Klinickd biochemie Kapitola 14: Lipidy

Kapitola 14 Lipidy

Do skupiny lipidd patfi latky pomérné riznorodého slozeni. Z uvedené tabulky zjistime, Ze vétSina z nich
jsou estery mastnych kyselin s glycerolem (glycerolipidy), sfingosinem (sfingolipidy), cholesterolem (estery
cholesterolu) & vy$s$imi alkoholy (vosky). Casto obsahuiji rizné cukry (glykolipidy), kyselinu fosfore¢nou
(fosfolipidy), pfipadné dalsi sloZky, jako jsou etanolamin (fosfatidyletanolaminy), cholin (fosfatidylcholiny),
serin (fosfatidylseriny), kyselina sirova (sulfamidy), étery (plasmalogeny) aj. Spole¢nou vlastnosti lipida je
jejich relativni nerozpustnost ve vodé a dobra rozpustnost v tzv. tukovych rozpoustédlech, tj. v nepolarnich
rozpoustédlech typu éteru, benzenu, chloroformu.
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Vysvétlivky k tabulce: Isoprenoidni— zdkladem této skupiny lipidd je isopren (jako vychozi sloZka syntézy)
Glyko- v lipidech je obsaZena glycidovd sloZka
Fosfo— v lipidech je obsaZen fosforecnan (fosfdt)

Sfingo — v lipidech je obsaZen alkohol sfingosin
Glycero — v lipidech je obsaZen alkohol glycerol

Télesné lipidy pochazeji z tukd v potravé, které byly straveny, vstfebany ve stfevé a chemicky pozménény a
z vlastni biosyntézy ze sacharidu a z proteing.

Vyznam lipid( je Siroky:

e triacylglyceroly
o jsou vyznamnym (primarnim) zdrojem energie
o prFedstavuji hlavni zasobu energie

o fosfolipidy a cholesterol se vyskytuji ve zna€ném mnozstvi v membranach bunék a bunécnych

organel (strukturni lipidy)

e cholesterol je navic prekursorem steroidnich hormoni

e lipidy
o maji izolagni vlastnosti (ochrana organu pfed mechanickym Sokem, tepelna izolace)
o usnadniuji tok elektronli podél nervovych drah

Zmény ve spektru plazmatickych lipidd, at jsou zménami primarnimi (na genetickém podkladu), Ci
sekundarnimi (zplsobené chorobami, nezdravym Zivotnim stylem ¢&i jinymi Ciniteli), znamenaji vzdy pro
jejich nositele vétsi i mensi riziko onemocnéni vaznymi chorobami, €asto s fatalnimi disledky. Minény jsou
zejména ateroskler6za, ischemicka choroba srdeéni a infarkt myokardu. U&ast jednotlivych lipidd,
pfedevsim lipoproteinu, na tomto riziku, bude u jednotlivych zastupcli stru¢né zminéna jako tzv. aterogenita.
Misto obvyklych ,referenénich mezi“ jsou uvadény ,hodnotici meze®, coz jsou hodnoty, které se sice
v pruméru u populace asi nenachazeji, ale nachazet by se mély, ma-li byt dana populace zdrava.
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Hodnotici meze jsou kombinaci mezi referenénich a hodnot optimalnich, ziskanych z doporuceni pro
prevenci a IéCbu kardiovaskularnich chorob. Nicméné odborné nazory na tuto stranku problému se
v poslednich létech prudce méni.

K podrobnéjgimu vysvétleni pojmu ,hodnotici meze” viz Doporuceni SKB na (WEB) strankach CSKB.

Diagndéza, terapie a monitorovani téchto chorob se do zna¢né miry opira o laboratorni nalezy, proto je pro
laboratorni pracovniky vhodné, aby se seznamili se zakladni chemii lipidd, s principy jejich metabolismu a
s metodami jejich laboratorniho stanoveni. Néco z téchto pozadavku jiz spinila obecna biochemie a nékteré
dalsi podrobnosti jsou, alespon ve stru¢nosti, uvedeny v dalSim textu.

Z klinicko-biochemického hlediska maji vyznam predevsim mastné kyseliny, triacylglyceroly (triglyceridy),
cholesterol, fosfolipidy (fosfatidy) a sfingolipidy, z hlediska rutinni klinicko-biochemické praxe pak
triacylglyceroly a cholesterol ve v§ech formach. Nauka o lipidech je ponékud komplikovana, takze tato
kapitola ma svou specifickou skladbu. V tvodu budou nejprve struéné probrany zakladni vlastnosti
cholesterolu a triacylglycerolt a metody jejich stanoveni. Dale bude zminka o mastnych kyselinach a
fosfolipidech. Nasledné budou probrany apoproteiny, jejich vlastnosti a metody stanoveni a nakonec
lipoproteiny, jejich vlastnosti, pavod, metabolismus a metody stanoveni. Pfehled o celé latce si mlze
student udélat pomoci zavére&ného struéného shrnuti na konci kapitoly.

14.1. Cholesterol je zivo€iSny sterol
Cholesterol je zivociSny sterol s 27 uhliky, jednou dvojnou vazbou a jednou alkoholickou skupinou .
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RCOOH = mastna kyselina, nejcastéji kyselina linolova nebo linolenova:
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Kyselina linolova Kyselina linolenova

Cholesterol se vyskytuje prakticky v kazdé télesné burice, zvlasté hojny je v nervoveé tkani, pro mozek je

naprosto nezbytny. Syntézy je schopna kazda ZivociSna burika, probiha v8ak zejména v hepatocytech,
v enterocytech a v nervové tkani.

Naznak syntézy cholesterolu v organismu

HMG-CoA-reduktaza
- ~ —_— - R- - > i =
HsC - CO~SCoA B-hydroxy-B-metyl-glutaryl COA e kyselina mevalolnova

acetylkoenzym A

2 NADPH + H* 2 NADP*

(vitamin D)

P

cholesterol < - - 7-dehydrocholesterol <« - - skvalen

IHMG-CoA-reduktdza = P-hydroxy—f-methyl-glutaryl-CoA-reduktdza, resp.3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA-reduktdza, klicovy
enzym v metabolismu cholesterolu — pIna Sipka naznacuje regulaci zpétnou vazbou (cholesterol, produkt, ale i exogenni
cholesterol, potlacuje tvorbu enzymu); enzym ma polocas nékolik hodin a jeho nizka hladina znamena nizkou syntézu cholesterolu
a opacné; schopnost syntézy tohoto enzymu maji ziejmé vsechny buriky. Aktivita tohoto enzymu je zvysena také pfi
vysokoenergetické dieté a u obezity. Carkované Sipky naznaduji, 7e metabolicka cesta obsahuje jesté dal$i meziprodukty (cesta
neni znazornéna uplna).
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Syntéza v jinych tkanich probiha pfi jeho nedostatku. Za¢ina postupnou kondenzaci tfi molekul
acetylkoenzymu A (,aktivované kyseliny octové®) na dalsi makroer%ickou slouc€eninu, B-hydroxy—p-metyl-
glutarylCoA. Z této latky, za pfispéni enzymu HMG-CoA-reduktazy ’, vznika kyselina mevalonova, kli¢ova
latka pro syntézu izoprenoidl (mezi které cholesterol patfi). Zminény enzym je alostericky ovlivhiovan
cholesterolem, takze pfi jeho nadbytku je syntéza cholesterolu utlumena. Naopak, pfi nedostatku
cholesterolu je enzym aktivni a syntéza cholesterolu probiha. Aktivita enzymu je zvySena také pfi
vysokoenergetické dieté a u obezity.

Systematicky nazev cholesterolu je 3-hydroxy-5,6-cholesten. Je typickym produktem zZivocisného
metabolismu a prekurzorem vSech ostatnich steroidl v téle (kortikoidd, pohlavnich hormond, zlu¢ovych
kyselin a vitaminu - hormonu D). Je nezbytny pro syntézu vSech lipoprotein( ve stfevé a jatrech. Umozriuje
resorpci triacylglyceroll a v tucich rozpustnych vitamina ze stfeva. Jako amfipaticky lipid, (ma hydrofobni i
hydrofilni vlastnosti) je vyznamnou slozkou membran a vnéjsi vrstvy plazmatickych lipoproteini. Nachazi se
také v zivoc€iSnych tucich, ne v8ak v rostlinnych. Vyskytuje se volny a esterifikovany mastnymi kyselinami
(esterifikovana je OH- skupina, oznaend ve vzorci na pfedchozi strané Cervenou Sipkou), nejCastéji
kyselinou linolovou nebo linolenovou. Esterifikovany cholesterol je zasobni formou cholesterolu ve vétsiné
tkani, pfedevsim v hepatocytech. V transportni formé lipidd, lipoproteinech, tvofi estery cholesterolu, jakozto
nepolarni lipidy, jadro lipoproteinu, ¢aste¢né polarni volny cholesterol je v obalu lipoproteinu.

Z organismu se cholesterol vylu€uje zluci ve formé Zlu€ovych kyselin, resp. soli zlu€ovych kyselin (Zlucové
soli, viz také Kapitola 12, str. 12-30), a také jako cholesterol, ktery se ovSem ve stfevé méni Cinnosti bakterii
na koprosterol (bakterialni redukce dvojné vazby mezi uhliky C5 a C6).

14.1.1. Metody stanoveni cholesterolu

Pdvodni neenzymové metody pouzivaly agresivni reagencie (koncentrované kyseliny), nebyly pfili§
specifické a nehodily se k automatizaci. Byly nahrazeny modernimi, specifickymi, enzymovymi metodami,
vyvinutymi zejména pro vyuziti v automatickych analyzatorech.

Neenzymové metody stanoveni cholesterolu a jejich principy

e liebermannova-Buchardova reakce: Cholesterol, kyselina sirova a anhydrid kyseliny octové spolu reaguji za
vzniku zeleného zbarveni.

e Zlatkisova reakce: Cholesterol, kyselina sirova, ledova kyselina octova a Fe®' poskytuji cervené zbarveni.

Bilirubin a hemoglobin v obou pfipadech fale$né zvysuji vysledky stanoveni cholesterolu. Obé metody se pouzivaly
v rznych modifikacich, dnes jsou v rutinni praxi opustény a nahrazeny specifickymi enzymovymi metodami; reakce
podle Liebermanna-Bucharda viak tvofi soucdst referenéni metody.

Byvala diagnosticka souprava PLIVA-Lachema Diagnostika: Cholesterol (CHOL 150): Modifikace podle Liebermanna a
Burcharda, kromé kyseliny sirové a anhydridu kyseliny octové (= acetanhydridu) vstupuje do reakce navic 2,5-
dimethylbenzensulfonova kyselina, kterd potlacuje interferenci bilkovin. Zelené zbarveni je fotometrovano pri 560 —
590 nm. Reakce probihd asi 15 min, teplota se ma pohybovat mezi 10 — 20 °C (nutné chlazeni!), zbarveni je stalé 45
min. Interferuje bilirubin, hemoglobin (hemolyza vadi!) vysledek je zavisly i na kvalité chlazeni. Referen¢ni hodnoty
pro tuto metodu uvadél vyrobce v rozmezi 4,65 — 6,46 mmol cholesterolu/I (pro obé pohlavi) — viz poznamky dal.

Referenéni metoda pro stanoveni celkového cholesterolu podle Abella-Kendalla/Leveye-Brodieho:

Po extrakci cholesterolu a esterl cholesterolu ze séra se estery cholesterolu zhydrolyzuji a barevnou Liebermann-
Buchardovou reakci se stanovi celkovy cholesterol. Timto postupem dojde ke stejnému vybarveni obou slozek (estery
maji jinou vytéZznost v reakci s ¢inidlem neZ volny cholesterol) a k odstranéni interferenci.
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Princip enzymovych metod stanoveni cholesterolu

V prvnim kroku $té&pi cholesterolesteraza estery cholesterolu na cholesterol a mastné kyseliny. V dal$im
kroku je cholesterol za pfispéni cholesteroloxidazy oxidovan kyslikem na cholestenon a peroxid vodiku.

Peroxid vodiku se stanovi modifikovanou Trinderovou reakci.

HaC H3C
CHy CHg
CHy
CHy HC CHj
R .
cholesterolesteraza
07{\0 >
HO
estery cholesterolu cholesterol
0.
peroxidaza
chinoniminové barvivo J - H,0, +
modifikovana o

Trinderova reakce

Hodnotici meze pro sérovy celkovy cholesterol:
Dolni mez: 2,90 mmol/l Horni mez: 5,00 mmol/l

HaC
+ R-COzH

mastné kyseliny

cholesteroloxidaza

HsC

CHs

4-cholesten-3-on

Poznamka: soucasné poznatky nasvédcuji tomu, Ze nedostatek cholesterolu vede k poskozeni mozku a kognitivnich funkci.

Priklady diagnostickych souprav ERBa Lachema : Cholesterol Liquid 250 (CHOL L 250), Cholesterol Liquid 1000 (CHOL L1000);
Soupravy obsahujici CHOD (cholesteroloxidazu) a POD (peroxidazu), s kapalnymi reagenciemi (liquid = kapalny, kapalina); vysledné
rGzové zbarveni se fotometruje pfi 500 nm resp. pti 546 nm. Podobné soupravy vyrdbi rada dalsSich firem.

14.2. Triacylglyceroly jsou estery glycerolu a mastnych kyselin

Triacylglyceroly (triglyceridy) jsou estery trojsytného alkoholu glycerolu a mastnych kyselin. Vétsina
pfirodnich tukd jsou smisené acylglyceroly, tzn., Ze maji v esterovych pozicich rizné mastné kyseliny.
Nejcastéji byva na prvnim uhliku kyselina palmitova, na druhém linolova a na tfetim kyselina olejova.

