VYSETRENI METABOLISMU LIPIDU A
CHOLESTEROLU

Uvod
Problematika poruch lipidového metabolismu se dostava do popiedi zajmu predevsim v souvislosti

s prevenci a 1é¢bou kardiovaskularnich onemocnéni.

Zakladni lipidové vySetfeni zahrnuje analyzu triacylglycerolli, celkového cholesterolu, HDL-
cholesterolu a z nich vypoctené koncentrace LDL-cholesterolu a non-HDL cholesterolu. Vysetteni je
doplnéno chylomikronovym testem a nékdy analyzou fosfolipidl a elektroforézou lipoproteind.

Hyperlipidemie je stav spojeny se zvySenim hladiny lipidd v krvi. Mulze se jednat o
hypercholesterolemii, hypertriacylglycerolemii, popt. kombinaci obou stavli (smiSend hyperlipidemie).

Hyperlipoproteinemie je stav spojeny se zvysenim hladiny jedné nebo vice tiid lipoproteind. Casto se
ale zvySeni n¢které frakce krevnich lipidd kombinuje se snizenim koncentrace HDL cholesterolu,

pouziva se proto téZ termin dyslipoproteinemie.

Laboratorni diagnostika poruch lipidového metabolismu se musi opirat o vySetieni krevnich lipidi
z alesponn dvou odbértt krve vrozmezi 2-8 tydni,, za bézného Zivotniho stylu. U jednotlivych
parametrii se zjisti kritické rozdily a pokud jsou niZsi nez ptipustné hodnoty, vypocte se aritmeticky
pramér pro kazdy analyt. V piipad¢ ptekroceni kritického rozdilu se provede tieti vySetieni.

Kiriticky rozdil hodnot pro parametry lipidového metabolismu:

Analyt Kriticky rozdil (%)
Celkovy cholesterol >20
LDL-cholesterol > 25
HDL-cholesterol >25
Triacylglyceroly > 65

Je tieba rovnéz vzit v ivahu, Ze vySetieni lipidového metabolismu je vyznamné ovlivnéno Zivotnim
stylem (dietni navyky, pohybova aktivita, telesna hmotnost), farmakoterapii (hormonalni
antikoncepce, hormonalni substitu¢ni lécba ad.) a probihajicim akutnim nebo nekompenzovanym
onemocnénim. Proto vySetfeni krevnich lipid nema byt provadéno tehdy, kdy lze predpokladat, ze
vysledek nebude vypovidat o situaci za bézného Zivotniho stylu (kratce po dovolené, pii hospitalizaci

z jinych divodu, akutnim diabetes mellitus, v t¢hotenstvi a ptl roku po ném atd.).



1.1 Stanoveni celkového cholesterolu v séru a Kkrvi

Cholesterol je v krevni plazmé transportovan jako soucast lipoproteint, z nejvétsi casti ve frakci LDL,
méné¢ v HDL a VLDL. Z tohoto cholesterolu jsou pfiblizné dvé tfetiny esterifikovany vyssimi

mastnymi kyselinami, zbytek je neesterifikovan.

1.1.1 Enzymové stanoveni cholesterolu v séru

Estery cholesterolu jsou $tépeny cholesterolesterazou na cholesterol a mastné kyseliny. Cholesterol je
pak dalsim enzymem cholesteroloxidazou oxidovan na cholestenon. Soucasné vznika peroxid vodiku,
ktery za katalyzy peroxidazou reaguje s 4-aminofenazonem a fenolem na cerven¢ zbarveny produkt.

Zapiste rovnice reakci popsanych vyse

Paralelné se vzorky je méren standard, jehoz koncentrace je cy. Zapiste vztah pro vypocet koncentrace

cholesterolu ve vzorku séra.

Hodnoceni

Podle doporuceni pro diagnostiku a lécbu hyperlipoproteinemii v dospélosti, vypracované vyborem
Ceské spolecnosti pro aterosklerézu, ma byt provedeno vysetfeni cholesterolu 1krat za pét let u viech
dospélych osob mezi 2075 lety pfi preventivni prohlidce. Je-li koncentrace celkového cholesterolu <
5 mmol/l, ma byt provedena dalsi kontrola cholesterolu za 5 let.

Zjisténé hodnoty koncentrace cholesterolu > 5 mmol/l by mély byt divodem k dalSimu vySetfeni
metabolismu lipidl, zvIasté rozloZeni cholesterolu v lipoproteinovych frakcich. Zvys$ena koncentrace
cholesterolu se Casto nachazi u diabetikli nebo u hypotyredzy, snizena napt. u pokroc€ilych jaternich
cirh6z nebo hypertyredzy.

1.2 Stanoveni triacylglyceroli v krvi

Stanoveni triacylglycerolii (TG) patii mezi zdkladni vySetfeni lipidového metabolismu.

