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Lipidy
Lipos = tuk
Vyznam lipidd v organismu

1) ZdI‘Oj energie ( lukove bur")ky) + zdroj esencialnich
mastnych kyselin

2) Strukturni funkce (soucast bunecnych membran)
3) Vitamin D, kortikoidy, pohlavni hormony, ...

4) Ochranna funkce (tepelna izolace- tukova tkari;
neurony- myelinova pochva)

4

% Stanoveni koncentrace lipidl v krvi: nyni bez
vyznamu (referencni rozmezi 4,0 - 8,0 g/I)



Transport lipidu

I. Krev a lymfaticky systém
e Vazba na specifické proteiny
(mastneé kyseliny na albumin)
e Tvorba makromolekularnich komplext

lipidy + apolipoproteiny = lipoproteiny

I1. Zasobni lipidy a v bunécnych
membranach



Lipoproteiny jsou transportni formou
nepolarnich lipidu v krvi

Obecna struktura lipoproteinu

Apoproteiny

Fosfolipidy %‘% ngg o
Cholesterol @ﬁ\g%///
AR
| —cholesterolu
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Odber krve

pacient lacny 9-12h
2-3 dny ma byt vynechan alkohol,
Krev odebrana bez dlouhé venostazy,

Pacient ma dodrzovat alespon 2 tydny stavajici
zivotni styl

Vysetreni z krevniho séra a plazmy je
rovnhocenné

Diagnosticke rozhodnuti o pritomnosti zvyseného
rizika je mozné pouze na podkladé priiméru
dvou naslednych méreni z dvou odbért u
jednoho pacienta, provedenych v intervalu 1-8
tydnd, nejlépe v téze sérii méreni.
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Jaky je stav standardizace metod?



Referencni metody

Cholesterol ID-GC/MS, ID-LC/MS

(Cholesterol 13C2)

Triacylglyceroly [ID-GC/MS (tripaimitin 3c3)

HDL cholesterol | UC a kvantifikace (CDC)

LDL cholesterol (UC a kvantifikace (CDC)

[




Referencni metody

ApOAI neni definovana
(navrh HPLC/MS)
ApoB neni definovana

Lp(a)

neni definovana




Rozdéleni lipoproteinii

Ultracentrifugace
ELFO

Hustota (kg/l)
Velikost (nm)
Obsah CHOL (%)
Obsah TG(%)
Obsah proteint(%)

i

I LDL

Chylomikrony IDL VLDL HDL
Chylomikrony beta-LP Siroké beta-LP prebeta-LP alfa-LP
<0,94 1,063 1,019 1,006 >1,21
10 000 220 315 500 85
3 59 41 17 40
88 7 32 56 6
1 25 18 10 50
Chylomicrons VLDL LDL HDL

Size A

® -




Chylomikrony (CM)

o vznikaji v absorpcnich bunkach strevni sliznice

e nesou TG, CH a lipofilni vitaminy prijaté potravou

e obsahuji apo-B48, stopy apoA (jiné neumi strevni
bunka syntetizovat)

e syntéza apo-B 48 limituje tvorbu CM
e pronikaji do lymfy

e prostrednictvi lymfatickych cév jsou transportovany
do krve
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Jaky je osud chylomikront v krvi ?

o do krve vstupuiji 1-2 h po jidle
e z HDL jsou na CM prenaseny Apo E a Apo Cj

e v krevnich kapilarach na CM plsobi lipoproteinova
lipaza
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VLDL

e vznikaji v hepatocytech

e nesou cholesterol prevazné prijaty potravou a
triacylglyceroly syntetizovaneé v jatrech

e obsahuji ApoB100, mala mnozstvi ApoA a
ApoC-I a ApoE
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Jakeé jsou dalsi zmeny VLDL?

o V krevnich kapilarach plsobi na VLDL
lipoproteinova lipasa

e Triacylglyceroly jsou stépeny na mastné
kyseliny a glycerol

e Z HDL jsou na VLDL prenaseny Apo E a Apo CII
e VLDL se méni na IDL

e IDL jsou vychytany jatry nebo preméenény na LDL
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e vznikaji z VLDL a IDL
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Jaky je osud IDL a LDL?