Priklad typického triacylglycerolu

CHgy

kyselina palmitova

glycerol

HsC
kyselina olejova

1- palmitoyl-2-linoleoyl-3-oleoylglycerol
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Z hlediska stereochemie
nejsou uhliky C1 a C3
identické, enzymy je snadno
rozlisuji a jsou témér vzdy
specifické pro néktery

z téchto uhlik(. Posledni
uhlik ve vzorci mastné
kyseliny byva oznacovan

o (omega).

Béhem metabolizmu se
uvolnuji i castecné
acylglyceroly, tj.
monoacylglyceroly &i
diacylglyceroly.
Triacylglyceroly jsou hlavni
zasobni formou mastnych
kyselin, které jsou zase
zasobni formou
dostupné energie pro
buriky.



Klinickd biochemie Kapitola 14: Lipidy

Triacylglyceroly ziskava organismus z potravy (exogenni triacylglyceroly), a také si je sam syntetizuje

z mastnych kyselin a glycerolu (endogenni triacylglyceroly). Syntéza triacylglycerolu probiha v jatrech a

v enterocytech. P¥i traveni se tuky rozstépi na mastné kyseliny a monoacylglyceroly a pasivné vstupuji do
enterocytll. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem se vstfebavaji pfimo do portalni krve (jsou pomérné dobfe
rozpustné ve vodé) a putuji do jater. Monoaclyglyceroly a mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, které jsou
nerozpustné ve vodé, jsou v enterocytech sliznice tenkého stfeva resyntetizovany na triacylglyceroly a
zabudovany do jadra chylomikrond, transportni formy (externé pfijatych) lipidi nerozpustnych ve vodé.
Podobnym zpusobem jsou zpracovany také estery cholesterolu a vitaminy rozpustné v tucich.

Hlavni zasobarnou triacylglycerolt v téle je tukova tkan. Tato tkar je aktivni, dochazi zde neustale

k rozkladu a syntéze, k lipolyze a esterifikaci, coz jsou dva rozdilné déje, s rliznymi reaktanty a enzymy.
Nejedna se o jednu zvratné probihajici reakci. Vysledkem obou déju je hladina volnych mastnych kyselin
v krevni plazmé, ktera dale ovliviiuje metabolismus jinych tkani, napf. jater a svall. V metabolismu tukové
tkané se uplatiuje fada hormon(, zejména insulin, ktery inhibuje lipolyzu, konkrétné inhibuje hormon-
senzitivni lipazu, ktera je aktivni pouze pfi nizkych koncentracich inzulinu (nap¥. pfi hladovéni). Naopak
gukokortikoidy a hormony §titné zlazy lipolyzu podporuji. DalSimi hormony jsou adiponektin a leptin,
peptidové hormony, které jsou pfedmétem znaéného zajmu vyzkumnikl z oblasti lipidového metabolismu a
nutrice. Oba se tvofi v adipocytech (tukovych burikach) a patfi tak mezi tzv. adipokiny, tj. latky tvofené
tukovymi burikami. Leptin pUsobi na hypotalamus a zfejmé reaguje pfedevsim na energeticky deficit
organismu. Popsan byl v roce 1994. Adiponektin byl objeven v poloviné 90. let minulého stoleti a jeho
funkce je zejména ochranna (potlaceni produkce kyslikovych radikald, snizovani hladiny adhesivnich
molekul, stimulace protizanétlivych interleukinu a;.).

Metabolismus tukové tkané a faktory, které jej ovliviuji, maji znaény vyznam pro cely organismus. Tukovou
tkan Ize povazovat za samostatny endokrinni organ, jehoz buriky (adipocyty), produkuji fadu hormonainé
aktivnich latek, které ovliviiuji nutriéni stav jedince.

Triacylglyceroly jsou vyvojové primarnim zdrojem energie, slouzi také jako energeticka zasoba pro
organismus, podkozni tuk pak jako tepelna izolaéni vrstva.

14.2.1. Metody stanoveni triacylglycerolt

Klasické metody stanoveni triaclyglyceroll byly ponékud komplikované, nespecifické, v automatickych
analyzatorech nepouzitelné. V sou€asné denni laboratorni praxi byly nahrazeny metodami vyuzivajicimi
enzymy. Enzymové metody jsou specifické, relativné jednoduché a nastavené pro pouziti v automatickych
analyzatorech.

Extrakéni metoda
Pro zvidavé studenty — princip extrakéni metody (neenzymova metoda pro stanoveni triacylglycerol()

Obecny postup Souprava PLIVA-Lachema Diagnostika Triglyceridy 50
1. Extrakce lipid Extrakce lipidd izopropanolem
2. Odstranéni fosfolipid( adsorpci na adsorbent Adsorpce fosfolipidd na oxid hlinity (?), tfepani na
tfepacce po dobu 10 — 15 min, centrifugace
3. Zmydelnéni triacylglycerolt Zahtivanim pfi 60 °C s KOH po dobu 5 — 10 min
4. Vysrazeni nebo vyvazani mastnych kyselin Tvorba esterd s izopropanolem
5. Oxidace (zbylého) glycerolu jodistanem na Oxidacni ¢inidlo, 10 min pfi laboratorni teploté

formaldehyd
6. Stanoveni formaldehydu barevnou reakci Reakce formaldehydu s acetylacetonem za pfitomnosti
amonnych iontl na svétle Zluty 3,5-diacetyl-1,4-
dihydrolutidin (viz stanoveni kyseliny mocové), pfi 60
°C po dobu 30 minut; nasleduje fotometrie pfi 405 -
420 nm
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Enzymové metody
Princip enzymovych metod

lipoproteinova lipaza

TAG/TG > mastné kyseliny + glycerol

ATP

Triacylglycerol/Triglycerid

glycerolkinaza

ADP

glycerolfosfatoxidaza 4

H,O, + dihydroxyaceton “ glycerol-3-fosfat
0,

+ 4-aminofenazon, 3,5-dichlor-2-hydroxybenzensulfonova kyselina

v
H,0, S > Chinoniminové barvivo/
POD \

modifikovand Trinderova reakce

Pro zvidavé studenty:

V pfipadé vzacného onemocnéni s defektem glycerolkindzy charakterizovaného vysokou glycerolémii budou
vysledky stanoveni triaclyglycerolii vysoké, chylozita séra vsak nebude odpovidat nalezenym hodnotdm.
Reakce glycerol = glycerol-3-fosfdat probihd i v organismu. U zminéné poruchy je pfeména na fosforylovany
glycerol nedostatecnda (je defektni enzym glycerolkindza), glycerol ziistdvad v séru, jeho hladina jiZz neni
zanedbatelnd a (falesné) navysuje vysledek.

Dg soupravy Erba-Lachema, s.r.o.: Triacylglyceroly Liquid 250 S (TG L 250 S), Triacylglyceroly Liquid 1000 (TG L 1000): metody
s glycerolfosfatoxidazou a POD s kapalnymi reagenciemi (liquid = kapalina, kapalny); fotometrie pfi 500, resp. pfi 546 nm.

Hodnotici meze pro sérové triacylglyceroly. Dolni mez: 0,45 mmol/lHorni mez: 1,70 mmol/l

14.3. Volné mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s dlouhymi fetézci, nasycené i nenasycené. Pro organismus
predstavuji jeden ze zakladnich energetickych zdroju (zakladni energeticky zdroj pro srde¢ni a kosterni
svalstvo). Jsou syntetizovany z dvouuhlikatych §tép0, jejichz zdrojem je pfedevsim glukéza. Hlavnim
mistem syntézy je jaterni tkan. V krvi jsou pfepravovany ve vazbé na albumin, kdy jedna molekula albuminu
muze nést az 20 molekul mastnych kyselin. Nevyuzité mastné kyseliny jsou v jatrech znovu zpracovany na
triacylglyceroly a v této formé ulozeny jako zasobni zdroj energie.

Mastné kyseliny s dvojnymi vazbami jsou, mimo jiné, prekurzory prostaglandind a tvofi sou¢ast bunéénych
membran. Ac¢koliv jsou pro organismus dllezité, ne vSechny si je dokaze vytvofit a musi byt pfijimany
potravou. Jsou pro organismus esencialni (Essential Fatty Acid, EFA).

Esencialni: z latinského essentia, podstata véci = hlavni,

dalefity, podstatny, zakladni, Zivotné dulefity. Mastnd kyselina Pocet uhliki/potet  Syntéza v
V uvedeném kontextu (a podobnych kontextech) dvojnych vazeb organismu
znamen4 slouceninu, kterd je pro organismus nezbytna, Palmitova 16/0 &
ale orﬁanismus.jli nl1u5|' _pFijimat.zvenél', ne.c%okléie si jilsém Stearova 18/0 +
vytvorit (esencialni aminokyseliny, esencidlni mastné
kyseliny). Myristova 14/0 +
Referenéni hodnoty: V krvi se nachazi mezi Palmitoolejova 16/1 *
0.30 — 1,10 mmol/l volnych mastnych kyselin. Olejova 18/1 +

. . . Linolova 18/2 -
Poznamka: Mastné kyseliny maji velmi kratky
biologicky polo¢as a jiz b&hem prvni minuty je Arachidonova 20/4 =
zmetabolizovana asi jedna tfetina mnoZstvi, které Linolenova 18/3 -
vstoupilo do krve. Hladina v krvi je také znacné : .
zavisld na fyzické aktivité (cvi¢eni, fyzické praci), AL BN EEIE 20/5 )
na hladiné krevni glukdzy a na vsech okolnostech, Docosahexaenova 22/6 -

které maji za nasledek uvolnéni adrenalinu.
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14.4. Fosfolipidy jsou estery mastnych kyselin se sfingosinem nebo s glycerolem
Fosfolipidy jsou estery mastnych kyselin s alkoholem, kterym mUze byt bud sfingosin (sfingomyeliny) nebo
glycerol. Podle obsahu dalSich latek v esterech s glycerolem pak rozeznavame dale napf. fosfatidylcholiny,
fosfatidyletanolaminy, fosfatidylseriny, fosfatidyl-inositoly a dalsi.

CHOLIN l Na obrazku vlevo je schematicky znazornéna
Polérni | molekula fosfatidylcholinu (lecitinu)
(hydrofilni) FOSFAT s hydrofilni ,hlavickou” a hydrofobnim
hlavitka ,koncem®. Tento charakter molekuly
EIhIGEOL l umozZfiuje latkdm tohoto typu inkorporaci do
| | bunééné membrany, lipoproteinu apod., kdy
hydrofilni ¢ast je orientovdna do vodného

prostredi a hydrofobni ¢ast je orientovana do
prostredi lipidového.

Znazornény fosfatidylcholin patii mezi
nejcastéji se vyskytujici fosfolipidy.

Dvojna vazba

Nepolérni Ackoliv jsou z hlediska biologického fosfolipidy
(hydrofobni) nesmirné dllezité, z praktického hlediska
konce laboratorni mediciny ve vztahu k porucham
lipidového metabolismu nemaji prakticky
zadny vyznam a jejich koncentrace v krvi se
nemeéri.

<

Fosfatidylcholin (lecitin); (Vzorec lecitinu je uveden v kapitole 15 na str. 15-19)

14.5. VSechny plazmatické lipidy se vazou na bilkoviny
Vazbou na bilkoviny se stanou lipidy rozpustnymi ve vodném prostfedi a mohou byt transportovany
v extracelularni tekuting.

Polarni lipidy (neesterifikované mastné kyseliny, lyzolecitin) jsou transportovany albuminem, nékteré
specifickym transportnim proteinem (retinol binding protein, RBP, a-globulin vazajici retinol).

Nepolarni lipidy (triaclyglyceroly, estery cholesterolu) jsou transportovany makromolekularnimi ttvary,
lipoproteiny, ve kterych jsou vazany na bilkoviny zvané apoproteiny (€asto se jim fika i apolipoproteiny).

Hlavni ,, dopravni“ prostiedky lipida v plazmé jsou pro

Volné mastné kyseliny Albumin

Triacylglyceroly exogenni (z potravy) Chylomikrony
Triacylglyceroly endogenni (z viastni syntézy) VLDL

Cholesterol Chylomikrony, VLDL, LDL, HDL

Plazmatické lipoproteiny se liSi svou hustotou, relativnim obsahem jednotlivych lipida, typem bilkoviny
(apoproteinu) a nékterymi dalSimi vliastnostmi. Déleni lipoproteinli do jednotlivych tfid vychazi obvykle

Z rychlosti sedimentace pfi ultracentrifugaci v hustotnim gradientu, ale je mozné i na zakladé
elektroforetické separace. Pri elektroforetickém déleni se dosahuje vy3siho poctu frakci nez pfi
ultracentrifugaci, téz nazvoslovi pfi tomto zpusobu déleni je odliSné.

Ultracentrifugace rozdéli lipoproteiny do péti skupin, péti zakladnich typl nebo tfid lipoproteind, které se lisi
jak svym slozenim, tak biologickou funkci. Z hlediska klinického se li§i napf. svou schopnosti zasahovat do
procesu aterosklerézy (aterogenitou).
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Tridy lipoproteini na zakladé déleni metodou ultracentrifugace

e CL (ChyLomikrony, ChyLomikra)

e VLDL (Very Low Density Lipoproteins = lipoproteiny o velmi nizké hustoté)
e LDL (Low Density Lipoproteins = lipoproteiny o nizké hustoté&)

e IDL (Intermediate Density Lipoproteins = lipoproteiny o stfedni hustoté)
e HDL (High Density Lipoproteins = lipoproteiny o vysoké hustoté

Poznamka I: ultracentrifugaci Ize rozlisit jesté CL remnants (remnantni ¢ili zbytkova/é chylomikra/chylomikrony)
Poznamka Il: mezi hustotou a velikosti molekuly je vztah
nepfimo Umérny — ¢im vyssi hustota, tim mensi molekula a

Schematické znazornéni lipoproteint
naopak

protein

Stavba lipoproteini ma v podstaté ve vSech tfidach

stejnou strukturu — v jadru se nachazeji nepolarni triacylglyceroly
lipidy (triacylglyceroly, estery cholesterolu) a jadro je

obklopeno jednoduchou vrstvou polarnich lipida HO,
(fosfolipidy, volny cholesterol) a bilkovin,

apolipoproteinu (viz obrazek vpravo; srovnejte téz se estey &
schématem stavby chylomikronu na str. 11-12 a cholesterolu =
schématem stavby LDL na str.11-14) o
Neékteré lipoproteiny jsou uspofadany ve dvojvrstve, WA

ve formé diskoidni (napf. nascentni HDL) nebo

vezikularni (vackovité). fosfolipidy ~

Vlastnosti lipoproteinti jsou prevazné urceny jejich
bilkovinnou ¢&asti, apoproteiny. Ty jsou sloZzeny bud z jednotlivych polypeptidovych fetézcl, nebo z nékolika
neidentickych polypeptidu.

