Stanoveni cholesterolu v séru

Uvod

Problematika poruch lipidového metabolismu je v popfedi zajmu piedevsim v souvislosti s prevenci a
1é¢bou kardiovaskularnich onemocnéni.

Zakladni lipidové vySetfeni zahrnuje analyzu triacylglycerolii, celkového cholesterolu, HDL-
cholesterolu, LDL-cholesterolu a z nich vypoétené non-HDL cholesterol, ptipadné aterogenni index.
Vysetteni mize byt doplnéno analyzou apolipoproteinu B, lipoproteinu Lp(a), poméru apoB/apo Al a
elektroforézou lipoproteint.

1. Enzymové stanoveni celkového cholesterolu v séru

Cholesterol je v krevni plazmé¢ transportovan jako soucast lipoproteintl, z nejvétsi ¢asti ve frakci LDL,
méné¢ v HDL a VLDL. Z tohoto cholesterolu jsou pfiiblizné dvé tretiny esterifikovany vysSimi
mastnymi kyselinami, zbytek je neesterifikovan.

Princip

Estery cholesterolu jsou §tépeny cholesterolesterazou na cholesterol a mastnou kyselinu. Cholesterol je
pak dal$im enzymem cholesteroloxidazou oxidovan na cholestenon. Sou¢asné vznika peroxid vodiku,
ktery za katalyzy peroxidazou reaguje s 4-aminofenazonem (4-aminoantipyrinem) a fenolem na
Cervené zbarveny produkt. Spfazeni reakci, pfi kterych vznikd peroxid vodiku, s naslednou
peroxidazovou reakci s aminofenazonem je jeden z Castych principti stanoveni analytd v klinické
biochemii.

= Napiste rovnici reakce, kterou katalyzuje cholesterolesteraza.
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Material: Set CHOL 250 firmy Erba Lachema': Cinidlo-cholesterol (obsahujici Goodiv pufr 50 mmol/l, pH
6,7; 4-aminoantipyrin (4AAP) 0,3 mmol/l; fenol 5 mmol/l; cholesterolesteraza > 3,33 pkat/l; cholesteroloxidaza
> 0,83 pkat/l; peroxidaza > 50 pkat/l). Kalibrator-cholesterol (o znamé koncentraci), vzorky krevnich sér,
spektrofotometr. “Alternativné mohou byt pouZity testy firmy BioVendor, Roche Diagnostics, pak slozeni &inidla
je odlisné.

= Vysvétlete vyznam vSech reagencii.

Hodnoceni

Podle doporuceni pro diagnostiku a 1é¢bu hyperlipoproteinemii v dosp€losti, vypracované vyborem
Ceské spole¢nosti pro aterosklerézu, ma byt provedeno vysetfeni cholesterolu jedenkrat za pét let u
vSech dospélych osob mezi 2075 lety pifi preventivni prohlidce. Je-li koncentrace celkového
cholesterolu < 5 mmol/l, mé byt provedena dals$i kontrola cholesterolu za 5 let.

Zjisténé hodnoty koncentrace cholesterolu > 5 mmol/l by mély byt divodem k dalSimu vySetieni
metabolismu lipidd, zvlasté rozlozeni cholesterolu v lipoproteinovych frakcich. Zvysena koncentrace
cholesterolu se Casto nachazi u diabetikii nebo u hypotyredzy, snizena napt. u pokrocilych jaternich
cirh6z nebo hypertyreozy.

2. Stanoveni HDL-cholesterolu a LDL-cholesterolu

Zjisténé hodnoty koncentrace cholesterolu > 5 mmol/l by mély byt divodem k dalSimu vySetieni
metabolismu lipidd, zvlasté rozlozeni cholesterolu v lipoproteinovych frakcich, tedy v HDL a LDL.

Stanoveni HDL o V séru

V prvnim reakénim kroku reaguji vSechny lipoproteinové castice (VLDL, IDL, LDL, chylomikrony)
mimo HDL s protilatkami za vzniku imunokomplexti, ve kterych je cholesterol ,,maskovan“ pied
pusobenim enzymu. V druhém reakénim kroku je stanoven cholesterol v HDL pomoci série na sebe
navazujicich enzymovych reakci katalyzovanych cholesterolesterazou, cholesteroloxidazou a



peroxidazou. Barevny produkt vznikly v posledni reakci katalyzované peroxidazou je meéfen
spektrofotometricky.

Stanoveni LDL ¢y, V Séru

Princip stanoveni spoc¢iva ve specifické reakci polyaniontového detergentu s LDL Casticemi za tvorby
nerozpustnych komplexti. Vznikajici zakal se méfi turbidimetricky.

Hodnoceni

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 g
jsou mirou aterogenni hypercholesterolemie.

3. Vypocet LDL-cholesterolu a odvozenych parametri

LDLchol
Koncentraci LDLcyo 1ze stanovit bud pfimym méfenim (viz vySe) nebo vypoftem pomoci
Friedewaldova vzorce: LDLcpg = Cholce — TG/2,2 — HDL o (mmol/1).

Vzorec vychazi z predpokladu, Ze ve vétSiné sér nalaéno chybi chylomikrony a ze stanovené TG
pochazeji ptevazné z VLDL, v nichz molarni pomér TG/Chol ma hodnotu 2,2. Uvedeny vztah lze
pouzit jen v piipadé, ze koncentrace TG v séru je niz§i nez 4,5 mmol/1.

Index Cholco/HDLcyo (aterogenni index)

Index zohlednuje fakt, Ze zvySeny HDLcyo je ,,negativni rizikovy faktor®, snizujici riziko ischemické
choroby srde¢ni (ICHS). Souc¢asné zvyseni Cholcey 1 HDLcpo nemusi riziko ICHS zvySovat.

NOH-HDLC]“,[
NOI]-HDLChO] = ChOlCClk — HDLChol

Tento parametr zohlediuje koncentraci vSech aterogennich lipoproteini.

Cilové (Zadouci) hodnoty krevnich lipidii béZné populace

ChOlCelk LDLChol TG HDLChol Index NOH-HDLChOl
(mmol/l) (mmol/I) (mmol/I) (mmol/I) Cholce/HDLcpol (mmol/1)
<5,0 <3,0 <2,0 >1,0 <5,0 <38

4. DalSi testy metabolismu lipoproteini

Apolipoprotein B

ApoB je velmi pfesnym ukazatelem rizika kardiovaskularnich onemocnéni, nebot’ jeho koncentrace
odréazi pocet vSech aterogennich lipoproteinovych ¢astic v krvi. Stanoveni apoB nevyzaduje vySetfeni
na lacno, je mozné ho stanovit i pfi zvySené koncentraci triacylglyceroli (TG az do 10 mmol/l).
Stanoveni apoB je mozno provést imunoturbidimetricky.

Lipoprotein (a)




Lp(a) je pokladan za nezavisly rizikovy faktor aterosklerozy a za parametr s trombogennim a
aterogennim potencialem. Koncentrace Lp(a) je z90 % geneticky determinovana a plazmatické
hladiny Lp(a) jsou nezavislé na hodnotach jinych lipoproteini a apolipoproteini. Stanoveni
lipoproteinu (a) je mozno provést imunoturbidimetricky.



