSLh  Glychrol3-Pp i na glycerol a FFA, tyto jsou utilizovany zejm.
jatry a svalem
/ - aktivita HSL je stimulovana katabolickymi
Stored TG _ 4 hormony (glukokortikoidy,
R katecholaminy)

15



Hormon-senzitivni lipaza (HSL)

b-adrenergni receptor

genova
transkripce

rinaktivni

AP — TV

cAMP

ATP \

DI DO

- GK receptor
+

h

GLUKOKORTIKOIDY

16

HSL Tos

KATECHOLAMINY

ADP

PKA

fosfor-,rlan::e

defusforylace d ktIVn I

28

INZULIN

HSL

b Xe

+ glycerol



Regulace transkripce gent lipidového

metabolismu - jaderné “senzory”

regulace pomoci transkrip&nich faktort z rodiny “orphan” nuklearnich receptord PPAR

(peroxisome proliferator activator receptors)
jaderné receptory PPARq, v a & reguluji transkripci gend po aktivaci lipofilnimi ligandy
* napt. polynenasycené mastné kyseliny z potravy nebo derivaty prostaglandinl

- PPAR/RXR asi funguje jako tzv. bunécny “lipostat"
=  PPARa UCinkuje zejm. v jatrech Sa svalu) - aktivuje katabolismus mastnych kyselin (T p-oxidaci), zvySuje expresi

apoAl a II a SR-BI (T HDL, { CH
@ PPARa -/- KO mysS neni schopna tolerovat hladovéni - hypoglykemie, hypotermie, hypoketonemie

@ vykonnostni trénink zvySuje expresi PPARa ve svalu a tim schopnost zvysit oxidaci MK
PPARy ucinkuje zejm. v tuk. tkani - stimuluje lipogenezi a diferenciaci adipocytl, spolu s PPARa ativuje expresi LPL

a inhibuje apoCIII
@ PPARy -/- KO mys$ neni viabilni (porucha vyvoje placenty)

=  PPARGS je exprimovan ubikvitarné - Gcastni se regulace termogeneze
= farmakologicka aktivace

- fibraty - PPARa agonisté = hypolipidemika VERAS _
- glitazony - PPARy agoniste = antidiabetika tFA uptake F
v Lipalysis
44 Specific 2 W 4 Insulin-sensitizin
gene exprassion \\?' a factoris) ’
in adipocytes - _*r{ > (e.g. Acrpll)
p A b ]
FPAR-Y i /7 e —:% + Expression/action
ligand }r"} | % of insulin-resistance

N bl factor(s)
(e.g. resistin/TMF) |

¥ CAP expression !

+ 11RHSD

expressinn: ‘%0

other genes...
Small ¥ Insulin action
insulin-sensitive . —3 -,-} in musclefiver
Sipocytes SR (+ PDK4)
¥ Visceral
adiposity )

17



Geny regulované PPARa

sumarni efekt:
— aktivace oxidace mastnych kyselin
— snizeni plazmatickych hladin TAG
— snizeni plazmatickych hladin CH

. GR -}—aktivace GR -— .

/ glukokortikoidy
gen pro
PARP RA
/ RXR tvorba HDL
gey pro a stimulace
e = = apoA-L, -1l — reverzniho
PPAR-a —aktivace —f PPAR-a a SReBl transportu
CH

f A\ \ g:antwr:} LPL 2 apoCIII
* + \A
ligandy pro PPAR / ' ‘ ‘ hydrolyza
gen pro

TAG
A / enzym A g:znw?"n:é 3:;5;% égnezr;fr?'lr%
A A / \ N
A —rceicoas o —— . . 5 ATP, H,0, CO,
mastne L J

. '
18 kyseliny b-oxidace mastnych kyselin







“Pouzitelnost”

Oxysterols

HO
200-hydroxycholesterol

ﬂﬁ}-hmrwasel

200,22(R)-dinydroxycholesterol

1 yam

Sbiw

Pregnenoiane

Steroid hormones
Progesterone, cortisol,
corticosterone, aldosterona,
leslosterone and oestrogens

20

25-hydroxycholesterol,
26-hydroxycholesterol,
1B 27 -hydroxycholesterol,
HO 20,22-hydroxycholesterol,
Cholesterol 4B-hydroxycholesterol,
22(R)-hwdroxycholesterol,
ate.