Systém a nomenklaturu do problematiky apolipoproteinli zaved! v roce 1971 Petar Alaupovic, Ph.D.,
védec plvodem z Jugoslavie, dnes Zzijici v Okhlahoma City, ¢len mnoha vyznamnych védeckych instituci a
nositel mnoha védeckych ocenéni.

Abecedni nomenklatura tridi apoproteiny do skupin (rodin),

které se oznacuji velkymi pismeny abecedy: A, B, C, D, E, F, G (apoA, apoB...), polypeptidové Fetézce se
oznaduiji fimskymi Cislicemi (A-1, A-11) a pfipadné izoformy apoprotein arabskymi €islicemi 1, 2..).

V rutinni biochemické laboratorni praxi se stanovuji zejména apoproteiny

typu A a B.

Rovnéz apoproteiny vykazuji, jako jiné bilkoviny, polymorfismus, coz ma
v nékterych pfipadech zdvazné dopady na metabolismus lipidd a na zdravotni
stav jedince (viz napf. apoE).

Hlavni funkci apolipoproteint je regulace metabolismu plazmatickych

lipidd a stabilizace lipidové emulze, coz je zajiSténo zejména tim, ze

apolipoproteiny

e jsou, jak jiz bylo uvedeno, strukturalnimi ¢asticemi amfipatickych
lipoproteind, s hydrofobni stranou v kontaktu s vodnim prostfedim

plazmy, coz umoziuje transport ve vodé nerozpustnych lipidd Petar Alaupovic, Ph.D

e slouZi jako ligandy (ve smyslu ligand = signalni spoustéci molekula vazajici se na vazebné misto
cilového proteinu). Vazou se na specifické lipoproteinové receptory na povrchu prakticky vSech
somatickych bunék. Vazba apoproteinu na lipoproteinovy receptor je prvnim krokem k vyuZiti lipidd
burikou

e nékteré apoproteiny (apoA-l, C-l a C-Il) jsou kofaktory lipolytickych enzymu (lecitin:cholesterol
acyltransferazy = LCAT, lipoproteinové lipazy = LPL) a zU&astriuji se tak pfimo lipoproteinového
metabolismu.
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14.5.1. Apoproteiny a jejich zakladni charakteristiky

ApoA-I je hlavni komponentou tfidy HDL

Tvofi se v tenkém stievé a v jatrech v pfiblizné stejnych
mnozstvich. Je to hlavni komponenta tfidy HDL, tvofi
priblizné 30% HDL &astice. Hlavni fyziologickou funkci je
pfijem/odnimani volného cholesterolu z bunék/burikam a
slouzi také jako kofaktor v reakci LCAT . Tyto procesy jsou
dllezité pro transport cholesterolu zpét do jater, coz je
¢innost znam4 jako reversni cholesterolovy transport. Je to
hlavni antiaterogenni a antioxida¢ni faktor v HDL.

ApoA-Il je druhou hlavni komponentou tiidy HDL
Tvofi se podobné jako apoA-I v tenkém stfeveé a v jatrech.
Je to druhy nejznaméjsi apolipoprotein tfidy HDL.

ApoA-1V se naléza predevsim v chylomikronech Umeéleckeé ztvarneni molekuly Avpolipoproteinu Al
Tvofi se v tenkém stevé (i kdyz syntéza probiha i . (Apo Al ve vodé) _

v hypotalamu) a syntéza ve stifevé je podporovana aktivni hitp:} /WWW'komSti;;g chenallsiapo poz.
absorpci lipid. Naléza se predevsim ve vazbé '

s chylomikrony, ale také v malych HDL a ve frakci séra

neobsahuijici lipoproteiny. ApoA-1V je aktivatorem LCAT.

ApoB je hlavni komponentou LDL a IDL, je rovnéz diileZitou komponentou VLDL a chylomikronii a

vyskytuje se ve dvou formach
— apoB100, ktera se nachazi ve VLDL a LDL, tvofi se v jatrech; vazby s lipidovym jadrem ¢astice jsou
extrémné stabilni; zfejmé diky této silné vazbé k lipidovému jadru se apoB nevymeériuje béhem
metabolismu mezi jednotlivymi lipoproteiny

- apoB48, ktera se nachazi v chylomikronech a tvofi se v jatrech jako N-terminaini polovina apoB100.

ApoB se zda byt nezbytnym pro tvorbu lipoproteini bohatych triacylglyceroly (CL, VLDL), sou¢asné je také
ligandem B, E receptoru (zvaného téz LDL receptor).

Existuje geneticky polymorfismus apoB, vedouci k rliznym afinitdm k tomuto receptoru a tim nasledné k rliznym
rychlostem katabolismu LDL v burikach. Plati: ¢im pomalejsi katabolismus, tim vyssi aterogenita ¢astice.

ApoC se vyskytuje predevsim v HDL

Tvofi se prevazné v jatrech. Tato tfida apolipoproteint obsahuje tfi malé peptidy znacené C-I, C-Il a C-lll,
které se téméF vzdy vyskytuji pospolu. Nachazeji se pfedevsim v HDL. C-I aktivuje LCAT a inhibuje
fosfolipazu A,, C-ll je hlavnim kofaktorem lipoproteinové lipazy (LPL) a C-lll chrani tzv. zbytky (remnants) od
predCasného odklizeni jatry tim, Ze naopak aktivitu endotelialni lipoproteinové lipazy inhibuje.

ApoE je rovhomérné rozdélen mezi ¢astice VLDL a HDL

Tvofi se pfevazné v jatrech a je distribuovan rovhomérné mezi VLDL a HDL ¢&astice. Podobné jako u apoC
dochazi i u apoE k vyménam mezi témito hustotnimi tfidami. PUsobi jako ligand pro dva rozdilné receptory,
a to pro zbytkovy (remnant) receptor a pro B,E receptor.

Existuje geneticky polymorfismus apoE: jsou znamy 3 alely (oznacené &-2, &3 a &-4) jejichz produktem jsou tfi
proteiny liSici se v jedné aminokyseliné a v afinité k receptoru. Alela e-2 provazi hypetriglyceridémii a alela -4
hypercholesterolémii.

Apoprotein(a) (apoprotein ,malé a“) je vysoce aterogenni. Je to glykoprotein s vysokym obsahem
kyseliny neuraminové, rozpustny ve vodé. Molekulova hmotnost je variabilni a pohybuje se mezi 300 az 700
kD. Je syntetizovan v jatrech.

Kyselina neuraminova je kondenzacni produkt mannosaminu a pyruvatu, soucast glykoprotein( a glykolipidd.

14-9
Pavel Nezbeda


http://www.komsta.net/chemwalls/apolipo2-1280.jpg
http://www.komsta.net/chemwalls/apolipo2-1280.jpg

Klinicka biochemie Kapitola 14: Lipidy

14.5.1.1. Metody stanoveni apolipoproteinti

Pro prognostiku vyvoje poruchy v metabolismu lipidd ma vyznam predevsim stanoveni apolipoproteinu A-1 a
apolipoproteinu B (apoB100). Tyto bilkoviny se stanovuji imunochemicky, v rutinni praxi vétSinou
(homogenni) zakalovou metodou v roztoku, tj. turbidimetricky (imunotrubidimetrie). PouZivaji se specifické
protilatky od rliznych vyrobct (Dako, Orion, Immunotech aj.), vétSinou vazané na latexové Castice ((PETIA,
viz kapitola 10, str.10-21). Metody lze aplikovat na automatické biochemické analyzatory, pfipadné Ize
pouzivat specializované fotometry riznych vyrobcu i bézné fotometry i nakladnéjsi, ale presné;jsi,
nefelometry. V soucasné dobé se od stanoveni apoA i apoB v rutinni praxi upousti a provadi se spiSe ve
specializovanych laboratornich provozech navazanych na pfislusné odborniky (metabolické poradny).

Hodnotici meze:

ApoAl ApoB
Muzi Zeny
Dolni mez: 1,00 g/l 1,10 g/l 0,50 g/l
Horni mez: 1,70 g/l 1,90 g/l 1,00 g/l
Nékteré zakladni vlastnosti apolipoproteinti
Vyskyt Apolipo  Misto syntézy = Moleku- Pocet  Chr Funkce Stredni
protein larni amino omo normalni
hmot- kyseli ~zom koncentrace
nost [D] n v plazmé [mg/|
HDL, A-l Tenké strevo, 28300 243 11 Aktivace lecitin cholesterol 1000 - 1600
chylomikrony jatra acyltransferazy (LCAT),
transport lipidd, ligand pro
HDL receptor, stabilizace
prostacyklin, strukturalni
bilkovina
HDL A-ll Tenké strevo, 17 000 77 1 Strukturalni bilkovina, ligand 300 - 500
jatra pro HDL receptor, aktivace
jaterni lipazy?
Chylomikrony  A-IV Tenké stifevo 46 000 376 ? Aktivace LCAT, ligand pro HDL  asi 150
HDL, VLDL, receptor, metabolismus
frakce séra triacylglyceroll
s volnymi
lipoproteiny
LDL, VLDL B 100 Jatra 549 000 4536 2 Sekrece triacylglycerol(i a 500 - 900
cholesterolu z jater a tenkého
stfeva, absorpce lipidd, vazba
na B/E receptor, aktivace
lysolecitin acyltransferazy
Chylomikrony B 48 Tenké stifevo 265 000 - 2 Vazba na B,E-receptor
Chylomikrony  C-l Jatra, 6 500 57 19 Potlaceni vazby vznikajicich <100
VLDL, HDL nadledviny lipoproteinli na LDL receptor
a na LRP, aktivace LCAT
Chylomikrony  C-lI Jatra 8 800 79 19 Aktivace LPL 30-80
VLDL, HDL
Chylomikrony  C-lIlI Jatra 8900 99 11 Inhibice LPL aktivity, 80— 150
VLDL, HDL 0,1,2 interference s lipoproteiny na
jaternich receptorech
HDL3 Ledviny, 2 000 - 3 LCAT aktivator asi 100
pankreas,
stfevo,
mozek,
varlata,
nadledviny
VLDL, Jatra,periferni 36 500 299 19 Vazba na B/E a E receptory 30-50
chylomikrony tkané Odstranéni cholesterolu
s perifernich bunék
Lp(a) Jatra 270 000 - 8 ? <300
700 000
14-10

Pavel Nezbeda



Klinickd biochemie Kapitola 14: Lipidy

14.5.2. Lipoproteiny a jejich zakladni charakteristiky
Jiz v ivodu kapitoly byla naznacena (viceméné jednotna) stavba jednotlivych tfid lipoproteind. Nasledujici
tabulky pfehledné uvadéji primérné slozeni jednotlivych lipoproteinl a jejich vlastnosti.

Slozeni jednotlivych tfid lipoproteint

CHYLOMIKRA VLDL LDL HDL
Apoprotein C, B, A C, B (E, D, A) B (C, E, D, A) A (C, B, D, E)
Triacylglyceroly 0,86 0,53 0,06 0,04
Cholesterol 0,02 0,07 0,08 0,04
Cholesterol-ester 0,03 0,14 0,42 0,15
Fosfolipidy 0,07 0,18 0,22 0,30
Proteiny 0,02 0,08 0,22 0,47

Dalsi pohled na nékteré vlastnosti lipoproteint

Lipoprotein Flotace (3) v [g/ml] Obsah[%’idﬁ L) Sl p[I;/c:]teinﬁ (P) Pomér P/L
Chylomikra 0,95¢g 98 — 99,5 95-2 1:100

VLDL 0,95 — 1,006 90 — 92 8-10 1:9

IDL 1,006 — 1,019 rizny rdzny neni konstantni

LDL 1,019 - 1,063 80 20 1:4

HDL 1,063 - 1,210 50 50 1:1
HDL; (HDLc) 1,055 - 1,085

HDL, 1,063 - 1,120

HDL; 1,120 - 1,210

Lp(a) 1,055 — 1,110 80 20 1:4

Vysvétlivky: V horni tabulce je uvedeno procentové zastoupeni jednotlivych lipidd a celkovych proteind; je uvedeno zastoupeni
apoproteinl (pred zavorkou je uvedena prevazujici slozka); uvadéné slozeni jednotlivych lipoproteini se mGze ponékud lisit podle
autor(. V dolni tabulce jsou nékteré aspekty horni tabulky rozvedeny podrobnéji.

Poznamka: Flotace odkazuje na ultracentrifugaci v solném gradientu: ¢astice se ,vznaseji“ tj. ,flotuji“ v roztoku o uvedené hustoté,
Cili v podstaté vyjadfuje relativni hustotu konkrétni tfidy ¢astic. Tato hustota se pohybuje mezi hustotou lipid (<99 g/ml) a
hustotou bilkovin (>1,28 g/ml). Rozdily v hustot& jsou zpdsobeny riznym pomérem protein-lipid (P/L) v jednotlivych &asticich. Cim
vétsi obsah lipidd, tim leh¢i Castice.

