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® Cholesterol
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© Obrazek ¢. 1. Prevzato z Textbook of Biochemistry T.M. Devlin

a kol, 2006.

Klinicky vyznam:

Cholesterol (obrazek €.1) stanovujeme ,,celkovy* — suma cholesterolu a jeho estert. 60-70%
cholesterolu v séru je esterifikovano.

T koncentrace: vyznamny rizikovy faktor pro vznik aterosklerosy, objevuje se u nefrotického
syndromu a hypothyreosy

Orienta¢ni referencni hodnoty (sérum):
3,5- 5,2 mmol/l (zddouci hodnoty)
5,2-6,2 mmol/l (hrani¢ni koncentrace)
nad 6,2 mmol/l (zvySené riziko)
MozZnosti stanoveni:
e Enzymové metody

Hydrolyza miize byt provedena klasicky pomoci roztoku hydroxidu za zvysené teploty
nebo pomoci enzymu cholesterolesterasy:

Cholesterol-ester + H,Q —<elsterddesterasa o o lesterol + MK

Cholesterol + O, —<elesterol=ovidusa_ A% _ -polesten-3-on + HyO»

eroxidasa

2 H,0, + 4-aminofenazon + fenol —2“=*— barevny produkt (cerveny) + 4 H,O

e Chromatografické metody: zde je nutnd uprava vzorku pied vlastni analyzou.
(hydrolyza, extrakce, derivatizace. Urceno pro rozliSeni esterti cholesterolu.

e Hmotnostni spektrometrie
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e Chemické metrody: cholesterol reaguje s kyselinou sirovou v bezvodém prostiedi
kyseliny octové a anhydridu kyseliny octové za vzniku modrozelenych nenasycenych
sloucenin. Riizné modifikace. Chemické metody se jiz téméf nepouzivaji.

Lipoproteinové ¢astice a jejich metabolismus

Lipoproteinové castice délime podle velikosti a hustoty (obsahu bilkovin a lipidil) na
VLDL - (very low-density lipoproteins) — liproteiny o velmi nizké hustoté, IDL —
(intermediate-density lipoproteins) - liproteiny o stfedni hustoté, LDL — (low-density
lipoproteins) - liproteiny o nizké hustoté, HDL — (high-density lipoprotins) — lipoproteiny o
vysoké hustoté (obrazek ¢.2). Metabolismus jednotlivych lipoproteinovych castic je
znazornén na obrazku ¢.3.

Al

Obrazek ¢. 2. Prevzato z Textbook of Biochemistry T.M. Devlin a kol, 2006.
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Lipidy z potravy

Lipoproteinova lipasa

Chylomikron

Exogenni cyklus
Remnant

)HoL
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Endogenni cyklus

Obrazek ¢. 3. Upraveno dle Clinical Biochemistry, An Illustrated Colour Text, 5 th edition,
Gaw A4 a kol., 2008.
@ HDL cholesterol

Klinicky vyznam:
Neaterogenni lipoproteinova &astice, ¢im | koncentrace, tim T riziko vzniku aterosklerosy.

Orienta¢ni referencni hodnoty (sérum):

Referencni hodnoty (mmol/I) muzi zeny
Prognosticky ptiznivé nad 1,42 nad 1,68
Standardni riziko 0,90-1,42 | 1,16-1,68
Zvysené riziko pod 0,90 pod 1,16
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Moznosti stanoveni:

Pro stanoveni cholesterolu v HDL casticich je tfeba tyto castice nejprve odseparovat od
ostatnich lipoproteinovych castic krevniho séra. Poté nasleduje stejny postup jako pro
stanoveni celkového cholesterolu.

e Srazeci metody.
Ptidanim precipita¢niho €inidla se vysraZeji chylomikrony,VLDL a LDL c¢astice. PouZitelna
precipitacni ¢inidla: kyselina fosfowolframova + MgCl,, heparin + MnCl,. Zastaralé.

e Prima metoda.
Vyuziva zjisténi, Ze enzymy cholesterolestrasa a cholesteroloxidasa preménuji v prostiedi
polyethylenglykolu, dextransulfatu a Mg*" rychleji cholesterol z HDL neZ z ostatnich
lipoproteint.

e Vyvazani non-HDL lipoproteini pomoci protilatek.
Vyuziva blokace non-HDL ¢astic v imunokomplexech, které vznikly reakci s protilatkami
proti Apo B (obrazek ¢. 4).
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Obrazek ¢. 4. Upraveno dle www.wikiskripta.eu.
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Aterogenni index

Pokud jsme ucili celkovy cholesterol a HDL cholesterol, miizeme vypocitat aterogenni index,
napt. podle Klimova:

celkovy cholesterol — HDL cholesterol
HDL cholesterol

Index aterogenity (Ai) =

Prognosticky ptiznivé Standardni riziko Zvysené riziko
<nez3 3-4 > nez 4

® LDL cholesterol

Klinicky vyznam:
Do uréité miry plati, ze &im T koncentrace, tim vy3i riziko vzniku aterosklerosy.