Bile acids ~
L

0 Chenodeoxycholate

OH \_,\

~a S-C:‘.\A
ATP j >

i Tor
HO T ey

Chalate

Deoxycholate

Taurocholate

MNature Reviews | Molecular Cell Biology



Transport CH - do periferie
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Endogenous

CH je transportovan také Exogenous _
prostfednictvim lipoproteind, s iver
ale do jisté miry nezavisle *" cholesterol

na TAG TIrrrrnrti Acetyl-CoA
CH v téle (jako naprosto intestinal gle  }
nezbytna latka pro bb.) epRhelium Acids  HMG.CoA

pochazi ¢astecné z diety T

exogenni) ale vsechny bb. +
§vyznamn% zejm. jatra) ho

mohou syntetizovat (endogenni)

CH je vylucovan ve formé zluc.
kyselin a CH rozpusténeho ve zluci

zdroje CH

endog. tvoreny CH predstavuje cca Teceptor
75% celk. cirkulujiciho CH

za normalnich okolnosti je u Capillary

-
|-. '\.-
Hepatocyte

}

Lysosome

--—Jc...._

zdrav. Clovéka prisun + de novo
syntéza vs. potreba CH v rovnovaze

Lipoprotein
remnants

(1) z diety Nisaue.
$2) endogenni syntéza v jatrech
z acetyl-CoA)

(3) zpétné resorbovany ze zluéi (enterohepatalni obéh)

CH je nesen prostrednictvim

chylomikrony (dietni)
VLDL, IDL a LDL (endogenni syntéza v jatrech)
HDL (reverzni transport CH)

Macropha

Lipid oxidation

2
:

Atherosclerotic

plagues

Blood Peripheral
tissues

LDL receptor L)
r !
Lysosnme

Cholesterol

steroigs eIl
membranes
L A

Peripheral cell




Transport CH do periferie
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LDL castice vznikaji z VLDL a jsou
bohaté na CH - revazu3|C| zdroj CH
pro periferni bunkyé vice CH je
vychytano jatry, nadle V|nam| CNS
a tukovou tkani)

(1) LDL-receptor dependentni
vychytavani

- endocytdzou prostrednictvim LDL-
receptoru (vazba apo B-100/apo E
na receptor), jsou internalizovany,
CH se uvolni a je vyuzit bunkou

- uvolnény CH zablokuje syntézu
endogenniho CH (inhibuje enzym
hydroxymetylglutaryl-CoA-
reduktazu)

- rovnéz exprese LDL je
zpétnovazebné down- nebo up-
regulovana dostupnosti CH

2) non-LDL-receptor
ependentni (scavenger)
vychytavani
- monocyty/makrofazyoprostredmctwm
scavenger receptoru-—vazba

modifikovanych (oxidovanych nebo
glykovanych) LDL

- nepodleha regulaci, mdze byt
“zahlcen” — ateroskleréza

apoB-100
apoE

burika
periferni
tkané

apoB-100
LDL receptor



LDL receptor: endocytoza

LDL particle

LDL receptor

clathrin

coated pit

TR
lendocytosis

DY
258
[t

coated vesicle

XD
° g : N clathrin

'] e 0 ‘recycled
o" o8 ®
’ )

X

uncoated vesicle
(endosome)

endosome divides

LDL receptor&

recycled

lysosome

L o free
cholesterol




Non-LDLR-dependentni mechanizmus

= | DLs maji patogenetickou

Endothelial cells, smooth ulohu v procesu aterogeneze
muscle cells or macrcnphages ~ tvorba “pé&novyc hn bb. = CH
Gl-@ z LDL je kumulovan

monocyty / makrofagy v

cévni sténé
or Cutt
" nicméné exp. inkubage
monocytu/makrofagu cévni

stény i s vysokymi

Native LDL =———> Acetyl LDL :::xLDL koncentracemi LDL
v E nezvysuje f<e]|ch akumulaci
M CH (naopak, LDLR down-
: regulace) —» LDL musi byt
. Fast Fast chemicky modifikovany
Slow ! Faﬁt aby byly aterogenni (in

! V|v|i)DnLe§c oxidace —»
\ oxLDLs
A u @@ " nejvyssi aterogenni

Acetyl LDLR = SR-A @ potencial maji “malé denzni

DL" (tj. oxidované a
Native LDLR (not downregulated) CD36, SR-A and puvoénje bohaté na TAG)

(downregulated) ofher oxLDL recep'qys /v chytavani prostfednictyim

~ (not downregulated)
, scavengerovych receptord
Maorophage y — scavenger receptor type A

(SR-A)

- dalsi ¢lenove CD36
receptorove rodiny

D Maizels

24



Distribuce intracelularniho CH

Plasma

A/ Cytosol ot ATP dependent
°°;5‘e’° "‘”nf’_po” vesicular transport
protein (non-vesicular)
g0
Y W y
Sorting == Cholesterol transport

endosomes protein (non-vesicular)

:

START proteins?
Other carriers?

EEmEEmEsEEEEEE s E ...