14.5.3. Metabolismus lipoproteina je komplikovany

Béhem metabolismu lipoproteind dochazi v krevnim Fecisti k intenzivnim vyménam mezi jednotlivymi tfidami
lipoproteind, a to jak apoprotein( (zejména C rodiny), tak lipida (cholesterolu, triacylglycerol(, fosfolipida).
Tyto vymeény Uzce souvisi s intravaskularni degradaci lipoproteinu a jejich vyuzitim perifernimi tkanémi.

Je dulezité pfipomenout si, ze regulace metabolismu plazmatickych lipidu je jednou ze tfi hlavnich funkci
apoproteind, bilkovinné slozky lipoproteinu.

Kli€ovou roli v metabolismu lipoproteintl hraji lipoproteinové receptory
Lipoproteinové receptory na povrchu bunék jsou rozhodujici pro udrZzeni homeostazy plazmatickych
lipoprotein( a pro bunécény metabolismus.
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Nejlépe prozkoumanym je LDL receptor (LDLR, apoB,E receptor).

Jednd se o glykoprotein (o 839 aminokyselinach) vyskytujici se na vétsiné
télesnych bunék. Patfi do tzv. rodiny LDL receptort, ktera obsahuje celkem

sedm ¢lend. Prostrednictvim tohoto receptoru se dostava cholesterol
(endocytdzou) dovnitf buriky. Pro vazbu na receptor je nutny apoB100, i
hlavni apoprotein tfidy LDL. Receptor rozeznava i apoE, ktery je soucasti ‘
chylomikronovych zbytkd (chylomicron remnants) a IDL (VLDL remnants).
Ma dvé funkce: poptavkou regulované doruceni cholesterolu do bunék a
tkani a regulaci hladiny cholesterolu v krevnim Fecisti.

LDL receptory syntetizuje burika pfi nedostatecné nabidce cholesterolu.
Volny cholesterol inhibuje syntézu jak receptort, tak HMG-CoA reduktazy
(viz), tzn., Ze pocet receptort je requlovan obsahem cholesterolu a
poZadavky bunék na cholesterol. Nedostatek cholesterolu vyvola v burice
jak syntézu vlastniho cholesterolu, tak syntézu receptor(i. Naopak prebytek
cholesterolu je acylCoA-acyltransferazou (ACAT) esterifikovan mastnymi
kyselinami a pfeveden tak na skladovaci (depotni) formu. To chrani buriky
pred jejich zahlcenim volnym cholesterolem.

J. L. Goldstein

Za identifikaci LDL receptoru a jeho vztahu k metabolismu cholesterolu a familiarni
hypercholesterolemii obdrzeli v roce 1985 Michael Stuart Brown a Joseph Leonard
Goldstein Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu.

Pro zvidavé studenty: Kromé apoB100, hlavniho apolipoproteinu LDL, vaze LDL receptor
také apoE, a proto se nazyva také apoB100-E receptor. Lipoproteiny bohaté apoE se vazou
100x silnéji, cehoz vysledkem je akcelerace vychytavani VLDL zbytkd a IDL.

Nejvyssi hustota receptort je v nadledviné a ve vajecnicich, ale nejvyssi pocet receptor( LDL
obsahuiji jatra. LDL receptory se kupi v tzv. coated pits (potazenych jamkach, viz obrazek na
str. 11-31), které se po vazbé LDL dostanou do nitra buriky ve formé endosom (bunécna
organela, do niZ putuji endocytotické vacky). Uvnitf buriky se receptory oddéli od ligandt a M. S. Brown
mohou byt znovu pouZity (recyklace receptord). Endosomy se sloudi (sfuzuji) s lyzosomy, které

obsahuji paletu enzymd, schopnych rozstépit proteiny a lipidy, zvl. estery cholesterolu.

Pro zvidavé studenty: Pacienti s kongenitdIni receptorovou deficienci jsou schopni katabolizovat chylomikronové zbytky a dalsi
lipoproteiny obsahujici apoE. UmoZnuje to Lipoprotein receptor-related protein (LRP). LRP , ktery patfi do rodiny LDL receptord, je
multifunkéni: vaze apok, LPL, HTGL, apoB100 a apo(a). Nachazi se v mnoha tkanich véetné neuron( a astrocytd. Vzhledem

k velkému poctu ligand je ukol tohoto receptoru ziejmé daleko Sirsi neZ jen pouhé cisténi od chylomikronovych zbytka.

VLDL receptor je transmembranovy lipoprotein, ktery také patfi do rodiny LDL receptord, se nachazi v endotelidlnich
burikdch mimojaternich organ( (srdce, kosterni svalstvo, mozek, makrofagy), v jatrech se nevyskytuje. Objeven byl

v roce 1992. Hraje duleZitou roli pfi metabolismu cholesterolu, metabolismu lipoprotein bohatych na triaclyglyceroly
obsahujicich apoE a pfi neuronové migraci (zpiisob, kterym neurony cestuji z mista svého vzniku do své koneéné pozice

v mozku) pfi vyvoji mozku.

Chylomikrony transportuji triacylglyceroly prijaté potravou
Chylomikrony jsou bohaté triacylglyceroly (pfijaté potravou), které transportuji. Z apoproteint obsahuiji
zejména A-l, A-11, A-IV a B48. ApoB48 se vyskytuje
pouze v chylomikronech. Na séru stojicim pfes noc chylomikron
pfi 4 °C tvofi chylomikrony krémovou vrstvu.

Apo protein B-43 Fosfo lipd
Chylomikrony se tvofi v tenkém stfevé v burikach
stfevni mukoézy, pfedevsim jako reakce na lipidy
pfijaté potravou. Syntéza neprobiha kontinualné a
zavisi na mnozstvi neutralnich tuku, které maiji byt
absorbovany. Proteiny a fosfolipidy spolutvofici
chylomikrony jsou syntetizovany v enterocytech.
Kapacita syntézy je omezena, takze se vrustajici
nabidkou triacylglycerolt nedochazi k produkci
vy$Siho poctu ¢astic, ale k rustu jejich velikosti (az ¥
do 1 um). Chylomikrony vstupuji do systémové apod o
cirkulace prostfednictvim ductus thoraticus (hrudni
mizovod sbirajici mizu/lymfu z vétSiny organismu a
ustici do zilniho systému) a poté recirkuluji do
jater. Po vstupu do krve ztraceji apoA-IV a apoA-I

Etery chol=terolu

Nesterifiko vany

apoE chol=tarol

apoC

Chylomikron je typickym predstavitelem
lipoproteinovych ¢astic
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a naopak ziskavaji apoC a apoE z HDL ¢&astic.. ApoC-Il aktivuje v pfitomnosti fosfolipidd lipoproteinovou
lipazu (LPL) v kapilarni sténé, ktera hydrolyzuje vétSinu triaclyglyceroll v jadru chylomikrond. Uvolnéné
mastné kyseliny jsou vychytavany zejména tukovou tkani a svalovymi burikami, glycerol je dopraven do
jater a do ledvin, kde je pfeménén na meziprodukt metabolismu glycid(l, dihydroxyaceton fosfat. BEhem
odevzdavani mastnych kyselin jsou povrchové komponenty (apoC, apoA-| a také urc€ité mnozstvi volného
cholesterolu a podstatna ¢ast fosfolipidd) uvolnény a prevedeny do ¢astic HDL. Ztrata apoC-Il zabranuje
lipoproteinové lipaze v dal§i degradaci chylomikronovych zbytkd (remnants). Chylomikronové zbytky
(remnantns), které obsahuji zejména estery cholesterolu, apoE a apoB-48, jsou pak transportovany do jater,
kde jsou degradovany. Caste&né jsou zachytavany i fibroblasty a dal§imi bufikami. Vazebné receptory jsou
specifické pro apoE, nachazeji se v hepatocytech, fibroblastech i dalSich burikach. Zbytkové (remnantni)

chylomikrony jsou pro hepatocyty hlavnim zdrojem exogenniho cholesterolu.

Metabolismus chylomikronti

Nascentni
chylomikron
,“ N
( B48
Chylomikron
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triacylglyceroly

@
L Sy
A \\ \ﬁ GpoA cholesterol

7 N Lymfatické
cest]

apoA, C

iacylglyceroly
cholesterol

I
fosfolipidy :
[
[
1

cholesterol
faholesterol Zbytkovy h
chylomikron !
(7348 X
— |
Receptor pro E :
zbytkovy 1
chylomikron; 4_/ triacylglyceroly v
LRP (LDL receptor ‘ LRP ve cholesterol Glycerol
related protein) fibroblastech a (jatra, ledviny)
dalsich burikdch

Poznamka: cholesterolem se rozumi volny i esterifikovany cholesterol; A, C, E, B48 = apolipoproteiny; pod ¢asticemi jsou
uvedeny nejvice zastoupené lipidy v téchto casticich.

Remnant (angl.) = zbytky, pozUstatky (Ceho); zbytek; zbyvajici. Vyslovnost: [remn.nt]

Koncentrace chylomikronu v krvi, jejichZ biologicky poloc¢as je asi pul hodiny, vrcholi ve zdravém organismu
za 3 — 6 hodin po jidle. K uplnému odbourani dochazi po 9 hodinach. Pfitomnost chylomiker po
dvanactihodinovém laénéni (viz preanalyticka faze pri stanoveni lipidi — str. 11- 26 ) je patologicka a jeji
pri¢inou muze byt nedodrzeni zasad preanalytické faze (nedodrZeni stanovené doby pro pfijem potravy),
nadmérny pfijem alkoholu v pfedchozich dnech, pfipadné chronicky alkoholismus s jaterni steatézou,
dekompenzovany diabetes mellitus, nebo mdze jit o vrozenou vadu, jakou je vrozeny defekt lipoproteinové
lipdzy nebo vrozeny defekt apolipoproteinu C-II (jak vime, jde o aktivator lipoproteinové lipazy).

Vlastni chylomikrony nejsou aterogenni, ale jejich zbytky, remnants, jsou silné aterogenni. Maiji sice velmi
kratky biologicky polocas, ale pokud je katabolismus chylomikront zpomalen, vznikaji remnanta bohatSi
cholesterolem a s menSim obsahem triacylglyceroll a tyto ¢astice vyrazné zvysuji riziko kardiovaskularnich
onemocnéni. Laboratorné se mohou v tomto pfipadé nachazet mirné zvySené koncentrace triacylglycerol,

pfipadné i celkového cholesterolu.
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VLDL transportuji vétSinu jaternich triglyceridaTvofi se v jatrech a transportuji vétsinu triacylglycerolti
tvofenych (endogenni) lipogenesou, ke které dochazi, kdyz pfijem tuk(l a sacharidu prekroci potfeby
organismu. Cholesterol nutny pro syntézu ziskavaji z chylomikronovych zbytkd, IDL, LDL, HDL nebo

z endogenni syntézy v hepatocytu. Z cirkulujicich ¢astic HDL se nové vytvofené Castice VLDL také
obohacuji o apoproteiny C a apoE. Apoproteiny VLDL jsou apoB100, apoC-I, apoC-Il, apoC-Illl a apoE.
Kromé triacylglycerol(l obsahuji také trochu cholesterolu a jeho ester(l. Triacylglyceroly jsou dopravovany do
riiznych tkani, pfednostné do tkané svalové a tukové, kde jsou skladovany nebo pouzity k produkci energie.
Predpoklada se, ze ¢ast VLDL muze byt katabolizovana prostfednictvim zminéného tkanového VLDL
receptoru, vétSina VLDL se degraduje na IDL Castice.

Metabolismus VLDL
——

( B100

triacylglyceroly a—
cholesterol

N vyména
apoproteini

triacylglyceroly

mastné
= cholesterol

fosfolipidy
cholesterol

-

[holesterol

Zbytkovy
VLDL (IDL)

LDL receptory
(apoB, E receptory)

triacylglyceroly
chblesterol

Konecné odbouMsgi
v jatrech, mimojatermek
tkanich (napf. lymfocyty,
fibroblasty) pomoci
endocytdzy

Glycerol
(jatra, ledviny)

Biologicky polo€as VLDL je asi 2 — 4 hodiny. VLDL maji menSi proaterogenni potencial nez IDL a LDL, jejich
zvySena koncentrace v krvi vSak znamena také zvySené riziko kardiovaskularnich onemocnéni. Laboratorné
zvySeni frakce VLDL mohou byt hypotyreéza, dekompenzovany diabetes mellitus, hyperkorticizmus,
estrogeny, renalni insuficience, vysoky pfivod sacharidu, obezita, alkoholizmus, vrozena hyperglyceridemie,
vrozena kombinovana hyperlipidemie.

IDL se tvofri pfi metabolismu VLDL

Lipoproteiny o stfedni hustoté, IDL, jsou degrada¢nim produktem metabolismu lipoproteint VLDL, kterym
byla odebrana &ast triacylglyceroll. U zdravych jedinct se vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich. Jsou
vychytavany prevazné jatry (receptor pro apoE) a degradovany. Cast IDL je pisobenim jaterni lipazy
zbavena vétSiny zbyvajicich triacylglyceroll (jsou hydrolyzovany) a IDL se méni na ¢astice LDL. Jsou
katabolizovany v jatrech i v mimojaternich tkanich. Cast IDL se pasobenim jaterni lipazy, ktera z nich
odstépuje dalsi ¢ast triacylglycerolt, méni na lipoproteiny o nizké hustoté, LDL.