e IDL i LDL Castice mohou byt obohacovany estery
cholesterolu z HDL

o IDL Castice jsou vychytavany jatry pomoci Apo-E
receptoru

o LDL jsou vychytavany perifernimi tkanémi a jatry
receptorove zprostredkovanou endocytozou (Apo-
B 100)
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e 17 o - interakce mezi
specifickych receptoru / ekl
iy () - receptorem
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LDL Recyklage receptoru

receptor Q Y
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Vychytavani LDL pomoci Specifickd
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Uvolnéni cholesterolu z LDL do bunky
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e vznikaji v hepatocytech_(&asteéné i v enterocytech)

« HDL prijimaji cholesterol z perifernich tkani a
zprostredkuiji jeho transport do jater

e pro jejich funkci je dllezity enzym LCAT
lecitincholesterolacyltransferaza — esterifikace cholesterolu

e existuje néekolik typti HDL (HDL, — HDL;), které se lisi
velikosti a obsahem lipidU
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e Lipoprotein o nizké hustoté

e Kromé Apo B100 ma navic Apo(a)

e Apo(a) je podobny plasminogenu

e Polymorfismus (hustotni a délkovy)

e Koncentrace Lp(a) v krvi dana geneticky

18



Problemy s kvantitativhim
stanovenim Lp(a)

e Neexistuje primarni referencni material

e Sekundarni kalibrator (2003 IFCC SRM 2B)
e Vysledky v nmol/l misto g/I (?)

e Nejednotnost protilatek

e Problémy v preanalyticke fazi



MEZI LIPOPROTEINY PROBIHA
VYMENA LIPIDU I PROTEINU
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Stanoveni lipoproteinti
1) ULTRACENTRIFUGACE

OO0
OO0

1,006 ky/l

ﬁ

105 000 g

1,063 kgl

ﬁ

105 000 g

ﬁ

105 000 g




HYDRAGEL LIPO + Lp(a) 15/30 sebia
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

2) ELEKTROFOREZA
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3) SELEKTIVNI PRECIPITACE
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4) IMUNOSEPARACE
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Apolipoproteiny

e PROTEINOVA SLOZKA LIPOPROTEINU

o FUNKCE:
AKTIVATORY A INHIBITORY ENZYMU
interakce s RECEPTORY
tvorba bunecnych STRUKTUR
Elgvzast na prenosu nebo vymene lipidovych
castic
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ApoAl

apolipoprotein v HDL
ApoB-100

apolipoprotein v LDL a VLDL

ApoB-48
apolipoprotein v chylomikronech

Apo(a)
apolipoprotein v Lp(a)
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Vyznam stanoveni ApoB-100

B Informace o poctu LDL castic

> 1 cCastice LDL obsahuje 1 castici Apo-B100 a
rizné mnozstvi cholesterolu a triacylglyceroll

> Pri stejné hodnotée LDL cholesterolu vyssi
hodnota Apo-B100 svedci o vetsim poctu LDL
castic (prevaha malych hustSich castic)

> Posouzeni rizika kardiovaskularnich nasledk(
aterosklerozy
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Stanoveni ApoAl a ApoB

1) IMUNOTURBIDIMETRIE
2) IMUNONEFELOMETRIE

e Referencni metody nejsou definovany

e CRM: WHO SP1-01 a WHO SP3-07
Apo Al Dmax (SEKK) 21 %

TMU teor. 9,1%
Apo B Dmax (SEKK) 21 %

TMU teor. 11,6 %
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Cholesterol

—— _bila krystallcka latka

R=H volny cholesterol (5-cholesten-3 -B-ol ).
R = acyl (estery cholesterolu ) :




Cholesterol celkovy =

Cholesterol +Cholesterol esterifikovany

31



Cholesterol

2._Enzymove stanoveni (CHOD-PAP)

e Hydrolyza estert cholesterolu
(CHE, cholesterolesterasa)

e (xidace cholesterolu
(CHOD, cholesteroloxidasa)

e Barevna reakce (oxidacni kopulace)
(POD, peroxidasa + chromogen, Trinderova reakce)

Dmax (SEKK) 8,5%
TMU teor. 8,5%
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estery cholesterolu + H,O <> cholesterol + mastné kyseliny (CHE)

cholesterol + O, <> A*-cholesten-3-on + H, O, (CHOD)