¢ O
Lipid @ S
Late “droplets
endosomes -

/[

:

ég\

Lysosome

=  LDL (yellow circles) carrying CH bound to LDL receptors (light blue Y-sha e? is internalized and
transported to endosomes and lysosomes from which CH can efflux to cellular compartments including the
plasma membrane or the endoplasmic reticulum (ER)

= The LDL receptor recycles to the membrane via the endocytic recycling compartment (ERC)

=  Newly synthesized CH in the ER is mostly transported from the ER directly to the plasma membrane,
bypassing the Golgi, but some follows the biosynthetic secretory pathway from the ER to the Golgi

= Excess cholesterol in the ER becomes esterified by ACAT and stored in cytoplasmic lipid droplets

25



Homeostatické mechanizmy

= optimalni mnozstvi CH v acetyl-CoA
bunce je udrzovano nékolika +

mechanizmy: acetoacetyl-CoA

- (1) prebytek volného CH je ‘

esterifikovan na CHE pomoci HMG-CoA Synthase
acylCoA:cholestrol
acyltransferazy (ACAT) {

= estery jsou skladovany v Hydroxymethylglutaryl-CoA

cytoplazmé odkud muzou
byt opétovné hydrolyzovany

— (2) de novo biosyntéza CH
pokud je malo CH
- (k:H sylnteza (v Jaltrech) je
omplexne regulovana, -

HMG-CoA Reduktiza je HMG-CoA Reductase
rychlost-limitujicim

enzymem a hl. kontrolnim

bodem v

- (3) odstranéni prebytec¢ného Mevalonate
CH z bunky pomoci |
prenasece z rodiny ABC |
transportéru a dale cestou |
reverzniho transportu CH |

prostf. HDL do jater
26 Cholesterol

(HMG-CoA)




Regulace syntézy CH

cca 75% CH v plazme pochazi z endogenni syntézy v jatrech

biosyntéza CH je extremneé komplexni proces, nicmene klicovym rychlost
limitujicim enzymem je HMG-CoA reduktaza

(A) dlouhodoba regulace syntézy CH

- (1) regulace tvorby HMG-CoA reduktazy a ostatnich enzymd syntézy CH a LDL-R
* regulace transkripce: rodina transkripénich faktort vdznamych na endoplazmatické retikulum
SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Proteins)
@ SREBP-2 ucinkuje zejm. v regulaci syntézy CH
@ SREBP-1 ucinkuje zejm. v reguIaC| syntézy FFA
= pii nizkych hladinch steroll je SREBP-2 uvolnén z membranoveho prekurzoru — aktivovany
SREBP vstupuje do jadra a zahaji expresi genu obsahujicich sterol regulatory element (SRE) ve
svych promoterech, napf, low-density lipoprotein receptor (LDLR), HMG-CoA syntaza, skvalen
syntaza a fatty acid syntaza
- (2) regulovana degradace (proteolyza) HMG-CoA reduktazy
fEroteolyllza HMG-CoA reduktazy je stimulovana CH, jeho oxidovanymi derivaty, mevalonatem a
arnesolem

@ HMG-CoA reduktdza obsahuje transmembranovou sterol-sensing doménu, ktera hraje roli pfi zahajeni
degradace enzymu proteasomem

(B) kratkodoba regulace syntézy CH

- HMG-CoA reduktaza je inhibovana fosforylaci katalyzovanou prostrednictvim AMP-
aepet?c{entm proteinkinazy (AMPK), rovnéz reguluje syntézu mastnych kyselin a jejich
atabolismus

* AMPK je aktivovana zvySenymi hladinami AMP v burice (tj. pfi nedostatku ATP) — smysl: pfi
nedostatku ATP nen9 energie spotrfebovavana na syntézu CH

(C) farmakologicka
- hypolipidemika - kompetitivni inhibitory HMG-CoA reduktazy (statiny)
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Detail: SREBP regulace CH

cis-Golgi
S SIp g |
U0 u ﬂﬂm\ ENDGETES
QO SCAP ' Proteasome
d SRERP COPesucle «

NSIG  SCAP SREBP

% HMG-CoAR NSG

——
—

LDLR
HMG-CoAR
J .
R/ N/N/A Nucleus

[(E— 3]

SRE

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

= Under conditions of ample sterol in the endoplasmic reticulum (ER), the ER retention protein INSIG
prevents entry of the SREBP-SCAP (SREBP cleavage activating protein) complex to COPII-coated vesicles

=  Transport of SREBP to the Golgi is needed for proteolytic release of the transcription factor, which is then
transported to the nucleus to activate sterol-regulated genes (such as hydroxymethylglutaryl CoA
reductase (HMG-CoAR)) and the low density lipoprotein receptor (LDLR)g

=  HMG-CoAR is also post-transcriptionally regulated by sterol, with INSIG binding of the protein leading to
its proteasomal degradation. SSD, sterol-sensing domain; SRE, sterol regulatory element.
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Regulace transkripce genui

n

metabolismu CH - jaderné “senzory

= (1) LXR (liver X receptor)

- T exprese ATP-binding cassette
transporter Al

= (2) FXR (farnesol X receptor) /1;;, BN i
- reguluje syntézu zluc. kyselin a T Sacarason)
j ej i C h ) Au‘,. < CETP
transport *‘AM P '
= (3) RXR (retinoid X receptor) i’ﬁ; ~.