IDL mohou vyrazné akcelerovat aterosklerdzu, vzhledem k velmi kratkému biologickému polo¢asu se vSak u
zdravého jedince timto zpusobem neprojevuji. Opacné tomu je v pfipadé, ze jejich koncentrace v krvi je
zvy$ena, jako tomu mize byt pfi vrozené hyperlipotroteinémii typu Il (izolované zvySeni IDL), pfipadné u
hypotyredzy nebo zvysSené syntéze i zpomalené degradaci VLDL (zde jsou zvySeny i dalSi lipoproteiny).
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LDL prenaSeji vétSinu cholesterolu nachazejiciho se v krvi

LDL jsou degrada¢nim produktem IDL. Obsahuiji jediny

apoprotein, apoB100. Pfenaseji vétSinu cholesterolu

nachazejiciho se v krvi a dodavaji ho perifernim tkanim. Do

bunék vstupuiji prostfednictvim LDL receptord (zvanych téz apoB,E
receptory), na které se vaze apoB100. LDL &astice se lisi ve velikosti,
hustoté, sloZzeni a fyzikalné chemickych vlastnostech.

Schematicky molekularni model LDL ¢astice

P
Lze rozlisit az 15 riiznych frakci, ale vétsinou se rozlisuji velké lehké LDL, t:\\:. ,Kf';fé‘*?
(obsahuji kolem 2750 molekul cholesterolu na jednu apoB molekulu), malé WS 5}"\‘\"&\".‘(
husté LDL;, (obsahuji kolem 650 cholesterolovych molekul na molekulu apoB) N S
a intermedidrni LDL,, s vlastnostmi mezi vySe jmenovanymi LDL.

E o ¢ ‘ {

Jednotlivé barvy predstavuji
tmavé modrd = fosfatidylcholin
svetle modrd = sfingomyelin
tmavé Zlutd = estery cholesterolu
cervend = cholesterol

SloZeni v LDL &asticich se liSi od osoby k osobé. U lidi s normalnimi
hodnotami lipidd se nachazi pfiblizné stejné mnozstvi velkych a

malych LDL. LDL3 obsahuji méné cholesterolu nez ostatni dvé skupiny
a i pfi jejich zvySené hodnoté v krvi muze byt cholesterolémie normalni,
coz neplati pro apoB100, jehoz hodnoty byvaiji v téchto pfipadech Casto
zvyseny. LDL; maji zpomaleny metabolismus, snadno pronikaji pfes
cévni endotel, snadno podléhaji oxidacim. Jsou velmi aterogenni. selend = triacylglyceroly

LDL jsou odbouravany v jatrech (asi 2/3) a v perifernich burikach (asi sedd = apolipoprotein B-100

1/3). LDL pozménéné (napf. glykaci nebo oxidaci) LDL receptory Zdroj:

nerozpoznaji a jsou katabolizovany tzv. scavengerovymi receptory (viz http://www.Jce.hut fi/research/sys
obrazek na str. 11-16). Pfes scavengerové receptory jsou odbouravany o biospectroscopy/lipoprotein/

i malé densni ¢astice LDL (LDLs). Tyto receptory se nachazeji na

makrofazich a na burikach cévniho endotelu. Tato cesta katabolismu LDL urychluje rozvoj aterosklerozy.
PFri¢inou zvySené koncentrace LDL v krvi mUze byt strava bohata na cholesterol a nasycené tuky, obezita,
hypotyredza, nefroticky syndrom, familiarni hypercholesterolémie, familiarni defekt apoBqo, polygenni
hypercholesterolémie, vrozena kombinovana hyperlipidémie aj. Posledni vyzkumy ukazuji, Ze mohutnym
zdrojem malych &astic LDL je strava bohata na sacharidy.

Pro zvidavé studenty: LDL dopravuje do perifernich bunék cholesterol a dalsi LDL slozky, véetné vitaminG rozpustnych
v tucich, velka ¢ast LDL vSak znovu prochazi jatry. PFiblizné 60-90% katabolismu LDL je zprostifedkovano receptory, 10-
40% je odstranovano z plazmy tzv. odklizeci/scavenger cestou (ta je Caste¢né zndzornéna na obrazku na str. 11-15 a
popsdna na str. 11- 16). Rozsah katabolismu LDL zavisi jak na apoB, E receptorech, tak na afinité ligandu apoB.
Bodova mutace genu produkujiciho apoB100 ma za nasledek zna¢né snizenou schopnost vazby LDL na receptor.
Vzhledem k tomu, Ze kazda LDL ¢astice obsahuje pouze jednu apoB100 molekulu, miZe tato mutace ovlivnit polovinu
vSech LDL castic. Tyto Castice pak v krvi prevladaji, protozZe jsou degradovany mnohem pomaleji. Malé castice LDL se
vaznou méneé efektivné prostrednictvim receptoru B100 E, prezivaji tedy v krevnim obéhu déle, vice podléhaji
zméndm, a proto jsou vice aterogenni nez velké ¢astice LDL. Tyto malé LDL ¢astice jsou rovnéZ spojeny s diabetem
mellitus. Jejich pfitomnost je predzvésti vzniku diabetu 2. typu. PFi pfevaze malych LDL ¢astic se rovnéz vyskytuje
hypertriglyceridemie a snizena koncentrace HDL cholesterolu. Zvyseny vyskyt malych LDL ¢astic je spojen jak s jiz
zminénym diabetem 2. typu, tak se vzristajicim vékem, s nespravnou dietou (dieta se snizenym obsahem tuki vede
k redukci téchto castic), do urcité miry je i geneticky predurcen.

Jedinym apoproteinem, ktery v ¢astici béhem celého procesu zlstava, je apoB, ktery se v zavéru stava prakticky
jedinym apoproteinem v LDL. D3 se fici, Ze apoB100 je exkluzivnim apolipoproteinem LDL ¢3stic.

Nedavné studie prokazuji, Ze vSe je trochu jinak - vznik malych hustych castic LDL je spojen s pfijmem sacharidd,
pfi¢emz cholesterol a nasycené tuky nehraji tak vaznou roli jak se dosud predpokladalo.

HDL predstavuje velmi heterogenni populaci lipoproteint

Tvofi se v prekurzoroveé formé (prvotni diskoidni forma) v tenkém stfevé a v jatrech a &astecné pfi
metabolismu chylomikronu a je preménovan na koneénou (sférickou) formu v plazmé. HDL predstavuiji
velmi heterogenni populaci lipoproteint. Jednotlivé ¢astice maji riznou velikost, rizny proteinovy obsah a
lipidovou skladbu a zfetelné se lisi ve svych funkcich. Podle slozeni, morfologie a funk&nich vlastnosti se
rozliSuji tfi subfrakce: HDL,, zvana téZ HDL, dale HDL, a HDL;. Pfitom neobsahuji Zadnou specifickou
sloZku, ktera by zUstavala v €astici v konstantnim mnozstvi. Vystopovat metabolické cesty HDL je proto
velmi nesnadné.

HDL c¢astice maji nékolik funkci
e jednou z hlavnich je ziskavani cholesterolu z perifernich tkani a jeho transport zpét do jater, kde mize
byt s kone€nou platnosti pfeménén na Zlu€oveé kyseliny a vylou€en; této roli se fika reverzni transport
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cholesterolu (RCT) a pfedstavuje hlavni ateroprotektivni funkci této tfidy lipoprotein(; tuto funkci dale
posiluje skute¢nost, ze HDL ¢&astice vykazuji, zejména diky pfitomnosti vySe jmenovanych enzymu a
faktor(, také protizanétlivé, antioxidac¢ni a vasodilatacni Ucinky; nejmarkantnéjsi ateroprotektivni
ucinky maji malé husté ¢astice, oznacované jako HDL;

e dalSi dilezitou funkci HDL je fungovat jako cirkulujici zasobarna apoC-I1, apoC-Il a apoE

o HDL ¢astice vykazuji navic i vlastnosti antiapoptoticke,
antitrombotické a antiinfekéni.

Prvotni proteinovou slozkou HDL je apoA-l, ktery se tvofi v jatrech a

v enterocytech tenkého stfeva. Nejprve vytvafi Castice témér bez volného
cholesterolu a jeho esterd. Postupny sbér lipid(i a cholesterolu z perifernich
tkani vede k tvorbé nascentniho (tj. nové vytvoreného) diskoidniho HDL.:
lipidy jsou uspofadany do dvou vrstev, obtocenych (nejCastéji) dvéma
provazci bilkovin, takze vysledna konstituce se v elektronovém mikroskopu jevi Diskoidni HDL
jako disk. Proto se nazyva diskoidni HDL. P¥i svém dalSim ucinkovani se HDL

chova jako podomni obchodnik, ktery cestou sbira volny cholesterol z perifernich bunék, upravuje ho
(tvorba esterli cholesterolu) a (v této formé) uskladriuje, aby ho vzapéti vymeénil za triglyceridy, a pfitom si
také Cile vyménuje s ostatnimi lipoproteiny své proteinové slozky, apolipoproteiny.

Metabolismus HDL

F / N
diskoidni HDL Mv
" apoA-I - strev
syntéza

Ay

fosfolipid
LGAT

syntéza

Zbylé povrchové
slozky chylomikrondi
a VLDL

cholesterol
LCAT

fosfolipidy; apoA-I

cholesterol + estery,
fosfolipidy; apoA-I

cholesterol + estery, fosfolipidy;

Zlu¢ovy cholesterol a
Zlu¢ové kyseliny

[ zbytky + glycerol + volné mastné kyseliny ]

Legenda k obrazku pro zvidavé studenty
HDL se tvofi v jatrech a ve stfevu ve formé diskoidnich struktur bohatych na proteiny, tvofenych primarné z apoA-I. ApoA-I
interaguje s prenase¢em ABCAL1 (tak, jak je na obrazku naznaceno pro makrofag) a extrahuje cholesterol z bunék. Cholesterol
spojeny s apoA-l je Gcinkem LCAT esterifikovan. Tento proces vede k tvorbé ¢astic HDL,. Castice HDL; se postupné obohacuji
cholesterolem a (G¢inkem LCAT) estery cholesterolu. Dale béhem cesty interaguji s IDL a LDL, coz je zprostfedkovano CETP, ktery
vyméniuje estery cholesterolu v HDL za triacylglyceroly z LDL. Tak se zméni HDL; na HDL,. HDL mUZe ziskdvat cholesterol z bunék
také interakci s ABCG1 (viz poznamka 1 dole). Timto zplisobem ziskava HDL z bunék pfiblizné 20% cholesterolu. Z obéhu je HDL
vyjmut vazbou na jaterni scavenger/odklizeci receptor SR-B1. Cholesterolem bohaté IDL a LDL se mohou vratit do jater vazbou
na receptor pro LDL (LDLR). Tvorba ROS vede k oxidaci lipidovych slozek LDL a tvorbé oxidovanych LDL (oxLDL), které jsou
odstrariovany makrofagy prostfednictvim scavengerovych/odklizecich receptort FAT/CG36. Uloha ABCA1 v reverznim
transportu cholesterolu je zfejma u jedinch s defektem prislusného genu. Tito jedinci trpi Tangierovou chorobou, ktera je typicka
dvéma klinickymi znaky, tonzilami presycenymi lipidy a nizkou hladinou sérového HDL.
HRHL = heparinem uvolnitelna jaterni lipaza; LCAT = lecitin cholesterolova acyltransferaza; LPL = lipoproteinova lipaza; HRHL
hydrolyzuje triacylglyceroly, ale také fosfolipidy na povrchu HDL,, uvoliiuje cholesterol, ktery je zachycen jatry, coZ umoznuje
tvorbu malych a hustSich HDL;. Aktivitu HRHL zvySuji androgeny a snizuji estrogeny (vyssi koncentrace plazmatickych HDL, u
7en).
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U poruch lipidového metabolismu (viz str.11 - 25) mGze byt hladina HDL zménéna, tzn. zvySena, nebo
snizend, mlze byt ale i normalni. ZvySeni koncentrace HDL v krvi mohou mit na svédomi jak geneticka
determinace, tak pravidelna fyzicka aktivita, strava bohata na vicenenasycené mastné kyseliny, alkohol a
estrogeny. Naopak snizeni HDL m{ize byt zpusobeno také genetickym zakladem, fyzickou inaktivitou,
stravou bohatou na nasycené mastné kyseliny, koufenim, androgeny, hyperglyceridémii.

cholesterolu perifernim burikam a jeho esterifikace, aby mohl byt pfenesen do VLDL, IDL a zbytk{
chylomiker a transportovan do jater k eliminaci, kde mohou pfimo kongit i samotné HDL, ¢astice.

Tento déj je Fizen tzv. komplexem reverzniho transportu cholesterolu, ktery sestava z lecitin cholesterolové
acyltransferazy (LCAT), apoproteint A-1, E a D, protein(l pfenasejicich lipidy (protein prfenasejici estery
cholesterolu — CETP) a systému monocyty/makrofagy.

Detaily interakci mezi HDL a LDL

“apoA-l

nascentni HDL,
olesterol

pre-f3 HDL

Makrofag

apoB=100

VLDL BCG1

arterialni

LCAT = lecitin cholesterolovd acyltransferdza; HRHL = heparinem uvolnitelnd jaterni lipdza; CETP = protein prendsejici estery
cholesterolu; ABCA1 = ASTP-binding cassette transport protein A1t; ABCG1 = ASTP-binding cassette transport protein G1t; ROS =
reactive oxide specimens, tj. latky s reaktivnim kyslikem, napr. kyslikové ionty a peroxidy,; LDLR = receptor pro LDL (apoB, E-
receptor); FAT _CD36 = odklizeci receptor; SR-B1 = jaterni odklizeci receptor

Scavenger podle anglického slovniku znamenda mrchoZrout, zvire Zivici se odpadem, pocistovac ulic, vybirac popelnic (,,konty$ak”)
ap., coz vyznamove odpovida Uloze scavengerovych receptord. Vyslovnost: [skaevindZ,].