H, O,+ chromogen < H, O, + barvivo (POD)

H, O, + 4-aminoantipyrin + derivat fenolu < chinoniminové barvivo + 4 H,O

33



Pozadavky na analytickou
kvalitu mereni

Mezilehla preciznost* CV<27%
Pravdivost (bias)* b<4,0%
Celkova chyba* TE <8,5 %

Metrologicka navaznost na referencni

Intraindividualni biologicka 54 Preciznost odvozena z biologickych 27
variabilita ! variabilit !
Interindividualni biologicka 15,2 Pravdivost odvozena z biologickych 4.0
variabilita '™ variabilit !
Celkova biologicka variabilita Celkova chyba odvozena z biologickych 8.5
variabilit r
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HDL cholesterol

2. HOMOGENNI (pfimé) metody

a)

b)

C)

Imunoseparace (Wako)

(protilatky proti lidskym B-lipoproteintim
Maskovani (Daiichi)

(polyanionove polymery)

Modifikované enzymy a maskovani (Kyowa)

(enzymy modifikované PEGem + sulfaty
cyklodextrinu)

Dmax (SEKK) 15 %

TMU teor. 11,1 %
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| DL cholesterol

2. HOMOGENNI(pfimé) metody

a) metody s maskovanim non-LDL castic

e maskovani VLDL a chylomikrond
cyklodextrinsulfatem

e oddéeleni HDL od LDL detergentem

e stanoveni cholesterolu v LDL

e detekce peroxidu vodiku za tvorby zbarveni
Dmax (SEKK) 15 %
TMU teor. 13,6 %
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b) metody s odstranénim non-LDL castic
e Pridani cCinidla 1
LDL + ochranné Cinidlo — ,chranéné“ LDL
HDL, VLDL, chylomikrony — cholestenon + H,O,
(CHO, CHE)
H,O, — H,0
(katalaza)
e Pridani Cinidla 2
LDL + uvolnovaci Cinidlo — LDL
LDL — cholestenon + H,0,
(CHO, CHE)

H,O, + chromogen — H,O + zbarveni

(peroxidaza)
38



Triacylglyceroly

Triacylglyceroly = estery glycerolu

Problémy pri stanoveni:
volny glycerol
diacylglyceroly
monoacylglyceroly

Odbér krve musi byt nalacno (12 az 14h)
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Triacylglyceroly

2. Enzymové stanoveni
e Hydrolyza (vznik glycerolu)
e Fosforylace (vznik glycerol-3-fosfatu)

a) Oxidace glycerol-3-fosfatu
barevna reakce
b) Stanoveni ADP

stanoveni pyruvatu (opticky test)
Dmax (SEKK) 15 %
TMU teor. 28 %
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triacylglyceroly + 3H,0 <« glycerol + 3 mastné kyseliny
LIPASA
glycerol + ATP « glycerol-3-fosfat + ADP
GLYCEROLKINASA (GK)

glycerol-3-fosfat + O, <> dihydroxyacetonfosfat +H,0,
GLYCEROLFOSFATOXIDASA (GPO)

2 H,0, + 4-aminoantipyrin + derivat fenolu <> chinoniminovée
barvivo + 4 H,0

PEROXIDASA (POD)
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glycerol + ATP « glycerol-3-fosfat + ADP
GLYCEROLKINASA (GK)

ADP + fosfoenolpyruvat <> ATP + pyruvat
PYRUVATKINASA (PK)

pyruvat + NADH +H* « laktat + NAD +
LAKTATDEHYDROGENAGSA (LD)
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Doporucené hodnotici meze

Klinicka biochemie a metabolismus, 1 (2010) 45-46

Analyt Muzi Zeny

Cholesterol (mmol/l) 12,90 |5,00 (2,90 (5,00
LDL cholesterol (mmol/l) |1,20 (3,00 1,20 |3,00
HDL cholesterol (mmol/l)|1,00 |2,10 1,20 |2,70
Apo Al (g/D* 1,00 (1,70 [1,10 |1,90
Apo B (g/D* 0,50 /1,00 |0,50 |1,00