— vaze kys. retinovou +___.. L (o)

':i. ;
- heterodimerizuje se vSemi vyse vio) I‘ |
uvedenymi receptory \{:”‘l 0] @;a“}
- aktivované heterodimery e -

(1

PPAR/RXR, LXR/RXR a FXR/RXR Suin AR b o
funguji Jako - — AR | Ao
aktivni transkripcni faktory, vazi |

se na responsivni elementy v el A
promo- -l -
toroyych sekvencich celé fady Y

genl a intestine

moduluji jejich transkripci
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Reverzni transport CH (RTCH)

30

zajistén pomoci HDLs Extrahepatic tissues

tvorenych v jatrech a
enterocytech

(1) sekrece & a “nabirant’
lipid{

- nejprve sekrece na lipidy
chuchh castic (apoA-I +
fosfolipidy) jatry a ve
stfevé, ktere postupné
2|skavaJ| CH a PL z jater
pomOC| transportu
zprostfedkovaného ABCA1

= exprese apoA-I genu je
regulovana mnoha faktory:
tuky prijatymi potravou,
alkoholem, estrogeny,
androgeny, hormony
st. zlazy, retinoidy,
glukokort|k0|dy, $ .

- nasledné dalSi prenos CH, _ chylomicron <+ & _ %0 vLDL mature
PL, a apoLP z chylomikron{ J CE-rich, o-HDL
a VLDL b&hem lipolyzy
prostrednlctwm LPL tvori tzv.

‘nascentni” pre B-HDL castice

= podle elektroforetické modility
- ty ziskavaji dodate¢ny CH a PL z bunék extrahepatalnich tkani (zejm. cévni stény!) a
postupné se tak méni na ¢astice bohaté na cholesterol
= (1) pasivni difuzi - bidirekcionalni
= (2) scavengerovym receptorem typu B-I (SR-BI) - bidirekcionalni

" (3) transportérem-facilitovany proces - ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) -
jednosmerny

Intestine

LCAT




CH eflux a RTCH

= The ATP-binding cassette (ABC)
transporter ABCA1 facilitates the efflux of
phospholipids and cholesterol to APOA-I
to generate nascent, discoidal high
R it density lipoprotein (HDL) particles
; = Lecithin:cholesterol acyl transferase
(LCAT, a plasma enzyme that is also
Kidney present in the interstitial space) uses HDL
phospholipids and cholesterol to esterify
cholesterol and produce globular HDL
particles

= These serve as acceptors for additional
cholesterol that is removed from cells
with the aid of the ABC transporter
ABCG1
- ABCGL1 is highly expressed in macrophages
whereas ABCAL1 is more ubiquitous
= HDL enters the circulation and HDL
cholesteryl esters are selectively removed
by a scavenger receptor B1 (SRB1)-
dependent process in the liver and
steroidogenic cells

= Hepatocytes excrete cholesterol into the
bile both as free sterol and after
conversion to bile acids, while
steroidogenic cells can use cholesterol for
steroid hormone synthesis. CEH,
cholesteryl ester hydrolase

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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ATP-binding cassette transporter Al

= ABCA1 je transmembrénovy m
proteln se dvéma vazebnymi TN o .

dglmergaml prodATP zasadne (100 ¥ e
ulezity pro jednosmerny T |
prenos CH z bunék do HDL B W MW

- mytace v ABCA1 genu
E'usobuy Tangierskou osphalpi
orobu ( HDL —

aterosklerdza) b ( ‘
- ABCA1 makrofagu cévni - j ascat *E% )

stény je zasadni pro
odstranovani CH a

' Cholesterol
obranu proti ateroskler6ze [ Hepatocytes Peripheral cel
- exprese ABCAL je ng,tm . 4 ApoA-|
regulovana LXR '“"E“’" - g - @H/@g
= ABCA1 zajistuje transfer | i ABCAT
L | . |
CH do ApoA-I HDL (ne R ‘\
zcela objasnénym Bile«—C ”‘ )
mechanismem &\
zrejme translokaci o ot o
CH pres plazmatickou i q/g
membranu =
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Reverzni transport CH — pokr.