Poznamka pro zvidavé studenty: ABCA1, ABCG1, patfi do tzv. ABC rodiny, resp. superrodiny, transportérd/prenaseci
membranovych protein(, vyzadujicich ke své Cinnosti energii z ATP. Obsahuji oblast, na kterou se ATP védze. Energie ziskana
hydrolyzou ATP slouzi k prfenosu rliznych molekul pres bunécéné membrany. Déli se do sedmi skupin, zna¢enych pismeny A — G
a kazdy ¢len ma jesté své poradové Cislo (napf. ABCG1, ABC prenasec rodiny G, pofadové Cislo 1. Pravé prenos cholesterolu

z povrchu bunééné membrany do HDL ¢astic zahrnuje ¢innost ABCG1.

Strdnka o HDL a video: http://www.ks.uiuc.edu/Research/Lipoproteins/

Lipoprotein(a), Lp(a), obsahuje apoprotein(a)
Lp(a) = s lipoproteinem asociovany antigen); ma obdobné sloZeni jakou maji éastice LDL, kromé apoB
obsahuje navic také apoprotein(a). O metabolismu lipoproteinu(a) je zndmo pomérné malo.

Pro zvidavé studenty: Apo(a)-mRNA se nachazi v jatrech, ve stopach v mozku a ve varlatech. Vyznam pfitomnosti této nukleové
kyseliny v poslednich dvou jmenovanych organech je nejasny. Jedinym vyznamnym mistem syntézy apo(a) jsou jatra. Jatra jsou i
nejvyznamné;jsim producentem apoB100, druhého apoproteinu nachazejiciho se v Lp(a). Vysledky experimentd naznacuji, ze
apo(a) je secernovan hepatocyty a na LDL ¢astice se vaZe extraceluldrné. Degradacni cesta Lp(a) neni jasna. Principialné mize byt
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Lp(a) vychytavan LDL receptorem, ale zda se, Ze tato degradacni cesta hraje pouze podradnou roli in vivo. Do neddvna se
predpokladalo, Ze mistem degradace Lp(a) mohou byt dalsi ¢lenové rodiny LDL receptort (tj. VLDL receptor, receptor pro protein
pribuzny LDL, megalin). Bez ohledu na otazku molekularniho receptoru pro Lp(a) neni zodpovézena ani otazka orgéanu, ve kterém je
Lp(a) Stépen. Pozornost se nyni upira na ledviny, jako mozné misto katabolismu Lp(a).

Lp(a) mUzZe mit pfimy aterogenni ucinek. Diky své strukturdlni podobnosti s plasminogenem muze mit apo(a) trombogenni Gcinek.
Mechanismus tcinku aterogenniho efektu vSsak dosud neni znam, existuji vysvétlujici hypotézy, které maji sva pro i proti.

Kazdopadné plati, ze lidé s vysokym Lp(a) (nad 300 mg/l) a zvlasté lidé s vysokym Lp(a) i LDL soucasné
maji obzviasté vysoké riziko kardiovaskularniho onemocnéni.

Prehled enzym( a transportni proteint v lipoproteinovém metabolismu

V pfedchozim textu jsme se setkali s nékterymi enzymy a transportnimi proteiny dulezitymi v metabolizmu
lipoproteinl a jejichz naruSeni muze vést k patologickym stavim. Prehled a zakladni funkce jsou uvedeny
v tabulce.

Enzym/protein Kofaktor Funkce

Postheparinové lipazy (PHL)
Lipoproteinovd lipdza (LPL) ApoC-lI Hydrolyza exogennich triacylglyceroll
v chylomikrech.

Jaterni triacylglycerolovd lipdza (HTGL) Zadny kofaktor Hydrolyza triacylglycerol( a fosfolipidt v IDL a HDL.

Fosfolipdzy Hydrolyza fosfolipid(, nejasna funkce
v metabolismu lipoproteint

Lecitin-cholesterol-acyltransferdza ApoA-I Tvorba vice jak 80% ester( cholesterolu z volného
(LCAT) (ApoA-1V, C-1, D) cholesterolu a lecitinu, konverze HDL; na HDL,

Pfenasecové proteiny

Protein prendsejici estery cholesterolu Reaktant HDL/LCAT komplexu, vyména estert
cholesterolu z HDL za triacylglyceroly VLDL, vyména a
prenos lipida z jadra/core (¢astice)

Protein prendsejici fosfolipidy
Vyména fosfolipidG mezi lipoproteinovymi tfidami,
Ucast v transportu vitaminl rozpustnych v tucich (tj.
vitaminu E)
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Klinickd biochemie

Kapitola 14: Lipidy

Predchozi dil¢i schémata vzajemnych pfemén lipoproteinud jsou v nasledujicim schématu slou¢ena do
zjednodusSujiciho prehledu.

Tvorba A, B48

stfevni
burika

nascentni HDL

burika

periferni

A

cholesterol

5-7%

TG; chol.

Prehledné schéma metabolismu lipoproteini

chol+ estery
fosfolipidy

receptor <

LRP

|
MK = tuKova &
svalova tkan
G= Iedvi!'\y

Chylomilfronové

chol+ estery
fosfolipidy

chol+ estery

fosfolipidy
MK = tukova ¢i
svalova tkan
G = ledviny

IS TG

zbyfky

i
<

v
A4
odklizeci
receptor
Vysvétlivky:

_—
------- >
—_— [— >
------- >

A

LPL

80%

13-15%

hlavni metabolickd cesta;

vzdjemnd vyména komponent (apoB se nevymériuje!)

LDL je &dstecné zpracovdvan jdatry

odklizeni nadbytku Cdstic (pres tzv. ,scavenger” receptory)

MK = (volné) mastné kyseliny; G = glycerol; krouZek s pismeny A, B48, B100, C, E = konkrétni apoprotein

Odklizeci receptor = scavenger receptor
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Tvorba A-l, A-l, B-
100, B-48, C-1, C-lI,
C-ll, E, apo(a);

z cholesterolu
tvorba Zluc¢ovych
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14.5.4. Metody stanoveni lipoproteint

Ultracentrifugace
tj. centrifugace s vysokou odstfedivou silou (g), v hustotnim gradientu, v bézné rutinni praxi se nepouziva;
déleni do tfid je uvedeno vys, jednotlivé frakce se déli podle své hustoty.

Elektroforetické déleni
na rliznych nosicich. Elektroforeticky se rozdéli lipoproteiny do ¢tyr tfid, které odpovidaji déleni podle
vysledkU ultracentrifugace (viz zavorka):

- chylomikrony (chylomikrony)

- B-lipoproteiny (LDL) smér
- pre-B-lipoproteiny (VLDL) déleni
- a-lipoproteiny (HDL)

Na zakladé ultracentrifugace a tomu odpovidajiciho elektroforetického déleni (sér pacientl s poruchami
metabolismu lipid(), rozliSoval Fredrickson pét typu hyperlipoproteinémii. Jednotlivé tfidy se liSily podle
obsahu pfislusnych lipoproteinl. Toto déleni se dnes jiz neuziva, elektroforéza lipoproteinl se vSak stale
bézné provadi.

Schéma elektroforézy lipoproteint

normalni Typ | Typ Il Typ 1l Typ IV Typ V T

Semesecemas| I SRR REEE Femememomos! I start, chylomikrony

I B G5 ARG A3 D Blipoproteiny, LDL
EEEE — pre-f-lipoproteiny, VLDL

B e e e e R erlipoproteiny, HDL

Vysvétlivky a pozndmky

rrrrr predstavuje start déleni, pripadné na tomto misté zistdvaji chylomikrony; B, pre-p, ajsou beta, pre-beta a alfa
lipoproteiny (toto pojmenovdni je odvozeno prdve z elektroforetické pohyblivosti: ,alfa” putuji nejdadl, pred ,,beta” jsou
»pre-beta”).Charakter jednotlivych ,¢ar” na schématu naznacuje obrazec po vysledném barveni elektroforeogramu

HYDRAGEL 15 LIPO + Lp (a) sebia Na obrazku vlevo je redlny elektroforeogram

déleni lipoproteind a Lp(a) na folii
s agarosovym gelem Hydragel 15 LIPO + Lp (a)
firmy Sebia
R -« HDL
|=—Lp(a)

B >om - VLDL
- e g —— - ;- - e - -«—LDL

Lipoprotein (a)
se stanovuje elektroforeticky nebo
imunochemicky.

8% & 80 2 W e e e s Poloha frakce pfi elektroforetickém déleni je
znazornéna na obrazku vlevo.
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14.5.4.1. Metody stanoveni HDL-cholesterolu

HDL-cholesterol (HDL-C) je cholesterol nachazejici se v HDL €asticich. Stanoveni cholesterolu bylo
popsano na zacatku kapitoly. Problémem je, jak odliSit cholesterol pravé v téchto €asticich (totéz plati, jak
uvidime dale, pro cholesterol v ¢asticich LDL). Hledaly se rizné cesty jak jednotlivé frakce lipoprotein(
oddélit, ¢i vyloucit nebo separovat, aby stanoveny cholesterol pochazel pravé z téchto ¢astic. V rutinni praxi
zvitézily prfimé metody stanoveni HDL cholesterolu. Podobné existuji metody pro stanoveni cholesterolu

v LDL &asticich. Pro stanoveni cholesterolu v ¢asticich VLDL zatim metody nemame.

Precipitacni frakcionace
Pro oddéleni frakce s HDL-cholesterolem se pouzivaji rlizna sraZeci ¢inidla, nej¢astéji je pouzivan roztok chloridu
hofecnatého a kyseliny fosfowolframové. Po centrifugaci je HDL-cholesterol obsazen v supernatantu (nad
srazeninou ¢astic LDL a VLDL - viz dal), kde se stanovi bud neenzymové, nebo enzymové; dalSim srazedlem jen
napf. smés dextransulfatu, heparinu s manganatymi ionty a PEG 6000 a dalsi

Elektroforetické stanoveni
HDL je v o4-frakci; kvantifikace je mozna pfi pouziti enzymovych reagencii (cholesterolesteraza, cholesterol
oxidaza, peroxidaza), pfipadné kombinace cholesterolreduktazy s nitrotetrazoliovou modfi (NBT); metoda
poskytuje informace i o pfitomnosti abnormalnich lipoproteind, napf. Lp(a)

Gradientova gelova elektroforéza (GGE)
tj. ELFO v gradientovém polyakrylamidovém gelu, déleni probiha podle velikosti ¢astic

Kapilarni izotachoforéza
Déleni se déje podle efektivni pohyblivosti ¢astic mezi vedoucim a koncovym elektrolytem

Vysokoucinna gelova chromatografie (HPGC)
déleni podle velikosti ¢astic v gelové permeacnich kolonach

Imunochemicka separace
déleni podle rizného obsahu apolipoproteint za pouziti protilatek proti apoA-I, apoA-Il a apoE; pouziva se
imunoafinitni chromatografie nebo imunoelektroforetické techniky

Ultracentrifugace v hustotnim gradientu
déleni podle rozdili v hustoté lipoproteinl

Homogenni metody (pfimé metody)
Existuje cela fada metod, které Ize sefadit podle raznych principl. Existuje jisté i jiné déleni nez dale
uvedené, ale mizeme uvést, jako velmi jednoduché, napf. toto rozdéleni metod:
e metody blokovaci
e metody imunoinhibicni
e metody eliminacéni.

V principu se vzdy jedna o to, néjakym zpUsobem zabranit reagovani cholesterolu obsazeného v jinych
frakcich, nez je frakce HDL (Cili ve frakcich non-HDL), s ¢inidlem pro stanoveni cholesterolu. Podle zpUsobu
provedeni této zabrany, se metoda jmenuje.

¢ Blokovaci metody (princip: maskovani non-HDL, tj. vSech tfid lipoproteind kromé& HDL, blokovacim
Cinidlem)
- LDL, VLDL a CHM vytvofi s blokovacim €inidlem komplexy neschopné reakce s enzymovym

¢inidlem; to reaguje pouze s cholesterolem obsazenym v HDL
Vyrobci souprav: Roche (HDL-C Plus Assay), Sentinel, Dialab

- blokovaci ¢inidlo se adsorbuje na povrch LDL, VLDL a chylomikronl a pfevede je na rozpustné
komplexy odolné denaturaci; naopak HDL se zdenaturuje a cholesterol uvolnény z HDL se

enzymaticky stanovi
Vyrobci souprav: Dajichi Pure Chemicals Company, Japonsko; Genzyme Corporation, Cambridge, Velka Britanie

¢ Imunoinhibiéni metody (princip: maskovani non-HDL pomoci specifické protilatky)
- za pouziti €inidla obsahujiciho protilatky proti apoB a apoC-Ill dojde k tvorbé komplext vSech
tfid lipoproteint kromé& HDL; potom se enzymaticky stanovi cholesterol v HDL
Vyrobci souprav: International Reagent Corporation, Japonsko (IRC)
- ¢inidlo s obsahem protilatek proti lidskym B-lipoproteinim vytvofi s non-HDL LP rozpustné
komplexy, které nereaguji s enzymatickym €inidlem; s tim naopak reaguje cholesterol obsazeny

v HDL (tzv. imunoseparacni metoda)
Vyrobci souprav: Wako Pure Chemical Industry, Japonsko
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e Eliminaéni metoda (princip: postup zahrnujici odstranéni non-HDL a v nich obsaZeného
cholesterolu)
- Pufr o specifické iontové sile rozrusi non-HDL, cholesterol v nich obsaZeny je enzymaticky
pozménén a uvolnény peroxid vodiku rozlozen katalazou; v dalSim kroku dojde k inhibici
katalazy azidem sodnym, k rozpusténi HDL-cholesterolu v detergentu a jeho naslednému

enzymatickému stanoveni
Vyrobci souprav: Denka Seiken Co., Japonsko; Randox Laboratories Limited, Velkd Britanie