Nejcastéji se pouziva enzymova fotometrickd metoda. Triacylglyceroly jsou S§té€peny lipoproteinovou
lipasou a glycerol a volné mastné kyseliny:

Dopliite rovnici:



Glycerol je fosforylovin ATP za katalyzy glycerolkinasou na glycerol-3-fosfat a vznikda ADP.
Glycerol-3-fosfat se katalyticky oxiduje glycerolfosfatoxiddzou na dihydroxyacetonfosfat a vznika

peroxid vodiku.

Napiste rovnice reakct popsanych vyse a pokuste se doplnit, jaky bude dalsi postup.

Jinou modifikaci stanoveni je vyuziti druhého produktu v glycerolkinazové reakci, tj. ADP.

ADP reaguje s fosfoenolpyruvatem za katalyzy pyruvatkinasy. Vznikly pyruvat je redukovan na laktat
pomoci laktatdehydrogenasy.

Co bude méreno v této reakci ?
Toto stanoveni probiha s jednim roztokem a miize byt vyuzito v automatickych analyzatorech.

Napiste, které enzymy bude obsahovat reakcni cinidlo.

Hodnoceni

Koncentrace triacyglycerolti v séru u zdravé populace (cilova hladina) ma byt mensi nez 2 mmol/l.
Vzorky plazmy s koncentraci TG vy$si nez 3,4 mmol/l opaleskuji, pfi hladinach TG nad 11,3 mmol/l
jsou pritomny chylomikrony a plazma je mlécéne zakalend. Pii terapii se klade velky dlraz na dietu
s nizkym obsahem tukd a cukrt, na zvySenou télesnou aktivitu, dostatek antioxidantli v potravé a na

celkovou hypolipidemickou lécbu.

Z hlediska rizika rozvoje aterosklerézy jsou v soucasné dobé& rozliSovany tfi zakladni typy

hyperlipidemii :
L Izolovana hypercholesterolemie (izolované zvyseni celkového cholesterolu)
II. Izolovana hypertriacylglycerolemie (izolované zvySeni cholesterolu i triacylglycerolt)
III. | Kombinovana hyperlipidemie (soucasné zvyseni cholesterolu i triacylglycerolt)

*klasifikace dle Fredricksona se jiZz nepouziva

Pro piesnéjsi hodnoceni rizika je tteba rozlisit podil jednotlivych typt lipoproteind na poruse lipidového metabolismu.

1.3 Stanoveni HDL-cholesterolu a vypocfet LDL-cholesterolu

Vysoky podil z celkového cholesterolu séra vazany v HDL-lipoproteinech se poklada za znamku
dobré schopnosti vyloucit nezadouci nadbytek cholesterolu z organismu. Naopak, hodnoty LDL-
cholesterolu jsou mirou aterogenni hypercholesterolemie.

Stanoveni HDL-cholesterolu (HDLcp,) bylo diive zalozeno na tom, ze pfidanim vhodného
precipitacniho ¢inidla (napt. kyseliny fosfowolframové s MgCl, nebo heparinu s MnCl,) k séru, se
vysrazely chylomikrony, VLDL a LDL. Po centrifugaci se stanovila koncentrace cholesterolu v HDL,



které zistaly v supernatantu. NejnovéjSimi metodami lze stanovit HDL-cholesterol pfimo v séru bez
predchozi precipitace ostatnich lipoproteinovych ¢astic.

Uvedte, zda takovou metodu v laboratori pouzivate a jaky je jeji princip.

Ze zndmych hodnot HDL-cholesterolu, celkového cholesterolu (Cholcey) a triacylglycerolt (TG) lze
priblizn€ vypocitat hodnotu LDL-cholesterolu (LDLcy,) pomoci Friedewaldova vzorce:

LDLChol = ChOlCelk - TG/Z,Z - HDLChOl (mrnol/l)

Vzorec vychazi z predpokladu, ze ve vétSiné sér nalacno chybi chylomikrony a Ze stanovené
triacylglyceroly pochazeji pfevazné z VLDL, v nichz molarni pomé&r TG/Chol ma hodnotu 2,2.

Uvedeny vztah lze pouzit jen v ptipad€, Ze koncentrace triacylglycerolil v séru je nizs$i nez 4,5 mmol/l.

DalSi odvozené parametry lipidového metabolismu
Cilem téchto vypoctl je zpfesnit stanoveni rizika, které vyplyva z namétenych hodnot krevnich lipidu.

Index Cholce/HDLy. Index zohlediiuje fakt, ze zvySeny HDLcyo je ,negativni rizikovy faktor, snizujici riziko
ischemické choroby srde¢ni (ICHS). Soucasné zvyseni celkového i HDL cholesterolu nemusi riziko ICHS zvySovat. Jeho

hodnota ma byt < 5.

Non-HDLcpo (Non-HDL¢p,; = Choleex — HDLcpo). Tento parametr zohlediiuje koncentraci vsech aterogennich
lipoproteintl. Lze jej pouzit v piipadech, kdy vypocet LDL-cholesterolu neni mozny pro zvysené hodnoty triacylglycerold.

Jeho hodnota ma byt < 3,8.