33

(2) maturace HDL castic

Bile

enzym LCAT [lecitin:cholesterol-
acyltransferase], ktery je soucasti
HDL je aktivovan apolipoproteiny

LCAT
A —
SR-B °

Nascent "ABCA
HDL, esterifikuje volny CH na CHE,
které migr uji do nitra Castice a Liver Mature HDL  Macrophage
vytvari tak “zralé” HDL HDL

(ty postupné ziskavaji dalsi CH pomoci ABCA1 a SR-BI)
funkce LCAT je kriticka pro normalni koncentraci a funkénost HDL

HDL obsahuje paraoxonazu - antioxidacni enzym chranici CH a apoB a A (v HDL a
LDL) proti oxidaci a tim zvyseni jejich aterogenniho potencialu

(3) intravaskularni aprava HDL lipazami a dalsimi faktory

dudlezitd (a pri vysoké nabiodce TAG potencionalné patogenni) determinanta rychlosti
odstranovani HDL z cirkulace

enzym CETP [cholesterol ester transfer protein] katalyzuje opacny proces - vyménu
CHE a TAG (= heterotransfer) mezi HDL a TAG-bohatymi lipoproteiny (chylomikrony
a VLDL) coz vede k depleci CHE v HDL a jejich obohaceni o TAG

hepatlcka Ilpaza dale modifikuje TAG-bohaté HDL, o lipidy ochuzené apoA-I HDL
“remnanty” I]sou filtrovany v glomerulech ledvin a v prox. tubulu reabsorbovany

pomoci cubilin/megalinového systému
adipoze tizsue liver

— FFRA —

Ik 1FFA I_)+ULDL |:C|-_'I'F':| HOL

\
EiCETP]) Lo ApoA-1 WJ
small L'

LDL —= Cense
Insulin , LDL kleiriesy
lipase

(lipoprotein ! hepatic)



Reverzni transport CH - shrnuti

= (4) katabolismus HDL castic
- HDL a jejich CH jsou vychytavany v jatrech, ledviné a steroidogennich tkanich 2
procesy:
= (1) selektivni odstranéni CH a CHE (v mensi mire také TAG a PL) bez pohlceni celé Castice
* jatra = HDL-receptor SR-BI (vazba apoA-I), recyklace pre-f HDL
* CH je vylucovan jako Zluc. kyseliny a volny CH
- (2) endocytdzou celych HDL castic (ledvina)
= endocytdza a lysozom. degradace

" apoAl a na lipidy chudy HDL
f| trovan, reabsorbovan
V prox. tubulu (prostfe- Cublilin/megalin
dnictvim me alin/cubilin

systému) a degradovan L J
" sumarneé je tedy HOL remnants el —h
efektivita reverzniho Upid-gooe -—
transportu CH urcena:
- (1) r;ichlostl' produkce
apoA -HDL
— (2) rychlosti clearance SR-B1 B
CH a celych HDL z cirkulace w
jatry a ledvinou
- (3) rychlosti esterifikace ﬂ PL
CH (T LCAT/{ CETP) cere \ ce
- (4) uCinkem lipaz TG
gjaterm LPL) = |4 Qe

= variabilni obsah TAG
ovliviiuje rychlost
clearance HDL
* hyperTAG zvysSuje katabolismus HDL !!! >

. 4
Chylomicron< > & . % vLDL
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Hyper-/dyslipoproteinemie

= hypercholesterolemie

= 7 celkovy CH, LDL (a vSechny apoB
castice)

= | HDL (apoA c&astice)
- rizikovy faktor aterosklerozy

*" potvrzeno nescetnymi
epidemiologickymi studiemi Normal Mild Severe
artery atherosclerosis atherosclerosis

= hypertriglyceridemie
= (1) izolované T TAG (tj. na TAG
bohatych castlc)

* izolované zvySeni TAG neni aterogenni
(nepr. pri deficitu LPL)

- riziko akutni pankreatitidy
* TAG > 20-30 mmol/I
= (2) kombinované T TAG (tj. na TAG
bohatych &astic) + FFA

— inzulinova rezistence

= (3) kombinované T TAG + T apoB
castjc (vlivem vysoké nabidky FFA
jatrum) + 4 HDL
- rizikovy faktor aterosklerozy

= ovliviiuje velikost LDL and HDL castic a
tedy jejich aterogenicitu resp. ztraty!!!!
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Ateroskleroza

A. Mormal
artery

_Oxidized  A. When a lesion occurs,
LDL LOL-Cs infiltrate below the
artery ining, whers they
become oxidized and toxic.
Monocytes follcw and
engull the toxic LOLs.

Invading @ e
monncyrte\‘r_‘} ®

Monocyte
consumes

luszcle oxidized LDL

B. Fatty
streak

B. The moncoyes swell with
LOL-C and become
bloated. Platalets stimulate
the smooth muscle calls to
grow. Morocytes become

el Manocyte fcam cells. The growth

Proliferating —_ bulges into the artsry

muscle cels i opening (lumen) and is

recognized as a fatty
slreak [the fist noticeable
sign of atherosclerosis).