Souhrn

e non-HDL vytvofi s blokovacim &inidlem (blokovaci metody) nebo s protilatkami (imunoinhibi¢ni
metody) nerozpustné nebo rozpustné komplexy (v nich obsazeny cholesterol nereaguje) a
enzymaticky se stanovi cholesterol v HDL

e non-HDL se rozrusi pufrem, non-HDL cholesterol je pozménén a enzymaticky se stanovi cholesterol
v HDL (elimina¢ni metoda)

Principy metod u dvou konkrétnich diagnostickych souprav od dvou vyrobcu

- Diagnosticka souprava firmy Sentinel, HDL Cholesterol, Direct Liquid D.P.R., vyuZiva ve vhodném prostredi (pufru a tzv.
tenzidl — povrchové aktivnich latek — se specifickou afinitou k jednotlivym tfidam lipoprotein() sérii enzymatickych
reakci k eliminaci cholesterolu v ¢asticich LDL a VLDL a dalsi sérii enzymatickych reakci k prevedeni HDL-cholesterolu na
chinonové barvivo, jehoz intenzita zbarveni se fotometruje (eliminacni metoda); fotometrie pfi 600 nm

- Diagnosticka souprava firmy PLIVA-Lachema Diagnostika, HDL Cholesterol Direct Liquid 80, pouZiva protilatku proti
lidskym lipoproteinim, ktera reaguje se vsemi lipoproteiny kromé HDL. Vzniklé imunokomplexy nemohou reagovat
v nasledné reakci vyuZzivajici cholesteroloxidazu a peroxidazu (viz enzymové stanoveni cholesterolu) a reaguje pouze
cholesterol v HDL ¢&asticich. Vznikly peroxid vodiku reaguje v pozménéné Trinderové reakci na modré barvivo, které se
fotometruje pfi 593 nm (imunoseparacni metoda)

Referenéni metody
vyuzivaji kombinace ultracentrifugace, selektivni precipitace a stanoveni cholesterolu s vyuzitim Abellovy-
Kendallovy metody (viz Cholesterol)

Hodnotici Dolnimez Horni mez
meze: [mmol/l] mmol/l]
Muzi 1,00 2,10
Zeny 1,20 2,70

Kromé absolutni hodnoty je dulezity i vztah k ostatnim bézné stanovovanym lipidim (cholesterolu a TG) a
relativni obsah HDL-cholesterolu v celkovém cholesterolu. Obecné plati — ¢im vy$8i podil HDL-cholesterolu
a ¢im méné celkového cholesterolu, tim lépe. Vychazi se z toho, Ze HDL &astice plini roli ,odklizeCe*
cholesterolu (bunky obsahujici pfebytek cholesterolu mohou HDL &asticim nadbyte€ny cholesterol
odevzdat).

14.5.4.2. Metody stanoveni LDL-cholesterolu

LDL-cholesterol (LDL-C) je cholesterol nachazejici se v LDL &asticich. VSe, co bylo fec¢eno o stanoveni
HDL cholesterolu, plati prakticky i pro stanoveni LDL cholesterolu, kromé vypo¢tu, ktery metody stanoveni
oproti stanoveni HDL cholesterolu rozsifuje.

Vypocet koncentrace LDL-C
Friedewald, W.T. (1972): LDL-C = cholesterol - (TG x f) [mmol/l], kde f = VLDL-C/VLDL-TG = 0,45

Jina forma této rovnice : LDL-C = cholesterol - ((TG/2,22) + HDL-C)
Podminka platnosti vypoctu: triacylglyceroly < 5,6 mmol/l

Existuje nékolik mozZnosti vypoctu, coZ jsou modifikace plvodniho Friedewaldova vzorce, které zahrnuji hladinu celkového
cholesterolu, HDL-cholesterolu a triacylglycerold. Vypocty jsou vice ¢i méné ovlivnény hypertriacylglycerolémii.

Ultracentrifugacni separace lipoproteint
Rozdéleni/separace lipoproteint v solném gradientu na zakladé jejich flotace (viz tabulka na str. 2).
Neuziva se rutinné (v bézné praxi zdravotnické laboratore).
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Vysokoucinna gelova chromatografie (HPGC)
Principem je déleni na zakladé velikosti molekul, na vystupu kolony je spfazena enzymaticka reakce s fotometrii pfi 550
nm; vyhodou je stanoveni LDL-C bez Lp(a)

Precipitace sulfatovanymi polyanionty
Principem je selektivni precipitace HDL-C latkami jako jsou dextran, polyvinylsulfat, heparin)

Priklady pouziti u nékterych vyrobcu dg. souprav:
- heparin v citratovém pufru (Merck)
- polyvinylsulfat v pfitomnosti EDTA a polyetylenglykolmetyléteru (ROCHE) o n Obecny vzorec

\ /O polyvinylsulfatu
D-glucosaming _/S
o o~ \
CHaOS03 (@]
Q
D-glucosamine OH
e wanee | o Heparin je glykosaminoglykan (GAG), Tyto GAG predstavuji

komplex heterogennich smési opakujicich se disacharidovych
jednotek slozenych z uronovych kyselin (kyseliny D-glukuronova

0 @ HHl
COOH
- =0
M- cetyl-D-glucosamine D-glucuranic add (;) OH \S 039
chposef COCH 0
0 =

o 0 HH 0303 nebo L-iduronova) a D-glukosaminu nebo N-acetyl-D-
H oH N glukosaminu. Kazda monosacharidova jednotka mize byt
e ° 7. sulfatovdna, pfi¢emz stupen sulfatace je rzny — od zadné
HM CHg sulfatové skupiny na monosacharidu po tfi skupiny na jednom
Y monosacharidu.

Elektroforetické stanoveni LDL-C
Principem je separace lipoproteint v agarosovém gelu v barbitalovém pufru o pH 8,6, s enzymatickym vybarvenim
frakci.

Imunoseparacni metoda

Principem je selektivni imunoprecipitace VLDL, IDL a HDL pomoci polystyrenovych latexovych €astic s navazanymi
polyklonalnimi protilatkami proti apoA-1 a apoE. Precipitované ¢astice se zachyti na filtru, LDL a Lp(a) zGstavaji ve
filtratu a v nich obsazeny cholesterol se

enzymaticky méfi.

HYDRAGEL LDL/HDLCHOL Direct 15/30
Homogenn" (p","’me’) metody 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 6 27 2w 28 30
(srovnej téz stanoveni HDL-C)
o Metody vyuzivajici polyétery v
kombinaci se sulfatovanymi

cyklodextriny: non-LDL vytvofi
neprecipitujici komplexy s a-
cyklodextrinsulfatem, cholesterol v
téchto komplexech enzymatické
reakci nepodléha; pomoci
neionogenniho detergentu se
rozpusti LDL a cholesterol v nich
obsaZeny se stanovi enzymaticky

(bloka&ni metoda)
Vyrobci souprav: Kyowa Medex, Japonsko; Roche

Eliminaéni metoda (detergent
assay): €inidlo obsahujici kombinaci
polyaniontu a amfoterniho detergentu

| «q¢—HDL Chol
- VLDL + Lp(a) Chol
~«——LDL Chol

Elektroforeogram déleni cholesterolu na foliich s agarosovym gelem
Hydragel LDL/HDLCHOLDirect 15/30 fy Sebia

rozru$i non-LDL ¢&astice a rozpustény cholesterol je enzymaticky pozménén za tvorby peroxidu, ktery je
rozlozen katalazou; v dal$im kroku se pfida reagencie s neionogennim detergentem, dojde ke zruSeni
"blokovani" LDL a k rozpusténi LDL-cholesterolu, ktery se stanovi enzymaticky

Vyrobci (dodavatelé) souprav: Wako, Randox, BioVendor, PLIVA-Lachema Diagnostika aj.

Homogenni zakalova metoda (turbidimetrie): non-LDL astice jsou zamaskovany dipolarnim
detergentem, sou€asné je jim tak také zabranéno tvofit komplexy. Po pfidani smési
pufr/polyanion/detergent/Mg®* vytvori LDL &astice s polyaniontem (ktery ma tvar viakna, nazyva se
tentacle, coZ doslova pfeloZzeno znamena chapadlo) specifické komplexy, které jsou zesitovany pomoci
hofec€natych kationtl (polyanion omota LDL ¢astice a mezi vlakny i v samotném vlaknu se vytvori
mustky pomoci Mgz+) . Vznikla turbidita se méfi fotometricky.

Pavel Nezbeda

14-23



Klinicka biochemie Kapitola 14: Lipidy

Schéma tvorby specifického komplexu LDL ¢astic s polyaniontem a hore¢natymi ionty

Vysvétlivky k obrdzku vievo:

hofeénaté ionty (Mg”")
@ zdporny ndboj na polyaniontu

\ PAMPS (tentacle polyanion)

Poznamka: tentacle (,,chapadlovy”) polyaninon = PAMPS, tj. kyselina poly-(2-akrylamido-2-methyl-1-propansulfononovd)

Referenéni metoda

Referenéni metodou je tzv. beta-kvantifikace, ktera kombinuje ultracentrifugaci, precipitaci (heparin + MgCl,)
a referenéni metodu stanoveni cholesterolu podle Abella-Kendalla.

Z metod nejvice pouzivany vypocet je v posledni dobé postupné nahrazovan pfimym stanovenim LDL-C
(homogenni metody).

Hodnotici meze:
Dolni mez: Horni mez:
1,20 mmol/l 3,00 mmol/l

Obecné plati, ze hodnota LDL-cholesterolu by méla byt co nejnizsi. Vychazi se z toho, ze LDL &astice transportuji
cholesterol do tkani (srovnej schéma metabolismu lipoproteint).

14.5.4.3. Klinické poznamky

Hladina cholesterolu v séru vykazuje pozitivni korelaci s vyskytem aterosklerézy a koronarnim srde¢nim
onemocnénim. Totéz vSak plati i o triacylglycerolech. U pacientl s cévnimi chorobami mohou byt zvySeny
VLDL (hladina LDL normaini), LDL (hladina VLDL normaini), LDL i VLDL. Diabetes mellitus, lipoidni
nefréza, hypotyreoidismus a jiné stavy hyperlipidémie, tj. choroby s dlouhodobé zvySenymi hladinami VLDL,
IDL nebo LDL jsou €asto provazeny pfed€asnou nebo velmi zavaznou ateroskler6zou. Nizka hladina
krevniho cholesterolu je typicka pro hypertyreoidismus.

Dojde-li k poruse rovnovahy mezi rychlosti tvorby triacylglycerolu a jejich degradaci ¢i odsunem, mlze dojit
ke ztu€néni jater. PFi¢inou mohou byt stoupajici hladina volnych mastnych kyselin v plazmé (mobilizace
tuku v tukové tkani, hydrolyza lipoproteind, hydrolyza triaclyglycerold v chylomikronech, potrava s vysokym
obsahem tuku, hladovéni) nebo metabolicky blok produkce plazmatickych lipoproteint (zablokovani syntézy
apolipoprotein(, zastaveni syntézy lipoproteinu z lipidu a apoliproteinu, nedostatek fosfolipidu, které jsou
soucasti lipoproteinu, Spatny sekre¢ni mechanismus). Syntézu apoproteinti mohou blokovat i napf. néktera
antibiotika (puromycin), ale také tetrachlormetan, chloroform, fosfor, arsen, olovo a jiné latky.

Pro zvidavé studenty. Pro sniZovdni sérového cholesterolu maji vyznam

e zména stravy; jedna se zejména o nahradu nékterych nasycenych mastnych kyselin polyenovymi mastnymi
kyselinami a mastnymi kyselinami s jednou nenasycenou vazbou, tedy o zatrazeni pfirozené se vyskytujicich olej
s polyenovymi mastnymi kyselinami (slunecénicovy, kukuricny, séjovy) ¢i oleji s mastnymi kyselinami s jednou
nenasycenou vazbou (olivovy) do jidelni¢ku. Podstata ucinku téchto kyselin neni zndma, predpoklada se ucinek
na metabolismus (zrychleni katabolismu LDL) prostfednictvim ovlivnéni LDL- receptoru aj.

e zpusob Zivota; hladina cholesterolu je ovliviiovana hladinou mastnych kyselin, které zase reaguji napr. na nikotin
(kouteni), psychické stresy, fyzickou inaktivitu apod.

e |éc¢ba (nepomohou-li predchozi dvé aktivity). Zde se zasahuje do metabolismu cholesterolu napft.
cholestyraminovou pryskyfici (Questran), ktera prerusi enterohepatdlni obéh Zlucovych kyselin (tyto produkty
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degradace cholesterolu se nevylouci stolici zcela, ale ¢ast se vraci enterohepatalnim obéhem do jater a zpétnou
vazbou snizuji preménu cholesterolu na Zlu¢ové kyseliny; po preruseni tohoto plsobeni pryskyfici nebo
chirurgicky, probiha pfeména cholesterolu na Zlucové kyseliny zvySenou mérou). Resorpci z gastrointestinalniho
traktu mudze sniZovat sitosterol, rostlinny sterol. Nékterd Iéciva plisobi na rlznych trovnich biosyntézy
cholesterolu jako inhibitory (mevastatin a lovastatin z hub). Klofibrat a gemfibrozil ovliviuji sekreci VLDL z jater.

Nejnovéjsi technikou pro stanoveni lipoproteinti je nuklearné magneticka rezonanéni spektroskopie
NMR-spektroskopii (Nuclear Magnetic Resonance Spektroskopy; viz str. 11-32), k tomuto ucelu poprvé
pouzil v devadesatych létech minulého stoleti James D. Otvos, Ph.D., profesor biochemie, ktery touto
technikou studoval proteiny. Vyvinul techniku, kterou se daiji relativné levné stanovit pfimo lipoproteinové
Castice, zejména LDL. Vzhledem k tomu, Ze aterogenni jsou primarné pravé tyto castice, konkrétné
apoproteiny, nikoliv samotny cholesterol (ten pfipadné az nasledné po oxidaci), je to pfima cesta zjisténi
kardiovaskularniho rizika, pfesngjSi a spravnégjsi nez méfeni prostfednictvim cholesterolu.