Hodnoceni

Cilové (zadouci) hodnoty krevnich lipidi bézné populace

ChOlCelk LDLChol TG HDLChol Index
NOI’I-HDLChOl
(mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) Cholcer/HDLcpol
<5,0 <3,0 <2,0 >1,0 <5 <3,8

Je-li nekterd ze zjisténych hodnot zvysena, provadi se dalsi vysetfeni, jejichz cilem odhalit pficiny

poruchy lipidového metabolismu a uré¢it miru rizika vzniku ICHS.

1.4 Chylomikronovy test

Meéfteni koncentrace chylomikroni neni bézné provadéno. Ve vzorcich odebranych po 12 hodinovém
lacnéni by se nemély vyskytovat. Pro jejich ptfitomnost svédéi silna chylozita séra. K dikazu lze
provést chylomikronovy test.

@ Sérum je po odbéru skladovano pii 4 °C po dobu 12 hodin. Béhem této doby flotuji eventualné
pritomné chylomikrony k hladiné vzorku. Jejich pfitomnost se projevi opalescentnim az bilym

prstencem.



1.5 Elektroforéza lipoproteini v séru

Elektroforézu Ize vyuzit pti rozdéleni lipoproteinti krevni plazmy na jednotlivé frakce. Lipoproteiny se
rozdé€luji na zéklade jejich rozdilné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Po elektroforéze

na agarosovém gelu jsou polohy frakci identifikovany obarvenim Sudanovou ¢erni.

Material: Souprava Hydragel LIPO + Lp(a) od firmy Sebia obsahujici: 0,05 mol/l Tris-barbitalovy pufr pH 8,75 (pfipraven
nafedénim 22,5 ml zasobniho roztoku ze soupravy demi-vodou na 300 ml), roztok Sudanové cerni (2 ml 6%
roztoku ze soupravy do 160 ml ethanolu a 140 ml demi-vody), vzorky séra, ethanol, demi-voda. Foélie s
agarosovym gelem, aplikacni Sablonka, mikropipetor 5 pl, pruhy filtracniho papiru, migracni komora CUVE
K20, elektricky vysouse¢, zdroj napéti.

Provedeni

&  Priprava gelu. Z obalu vyjméte folii s agarosovym gelem a poloZte ji na filtraéni papir licovou
stranou nahoru. Do mista aplikace vzorkli (v roving€ Sipek) polozte na nékolik sekund pas

filtracniho papiru ze soupravy z diivodu odsati pfebytecné vlhkosti.

&  Aplikace vzorkit Do roviny Sipek opatrn¢ polozte aplikacni Sablonku a do vyfezi v Sablonce
odmeétujte po 5 pl vzorki séra. Nechejte vsakovat 5—10 min, potom odsajte nevsakla séra pruhem

filtracniho papiru a sejméte Sablonku.

& FElektroforeticka separace. Do migracni komory odméite ke kazdé elektrodé 150 ml pufru a
zalozte agarosovou folii licovou stranou dolii (vzorky na strané katody). Migrace probiha 90 minut

za konstantniho napéti 50 V (po dosazeni tohoto napéti je tieba zkontrolovat proud, ktery by mél
byt 30 mA na jednu f6lii).

&  Fixace a barveni. Po ukonceni migrace vysuste gel v proudu horkého vzduchu (max. teplota
80 °C). Na folii nesmi byt po vysuSeni patrny stopy vlhkosti. Suchou f6lii ponoite_ptfesn¢ na 15
min. do lazn¢€ s roztokem Sudanové Cerni. Gel odbarvujte piesné 5 min. ve 45% ethanolu, poté ho

umistéte na nékolik minut do 14zné s demi-vodou.

& SuSeni gelu. Folii vysuste v proudu horkého vzduchu nebo pfi laboratorni teploté.

Hodnoceni

Po elektroforetickém rozde€leni zlstavaji chylomikrony na startu, LDL (B-lipoproteiny) migruji v
pozici B,-globulinti, VLDL (pre-B-lipoproteiny) na misté ;-globulind. HDL ¢astice maji nejvyssi
pohyblivost a objevuji se v pozici a,-globulind.

V poloze mezi a-a B-lipoproteiny (HDL a LDL) se mize objevit frakce charakteristicka pro

lipoprotein (a) — Lp(a) — rizikovy faktor pro vznik aterosklerézy a kardiovaskularnich onemocnéni.
Kvantitativné se stanovuje elektroimunodifuzni technikou.

Elektroforeogram lze vyhodnotit denzitometricky pifi vinové délce 580 nm. Vysledek se vyjadiuje
v procentech optické hustoty pro jednotlivé frakce vzhledem k celkové barevné ploSe. Stanovené



hodnoty spolu s dalsimi ukazateli (celkovy cholesterol, triacylglyceroly) slouzi k charakterizaci
hyperlipoproteinemii.

Referencni intervaly:  a-lipoproteiny 23-46 %
pre-B-lipoproteiny 3-18 %
B-lipoproteiny 42-63 %

V praxi se provadi také hodnoceni pouze vizualni. Biologicky nalez se srovnava s referenénimi hodnotami a vysledek se
posuzuje ve smyslu zvySeni (snizeni) jednotlivych frakei.