— Foam cell

C. Partially
occluded
vessel

Injury to
vessel
linirg -

! /\%/

C. The bulge {now plaqua)
continues to grow over
decades anc the artery
channels contirue to
NAarrow.

0. Totally
occluded
vessel

Collapszd  D. Eventually ablood clot

lumzan ferms and stops bood flow
1o the heart musclz. The
result is a heart attack end
death of a portion of neart
muscle.

Bload

clots
in wall

Blood clot = %
fills luman
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Aterogenni castice — LDL

* LDL, specialné malé denzni LDL jsou
neJV|ce aterogenni Castice
= |ehce penetrugl endotelem, maji nizsi afinitu k

LDL-R a jsou lehceji OX|dovany a tedy
vychytavany scavengerovymi receptory
makrofagu v cévni sténé

- CH prevazuje v LDL a chylomikronovych
zbytcich, nicméné tyto &sou rychle
odstranovanyJatry (po ud ne, pak jsou
extrémné aterogenni)

- LDL setrvavaji v plazme cca 9x déle nez VLDL
(tedy je 9x vice LDL nez VLDL) a vzhledem k
tomu, ze ~70% CH je transportovano LDL je
_]e_]ICh hladina hl. determinantou
plazmatického CH)

- riziko aterosklerézy roste s hladinou LDL,
ale pro kazdou koncentraci LDL je navic
riziko ovlivnéno hladinami HDL!!!

® nizky HDL zvySuje riziko i pfi normalni hladiné
CH a LDL

= aterogenni lipidovy profil:
- TLDL (hlavné malé, denzni, oxidované)
- TapoB (= lépe reflektuje pocet LDL)
- JHDL
- Tapo(a)
- TTAG (pokud doprovézeno TFFA)

= TAG prispivaji k tvorbé malych denznich
LDL
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Tvorba malych denznich LDL

apoB

TAG

CE

apoB

apoB

VLDL
TAG
CE
CETP
LDL

jaterni lipaza/fosfolipaza A2

apoB



Klasifikace HLP

= HLP Ize délit podle rGznych kritérii ~ — — -
- elektroforeticka pohyblivost Typ _|2vysenl Serovy CH |Serove TAG |%
— klinicky dGsledek I ChyM Norma az T [T111 <1
- etiopatogeneze 7
= v _minulosti b;;lla plczuzwana R L DL Normal 10
revazné Fredricksonova 11 LDL a VLDL |™ M 40
lasifikace (I - IV) < a
- délila HLP podle charakteristického |III  |IDL ™ ™M <1
zvyseni lipoproteinu po
elektroforetickém rozdéleni IV |VLDL Norma az T |11 45
- bohuzel nezohlednuje HDL!!! Y nebo 1121
= dnes se v praxi véeobecné pouziva [ |VLDLa ChyM| T nebo -
jednoducha a pro terapeutickeé
ucely vhodna klinicka klasifikace
HLP, ktera deli HLP podle efgktu parametr |Rozsah Interpretace
na plazmatlcke hladiny lipidu (bez
ohledu na etiopatogenezi) na: Celk. CH |<5.2 mmol/I |TAterosklerdza
. h holesterolemi -
. f,; hzgiiﬁrigﬁie‘i{jeﬂf HDL >1.6 mmol/I |{Aterosklerdza
= ) smiSené poruchy .
" 2 patofy Z|0Io?|ckeho hlediska je LDL <3.4 mmol/l |TAteroskleréza
zasadnl klasifikace etiologicka TAG <1.8 mmol/I |TAteroskleréza
— primarni HLP -
— sekundarni HLP apoAl 1.2 - 1.7 g/l |{Ateroskleréza
apoB 0.58-1.38g/I TAteroskleréza
38 Lp(a) <0.3 g/I T Aterosklerdza




Etiologie HLP
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HLP predstavuji heterogenni skupinu
metabolickych onemocnenj, ktera
%sou charakterizovana zvysenou
ladinou lipidu a lipoproteinu
v plazmeé
- >95. percentil referencnich
pIazmatlckych hladin + mortalita
nekdy se pouziva terminu
dyslipoproteinemie, protoze
poruchou muze byt i snizeni hladiny
(napf. u HDL)

HLP vznlkaJ| v dusledku:

a) zvygené syntézy lipoproteiny

- b) poruchy intravaskularniho
zpracovani (napt. deficity enzyma)

— ¢) defektniho vychytavani lipoproteind
bunécnymi receptory

- d) snizeného odbouravani lipoproteind

etiologicky jsou to onemocnéni bud’
— primarni - geneticky zalozena
- sekundarni - doprovazeji jina
onemocneéni
geneticka dispozice
- polyclgennl - podobné jako u dalSich
»Civilizacnich chorob" ztzv “stradavy”
genotyp)

" na manifestaci poruchy se vyraznou
meérou podili faktory zevniho prostredi,
predev5|m dieta

