Lipidy



Lipos = tuk

- Vyznam lipid{ v organismu
1) Zdroj zasobni energie alternativni ke
glukoze (triacylglyceroly)

2) Soucast bunecnych membran
(cholesterol, fosfolipidy)

3) Biokatalyzatory, hormony
4) izolacni vrstva, ochrana organu

- Stanoveni koncentrace lipidUd v krvi nyni bez
vyznamu (referencni rozmezi 4,0 - 8,0 g/I)
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Rozdéleni lipoproteinii
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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



Stanoveni lipoproteinii
1) ULTRACENTRIFUGACE
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2) ELEKTROFOREZA
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3) SELEKTIVNI PRECIPITACE
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Stanoveni ApoAl a ApoB

1) IMUNOTURBIDIMETRIE
2) IMUNONEFELOMETRIE

e Referencni metody nejsou definovany
e CRM: SP1-01 a SP3-07



Cholesterol

R— _bila krystallcka latka

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

Cholesterol +Cholesterol esterifikovany
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Stanoveni cholesterolu

1. Referencni metoda (ID-GC/MS)

1) izotopova diluce znacenym vnitrnim standardem

2) separace neznaceneho a znaceneho analytu plynovou
chromatografil

3) detekce hmotnostni spektrometrii po eluci z kolony

kalibrator NIST-SRM 911b

vnitrni standard (3,4-13C,) cholesterol
derivatizace TMS(trimethylsilylether)
m/z analyt 458

m/z vnitrni standard 460

CV(primer) 0,8%

bias -0,5% (-1,4 az + 0,5%)

Klin.Biochem.Metab.,6(27)1998,1,50-56
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Cholesterol

2. Enzymové stanoveni

« Hydrolyza esterl cholesterolu
(CHE, cholesterolesterasa)

 (QOxidace cholesterolu
(CHOD, cholesteroloxidasa)

« Barevna reakce (oxidacni kopulace)
(POD, peroxidasa + chromogen, Trinderova reakce)
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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
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Stanoveni HDL cholesterolu

1. Referencni metoda
Preparativni ULTRACENTRIFUGACE v hustotnim gradientu

1) odstranéni VLDL ze séra ultracentrifugaci

2) odstranéeni IDL,LDL, a Lp(a) precipitaci
cinidlem MnCl,+heparin a centrifugaci

3) stanoveni cholesterolu v supernatantu
referencni metodou Abell-Kendall

Klin.Biochem.Metab.,6(27)1998,1,50-56
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HDL cholesterol

2. HOMOGENNI (pfimé) metody

a)

b)

C)

Imunoseparace (Wako)

(protilatky proti lidskym B-lipoproteiniim
Maskovani (Daiichi)

(polyanionové polymery)

Modifikované enzymy a maskovani (Kyowa)

(enzymy modifikované PEGem + sulfaty
cyklodextrinu)
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Stanoveni LDL cholesterolu

Referencni metoda
Preparativni ULTRACENTRIFUGACE v hustotnim gradientu

1) odstranéni VLDL a chylomikront ze séra ultracentrifugaci
(v supernatntu zlstane smés LDL+HDL o hustoté na
1,006 kg/I)

2) stanoveni cholesterolu v supernatantu (LDL+HDL)
Abell-Kendallovou metodou

3) odstranéni LDL precipitaci Cinidlem MnCl,-heparin
v druhé casti supernatantu

4) stanoveni cholesterolu po centrifugaci v supernatantu
(HDL) Abell-Kendallovou metodou

5) vypocet LDL cholesterolu podle vztahu:

LDLChol=(LDL+HDL)Chol - HDLChol
Klin.Biochem.Metab.,6(27)1998,1,50-56
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LDL cholesterol

2. HOMOGENNI(pfimé) metody

a) metody s maskovanim non-LDL castic

«  maskovani VLDL a chylomikrond
cyklodextrinsulfatem

« oddéeleni HDL od LDL detergentem
- stanoveni cholesterolu v LDL
« detekce peroxidu vodiku za tvorby zbarveni
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b) metody s odstranénim non-LDL castic

« Rozlozeni non-LDL castic za pritomnosti
detergentu a polyaniontu, za pritomnosti CHE a
CHOD probéehne stanoveni cholesterolu na peroxid
vodiku, ktery je rozlozen katalasou bez tvorby
zbarveni

e po pridani 2.reagencie obsahujici detergent dojde k
solubilizaci LDL a enzymovému stanoveni
cholesterolu z LDL castic (detekce peroxidu vodiku
za tvorby zbarveni)
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3. Vypocet koncentrace LDL cholesterolu(Friedewald)

LDLChol(mmol/I) = Celkovy Cholesterol - HDLChol - 0,45.TG

« nutné stanovit HDLcholesterol, celkovy cholesterol a TG
« neplati pri hyperTG
« pozadavek 12-14h lacnéni
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Triacylglyceroly

Triacylglyceroly = estery glycerolu

Problémy pri stanoveni:
volny glycerol
diacylglyceroly
monoacylglyceroly

Odbér krve musi byt nalacno (12 az 14h)
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Stanoveni triacylglyceroll
1. Referencni metoda (ID-GC/MS)

1) izotopova diluce znacenym vnitrnim standardem

2) separace neznaceneho a znaceného analytu plynovou
chromatografii

3) detekce hmotnostni spektrometrii po eluci z kolony

kalibrator NIST-SRM 1595 tripalmitin

vnitrni standard (13C;) tripalmitin

derivatizace N-ethyl-N-trimethylsilylfluoroacetamid)
m/z analyt 215 hlavni méreni

185,231 (konfirmacni mereni)
m/z vnitfni standard ~ 218-187,234(konfirmacni méreni)
CV(priimeér) 0,57% nativni sérum-0,72% lyof. sérum
bias(diference od SRM 909) 0,10-0,25% lyofilizované sérum
0,14-0,45% nativni sérum

Klin.Biochem.Metab.,6(27)1998,1,50-56 .



Triacylglyceroly

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

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

stanoveni pyruvatu (opticky test)
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triacylglyceroly + 3H,0 <« glycerol + 3 mastné kyseliny
LIPASA
glycerol + ATP « glycerol-3-fosfat + ADP
GLYCEROLKINASA (GK)

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

2 H,0, + 4-aminoantipyrin + derivat fenolu <» chinoniminové
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 +
LAKTATDEHYDROGENASA (LD)
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Doporucené hodnotici meze

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

Analyt Muzi Zeny

Cholesterol (mmol/l) {2,90 |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/)* 1,00 |1,70 1,10 |1,90
ApoB (g/D* 050 (1,00 |0,50 1,00
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