MoZnosti stanoveni:
e Precipitacni metody:
Precipitacni ¢inidla: (polyvinylsulfat, dextransulfat), vyprecipituje se LDL a méfi se
rozdil mezi obsahem cholesterolu pied a po precipitaci.
e Piimé stanoveni: pouzZitim polyklonalnich protilatek proti HDL a VLDL vazané na
polystyrenové latexové Céstice, po centrifugaci se v supernatantu stanovi cholesterol

pouze v casticich LDL.

e Stanoveni vypo¢ftem: napi. dle Friedewalda

LDL cholesterol = celkovy cholesterol — HDL cholesterol — 0,4545 . triacylglyceroly

Orientacni referencni hodnoty (sérum):
do 3,9 mmol/l (prognosticky ptiznivé)

3,9 — 4,9 mmol/l (standardni riziko)
nad 4,9 mmol/l (zvySené riziko)
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@ Triacylglyceroly (TAG)

HsC—O—C—R"

Triacylglycerol

Klinicky vyznam:

Obrazek ¢. 5. Prevzato z Textbook of Biochemistry

T.M. Devlin a kol, 2006.

T koncentrace — rizikovy faktor vzniku ateroskleosy, nachdzime ji u mnoha typt
hyperlipoproteinémii, nefrotického syndromu, diabetu, alkoholismu, obezité, jaternich

onemocnénich.

Orienta¢ni referen¢ni hodnoty (sérum): do 2,0 mmol/l

Moznosti stanoveni:

e Enzymové metody:

TAG + 3 HZO lipoproteinova lipasa glyC@VOl + 3MK

Glycerol + ATP—&xlinse s olycerol-3-fosfat + ADP

Glycerol-3- fosfat + O, —&keerelosiioidse_y gipy droxyacetonfosfit + H,O;

peroxidasa

2 H;O; + 4- aminofenazon + fenol —===— barevny produkt (Cerveny) + 4 H,O

o Extrakéné-fotometrické metody:
Nejprve se TAG ze séra vyextrahuji organickymi rozpoustédly (heptan — zfedéna
kyselina sirova), po centrifugaci se v supernatantu rozstépi pomoci roztoku KOH za
zvySené teploty a uvolnény glycerol se oxiduje kyselinou jodistou na formaldehyd.
Formaldehyd se potom stanovi reakci s acetylacetonem a amonymi ionty, pii které
vznika Zluté zbarveni dihydrolutidinového derivatu.

e Chromatografické metody:
Plynova chromatografie, pfed pouzitim nutnd tprava
chromatografie.
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® Apolipoproteiny:
Specifické bilkoviny lipoproteinovych castic. Hlavni funkce je regulace a kontrola
metabolismu lipoproteini, zprostiedkovavaji vazbu lipoproteinovych ¢astic na specifické

receptory.

Jednotlivé apolipoproteiny se oznacuji velkymi tiskacimi pismeny (ApoA), polypeptidové
fetézce fimskymi Cislicemi (ApoA - I, ApoA- II).

Klinicky vyznam:

Stanovenim ApoA-I a ApoB lze dobife identifikovat osoby ohroZzené komplikacemi
aterosklerosy.

Orienta¢ni referencni hodnoty (sérum):
ApoA-IL......1,2-2,0 g/l

ApoA-IL....... 0,3-0,4 g/l

ApoB.....0,5-1,3 g/l

Metody stanoveni:

e Imunochemické metody — metody zaloZené na reakci mezi antigenem a protilatkou,
jednoduchd imunodifuze (vhodna pro ApoA — I a Apo — II), elektroimunodifuze
(soucasné stanoveni ApoB a Apo —I), imunoturbidimetrie a imunonefelometrie. Déle
pak enzymoimunoanalyza a radioimunoanalyza.

e [zoelektricka fokusace v polyakrylamidovém gelu — technika slouzici pro podrobné&;si
stanoveni jednotlivych forem apolipoproteind. Vlastni déleni probiha v gradientu pH.
Vhodné pro rozdéleni ApoA, ApoC a ApoE.

e Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu — déleni probiha pfi konstantnim pH v gelu
obsahujicim vétSinou mocovinu.
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