— monodenni - vatéina nrimarnich HI P

A. vesSkera populace

fyziologicka populaéni variabilita
opt;’mun%;?? morbidita / mortalita

komplexni
{multifaktorialni)
polygenni
porucha

rpercholesterolemie

“"normalni” CH

(95. percentil) rmonogenni

poruchy

Cetnost (%)

45 50 50 55 60 65 70 75
cholesterol {(mmol/1)

. 300

B. zdrava populace

cetnost (%)

cholesterol (mmol/1)



Primarni HLP

Familiarni deficit LPL

I

mutace v LPL genu

Familidrni deficit apoC IorV mutace v apoC genu

Fam. hypercholesterolemie IIa mutace v LDLR genu

Familiarni defektni apoB-100 I1a mutace v apoB genu (defekt vazby na LDLR -
10% normalni aktivity)

Polygenni hypercholesterolemie |IIa, IIb polygenni

Fam. kombinovana hypelipidemie |IIa, IIb polygenni

Fam. dysbetalipoproteinemie I11 mutace v apoE genu

Fam. hypertriglyreridemie

? (polygenni)

" monogenni poruchy jsou co do efektu zpravidla autozomalneé
semidominantni, tzn. zavaznost poruchy je odstupnovana podle

poctu mutovanych alel

" vsSem je spolecne, ze pacienti Spatné reaguji na dietni opatreni a
snizeni hladin lipidu je dosazeno az farmakoterapii
. 7 . (o] V4 rv \4 - - y'd V4 = -
= nositelé jsou v ruzne mire ohrozeni kardiovaskularnimi nemocemi

(specialné pacienti s familiarni h
defektem), nekdy jiz ve velmi m
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percholesterolemii s homozygotnim
dem veku



Fam. hypercholesterolemie (FH)

= nejcastéjsi primarni HLP
- heterozygoti se vyskytuji s frekvenci 1:500
- homozygoti 1:1 mil.

. I;I;)je zpUsobena mutaci v genu pro LDL receptor (chromosom
- bylo popsano vice nez 700 rlznych mutaci

= LDL receptor (spolu s ¢asti membrany - “coated pits”) periodicky
(cca 1 x 10min) recykluje mezi cytoplazmou a membranou a
pohlcuje LDL Castice, po jejich uvolnéni se vraci zpét do membrany

- LDL je _pflsoben_l'ng lysozomalnich enzymu rozloZen na volny cholesterol a AK
(z apolipoproteinu, zejm. apoB)
= z funkéniho hlediska spadaji jednotlivé mutace do jedné z péti
kategorii, podle toho zda vedou k:
- 1) Gplné ztraté receptoru (17 % ptipadd)
- 2) poruse transportu receptoru do plazmatické membrany (54 %)
- 3) poruse vazby LDL
- 4) poruse internalizace receptoru po vazbé LDL
- 5) poruse uvolnéni z endozomu po internalizaci a navratu do plazmatické
membrany (22 %)

* zvySeni plazmatického cholesterolu se liSi podle typu mutaci a
hetero- Ci homozygotnosti (tzv. ,gene-dosage" efekt), ale je vzdy
Znhacne

- cca dvojndsobek normalnich hladin [<5.2mmol/I] u heterozygotd a &tyf- aZ
petinasobek u homozygotu

= d{sledky FH

- u nemocnych se tvofi mnohocetné xantomy, pfip. Slachova xantelazmata a
arcus corneae

- ale hlavné nemocni s nerozpoznanou a nelécenou FH jsou zejm. ohrozeni
predcasnou aterosklerézou a casnym umrtim zpravidla na fatalni infarkt

myokardu
. 5 fllqtc?yozygotﬁ se manifestni kardiovaskularni onemocnéni objevuje ve tvrté
ekadé
] g flm(qrggzygotﬂ jiz v détstvi a pokud je FH nelécena, vede k umrti ve druhé
ekadé.

= mortality of MI in very young age in unrecognised homozygotes, before the
4t decade in heterozygotes

* molekularné-geneticka diagnostika suspektnich pfipadu a rodin,
dispenzarizace nemocnych a agresivni hypolipidemicka lecba je
41 podstatou sekundarni prevence
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Multifaktorialni (polygenni) HLP

hypotéza “stfadavého genotypu” [
— v minulosti se osvédcily ty alely genu, |
ktereé zajistovaly nejvyssi okamzitou
dostupnost energetickych substratu
églukoz,a, lipidy, ...) ale take zasoby
tukova tkan)
- pro preziti byl navic vyhodny T pro-
thromboticky a pro-zanetlivy
~ selektivni vyhoda nositelt téchto alel
vedla k jejich geneticke selekci
- dnes je v podminkach vice mepe
neomezeného pristupu k zdrojum:
energie (prinejmensim v rozvinutych
spolecnostech§ stejna geneticka
- vybava zodpovedna za zvysnou )
incidenci tzv. civilizacnich (komplexnich)
chorob
= komplexni = geny + prostredi
genetika lipidového metabolismu

— funkcni variabilita v genech kodujicich napr.
enzymy zapojené v tuk. metabolismu (TAG i CH)
nuklearni receptory (PPAR, RXR, LXR, ...)
apolipoproteiny
receptory apolipoproteinfl
hormony a jejich receptory

@ glukokortikoidy, hormony st. zlazy, ...

@ faktory determinujici inzulinovou sensitivitu




Lipoproteinovy profil - moznosti

normalni A

TAG
VLDL > LDL

CE

(polygenni) hypercholesterolemie

%

(polygenni) komb. hyperlipidemie
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Bézné komplexni aterogenni dyslipidemie
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Eolygenni
ypercholesterolemie,
fam. kombinovana
hyperlipidemie a diabeticka
dyslipidemie jsou nejcastéjsi
aterogenni HLP
-z Casti geneticky
determinovana
(predisponovana)
= polygenni dédi¢nost
- vliv diety
- sekundarné vyznamné
potencovany inzulinovou
rezistenci
disledek kombinované
hyperlipidemie je horsi nez
u “prosté”
hypercholesterolemie
- T malé denzni LDL, T VLDL
hI znaky

nedostatecné odbourani
TAG pomoci LPL (¢ inzulin)
z chylomikront — zvys.
TAG a jejich dodavka do
jater — zvys. produkce
VLDL jatry (¢ inzulin)

- navic dalsi TAG a FFA tuk.
tkané (4 inzulin) a z
prebyt u glukozy (¢

|nzu in)
- tudiz vétsi konverze VLDL
na LDL

— nizky HDL

Fat
I, ApoBad

L 70l

. el
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Diabeticka dyslipidemie

Actions of Insulin

Gluconeogenesis Glucose uptake in muscle
m m and adipose tissue
Glucogenolysis . Gly colysis

Lipolysis [l Stop | o Glycogen
synthesis
Ketogenesis Protein synthesis
Proteolysis m m Uptake of ions (especially K+
and PO, —3)

t4 odHed trom Clinlcal Bochemlst iy, & Cawetal, Churchill Uvingdone, Edinbigh, 1995,
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inzulin ma vyznamny efekt na
tukovy metabolismus, zejm.

- aktivace LPL

— inhibice HSL

- inhibice oxidace MK (+ ketogeneze) a

tvorby TAG a VLDL v jatrech

u diabetu v dUsledku deficitu
inzulinu (T1DM) nebo rezistence
(T2DM) tento efekt chybi, resp. je
nedostateCny coz se projevuje
poruchou a lipidového metabolismu

— primarné TAG

- sekundarné také CH pri nadprodukci
VLDL (a tim LDL) a zvySeni
katabolismu HDL

a druhotné i dalsim zhorsenim
utilizace glukdzy, protoze _
metabolismus cukru a tukd spolu
uzce souvisi

- kompetice Glc a MK na urovni

intermediarniho metabolismu zejm.
ve svalové tkani

diabeticka dysllpldemie je tedy

- aterogenni, protoze zvysuje
dodavku CH ‘tkanim a zhorsuje
reverzni transport CH

- pro-diabetogenni, protoze zhorsuje
citlivost k inzulinu



Klasifikace (?) vs. skutecnost (!)

sy genetické predispozice
(“'stradavy” genotyp)
(enzymy, apolipoproteiny,
receptory, transkrip¢ni
factory, ...)

komplexni, kombinovana

DYSLIPIDEMIE
s Ucasti dédicnych a
externich faktory
vedouci k variabilné
zvySenému riziku
aterosklerozy

nektere geny
predisponujici k diabetu a
dyslipidemii jsou sdruzeny
v ramci poruchy zvané
METABOLICKY SYNDROM
\

® inzulinova rezistence / diabetes mellitus
(nesuprimovana lipolyza, zvys. dodavka glukdzy a FFA do jater)
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Dalsi definované sekundarni HLP

o vyvolany jinym manlfestnlm Prim. pficina Elevace
prlmamlm onemocnenim Diabetes mellitus (typ 1) TTAG, ! HDL
nebo patologickym stavem, :
nicméné dopad na Hypotyreoza TcH
kardiovaskularni system Nefroticky syndrom TCH, TAG

je stejny jako u primarnich
a béznych komplexnich HLP
(zejm. akcelerace Cholestaza TcH
aterogeneze)

= pfi snaze o normalizaci lipidu
je nutné v prvé radé resit
vyvolavajici pricinu

= sekundarni HLP na rozdil od
primarnich a komplexnich
relativhé dobrFe reaguji na
dietni opatreni

Chron. renalni insuficience |TTG
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"THE BAV CHOLESTEROL MOLECULES
ARE THE ONEZ WITH SCARS
AND EYE PATCHES."