Komer¢ni test fy LipoScience, Inc.: NMR LipoProj‘iIe® test pro stanoveni LDL-P (LDL- Castic, P = particle, ¢astice)

Vysvétleni nesouhlasu mezi stanovenim LDL castic
prostfednictvim cholesterolu (LDL-C) a NMR-spektroskopii,

Triglycerides . L L
LDL-C ktera stanovuje pfimo LDL castice (LDL-P)
Cholesterol estimates Obsah cholesterolu v lipoproteinovych ¢asticich pfirozené
LDL levels

kolisa, proto zjisténé hodnoty LDL-C a LDL-P jsou velmi

Casto v zdjemném rozporu. Z klinického hlediska, tzn.

z hlediska spravného stanoveni kardiovaskularniho rizika a
nasledné adekvatni léCby, je vhodnéjsi stanoveni LDL-P.

LDL-P ) ; MizZe se totiz stat, Ze hladina LDL-C bude hodnocena jako

Particles directly v prizniva, pritom skutecny obsah Castic, Cili LDL-P, bude

quantify LDL levels . 52 2 .. . P Sz

v oblasti zvyseného rizika kardiovaskularniho onemocnéni.

LDL-C: Cholesterol estimates LDL levels = odhad hladiny LDL na zakladé stanoveni cholesterolu
LDL-P: Particles directly quantify LDL levels = ptima kvantifikace hladiny LDL zjisténim poctu ¢astic

Na principu NMR-spektroskopie pracuje automaticky analyzator Vantera Clinical Analyzer, ktery identifikuje a
kvantifikuje lipoproteinové ¢astice (viz str. 11-32).

14.6. Co jsou to lipidové indexy
Posuzovani hladiny celkového cholesterolu nestaci, vZdy je nutno sledovat i ostatni parametry, tj. hladinu
triacylglycerol( a HDL a LDL cholesterolu. Vyuzivaji se i tzv. lipidové indexy

Pomér [cholesterol] / [HDL-C]

Tento ukazatel vyjadfuje podil HDL cholesterolu k cholesterolu ve v§ech lipoproteinech (zejména v LDL). U muzi ma
mit tento pomér hodnotu mensi jak 5,0 (Iépe pod 4,5), u zen ma mit hodnotu pod 4,0 (Iépe pod 3,5). Nékdy je tento
pomeér definovan opacng, tj. [HDL cholesterol] / [cholesterol], hodnota pak v podstaté vyjadfuje procentovy (jednicovy)
obsah HDL cholesterolu v celkovém cholesterolu: muzi by méli mit alespon 20% HDL cholesterolu z celkového obsahu
cholesterolu, zeny alespor 25%

Aterogenni index (KLIMOV) = (cholesterol — HDL-C) / HDL-C
Hodnotici meze: 1-4,5

Hodnoty mezi 4 - 5 tvofi tzv. Sedou zénu, hodnoty nad 5 jsou vyrazné
patologicke.

Podminka platnosti vypoctu: cholesterol > 0,8 mmol/I ; HDL cholesterol >0 mmol/I

Body Mass Index
(BMI)= hmotnost [kg] / povrch téla [m’]

Hodnotici meze:
BMI > 25 nadvaha

Pomér LDL / HDL = LDL-C / HDL-C ‘
BMI > 30 obezita

Hodnotici meze: 1 - 3 (v podstaté doplnék, koreluje s Klimovem)

Novéji:

muzi BMI > 28 obezita
Zeny BMI > 27 obezita

Pomér TG / HDL = triacylglyceroly / HDL-C
Hodnotici meze: 0,5 - 2,5 (novy index, nepfinasi nové informace)

Pomér apoA-1 / apoB = apolipoprotein A-1 / apolipoprotein B
Hodnotici meze: 1,4 - 1,6 (plati obecna zasada - ¢im vy3$i hodnota poméru,
tim leps$i); nékdy se pouziva tento pomér opacny, pak plati i opacné hodnoceni.
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14.7. Poruchy metabolismu lipidl se tykaji transportu nebo ukladani lipida
Poruchy metabolismu lipida (lipoprotein(l) se tykaji transportu lipidd (dyslipoproteinémie) nebo ukladani
lipidda v bunkach (sfingolipidozy).

14.7.1. Poruchy transportu lipidd

Poruchy metabolismu lipidd, dyslipoproteinemie (DLP), patfi mezi nejcastéji se vyskytujici metabolické
poruchy v populaci. Jsou jednou z pficin kardiovaskularnich onemocnéni, pfedevsim ischemické choroby
srdecni. Dyslipoproteinemie predstavuje celou fadu poruch metabolismu lipidd, které mohou mit mnoho
pficin. Na jejim vzniku se prakticky vzdy podili nejméné dva faktory — genetické a zevniho prostredi
(koureni, fyzicka inaktivita, strava). Jsou charakterizovany zménami v koncentracich cirkulujicich
lipoproteinl. Jedna se o specializovanou a slozitou problematiku, takze v tomto textu se omezime pouze na
informace dostate¢né pro zakladni, v podstaté laickou, orientaci v dané oblasti. Prvnim laboratornim
nalezem u dyslipoproteinemii je nejcastéji zvySena hladina cholesterolu a/nebo triacylglyceroll a/nebo
zvySena Ci snizena koncentrace HDL cholesterolu. ZvySeni hladiny LDL cholesterolu a triacylglycerolt a
snizena hladina HDL cholesterolu jsou nezavislymi rizikovymi faktory pro vznik ischemické choroby srdecni.

Obecné plati, ze pro prevenci ischemické choroby srdecni je Zadouci, aby byla hladina

° celkového cholesterolu < 5,0 mmol/l

° LDL cholesterolu < 3,0 mmol/l

° triacylglyceroll < 2,0 mmol/l

° HDL cholesterolu > 1,0 mmol/l a
° pomér cholesterol/HDL-C <5

Presnéjsi hodnotici meze jsou uvedeny v textu a shrnuty jsou v nasledujici tabulce.

Poznamka: Ve skuteénosti jsou priimérné hodnoty v ceské populaci jiné - primérné hodnoty cholesterolu jsou u
muzl cca 5,9 mmol/l a u Zen cca 5,8 mmol/l a koncentrace LDL zhruba 3,8 mmol/l u muzd a 3,7 mmol/l u Zen.

Spoleéné doporuéeni Ceské spoleénosti klinické biochemie CLS JEP a Ceské spoleénosti pro aterosklerézu CLS JEP ke
sjednoceni hodnoticich mezi krevnich lipida a lipoproteini pro dospélou populaci (odkaz)

Analyt jednotka dolni mez horni mez
Celkovy cholesterol (mmol/l) 2,90 5,00

LDL cholesterol (mmol/l) 1,20 3,00
HDL-cholesterol muzi (mmol/I) 1,00 2,10
HDL-cholesterol Zeny (mmol/I) 1,20 2,70
Triacylglyceroly (mmol/I) 0,45 1,70
apolipoprotein B (g/1) 0,5 1,00
apolipoprotein A 1 muzi (g/1)* 1,00 * 1,70 *
apolipoprotein A 1 zeny (g/1)* 1,10 * 1,90 *
Legenda:

*dolni a horni meze pro apolipoprotein A 1 nejsou hodnotami podle doporuceni pro prevenci kardiovaskuldrnich onemocnéni; pro
tento analyt 7ddnd doporucend hodnota neexistuje. Hodnoty uvedené v tabulce jsou hodnotami, které vybor CSKB doporucuje
uvdadeét na ndlezovych listech.

Dyslipoproteinemie (DLP) mizeme délit podle rGznych principu
e Podle jejich etiologie (pficiny), které jsou vrozené a sekundarni
e Podle laboratorniho nalezu, klasifikace Frederiksonova a klasifikace terapeuticka

Vrozené DLP 3
Je popsano nékolik desitek poruch v metabolismu lipidd; v CR asi 2% populace s touto poruchou.
Déli se na
a) monogenni (zplsobené mutaci v jednom genu)
i) familidrni hypercholesterolemie
i) familidrni defekt apoBiq
iii) familidarni hyperchylomikronemie
b) polygenni (zplsobené mutaci ve vice genech)
i) polygenni hypercholesterolemie
ii) polygenni familiarni hypertriglyceridemie
iii) familidrni kombinovana hyperlipidemie
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iv) familidrni dysbetalipoproteinemie
v) vrozena hyperlipoproteinemie typu V

Sekundarni DLP se mohou rozvijet zevnimi pfi¢inami a/nebo ucinkem jinych akutnich &i chronickych
onemocnéni
(endokrinni, diabetes mellitus, onemocnéni jater, ledvin, akutni a chronickd infekéni onemocnéni,
obezita, poruchy pfijmu potravy, ale i pfi fyziologickych stavech (téhotenstvi), také Gcinkem 1ékd a
toxinu (i alkoholu).

DLP podle laboratorniho nalezu
a. Kilasifikace Fredericksonova (ptvodni déleni dyslipopoteinemii, hyperlipoproteinemii). Klasifikace

vychazela z Fredericksonova elektroforetického schématu (viz str. 11-18). Jedna se o tzv.
fenotypizacni klasifikacni schéma“:

e Typ |, primarni hyperchylomikronémie (zvyseni chylomikrona)

e Typ lla, primarni hypercholesterolémie (zvyseni LDL)

e Typ llb, primarni kombinovand hyperlipoproteinémie (zvyseni VLDL + LDL)

e Typ lll, primarni dysbetalipoproteinémie (zvySeni f—VLDL)

e Typ IV, primarni hypertriacylglycerolémie (zvySeni VLDL)

e TypV, primarni kombinovana hyperlipoproteinémie (zvyseni VLDL + chylomikron()
Protoze tato klasifikace neodpovida zcela genotypu, tj. genetické porucha se muze projevit rdzné,

¢i dokonce v pribéhu choroby mlze jeden fenotyp pfechazet v druhy, byla toto typizace postupné
opusténa.

b. Terapeuticka klasifikace: jak vyplyva z pfedchoziho textu, dyslipoproteinémie jsou pfedevsim
hyperlipidémie (hypolipidémie jsou vzacné):
e Hypercholesterolémie (téz izolovana hypercholesterolémie): izolované zvySeni celkového
cholesterolu, pfevazné v LDL
e Kombinovana hyperlipidémie: souCasné zvyseni cholesterolu i triacylglycerol
e Hypertriacylglycerolémie=hypertriglyceridemie (téz izolovana hypertriacylglycerolémie
pfipadné izolovana hypertriglyceridémie): izolované zvyseni triacylglycerol(

Zakladnim laboratornim vysetienim je stanoveni hladin celkového cholesterolu a triacylglycerol(.

Pro pfesnéjsi rozliSeni poruchy
- se stanovuji hladiny cholesterolu v HDL a v LDL (HDL-C a LDL-C,) apoA-l a apoB100, pfipadné
dalsich apolipoproteind
- muze se provést elektroforéza lipoproteint
- mohou se provést dalSi specializovana vysetreni krevnich lipidd.

Specializovana vysetreni krevnich lipida
Dostupna pouze na nékolika specializovanych pracovistich
o VySetfeni DNA metodami molekularni biologie (defekt genu pro apoB100 a defekt genu pro LDL
receptor) pro upfesnéni diagnostiky familiarni hypercholesterolémie
e VySetreni apoE (na izoformy E2, E3, E4) u dysbetalipoproteinemie
o VySetreni defektu lipoproteinové lipazy, jaterni lipazy, apoC-I1l, LCAT, CETP pro potifeby
diagnostiky nékterych vzacnych poruch metabolismu lipidd
o VySetreni funkéni aktivity LDL receptort (stupen postizeni LDL receptor(l) u nemocnych
s familidrni hypercholesterolemii

Vzhledem k zavaznosti dopadu je sledovani poruch metabolismu lipidG velmi dulezité a je Zadouci, aby
pfisludna laboratof dodavala relevantni vysledky analyz.

Poznamka: Nutno dodat, Ze nazory mnohych odbornik( se od uvedenych (véetné ,,Doporuceni”) diametralné lisi a za plvodce
poruch lipidového metabolismu jsou povazovany (velmi zjednodudsené fe¢eno) zejména ,,AGE’s” (viz. str. 14-25 a 14-26 v kapitole
14) a cukr, jako takovy.
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Mechanismus rozvoje DLP

Genetické vlivy —» hypercholesterolémie

1 HDL-C CHOLT

—> Kombinovana DLP

Vlivy zevniho
prostredi

Vlivy jinych
onemocnéni

1 HDL-C CHOL?

—» Hypertriglyceridemie

Stanoveni lipidii - prepreanaltyticka faze:

Pacient pred odbérem krve ma byt lacny po dobu 12 — 14 hodin, predchozi 2 — 3 dny ma byt vynechan alkohol. Pred
vlastnim odbérem je nutna poloha v klidu v sedé po dobu nejméné 10 minut.

Vysetieni nema byt provadéno, kdyz pacient

e nedodrZoval 2 tydny pred odbérem krve sviij bézny Zivotni styl

e nedavno probéhlo nebo je pfitomno akutni ¢i subakutni onemocnéni

e je dekompenzovany diabetes mellitus

e pacientka je téhotna nebo je v obdobi do % roku po porodu.

Vysetreni u pacienta dosud neléceného na dyslipoproteinémie musi byt zopakovano v obdobi 1 — 8 tydnl v téze
laboratofi a pacient béhem této doby nesmi zménit své stravovaci navyky a hmotnost.

14.7.2. Poruchy z ukladani lipida
Poruchy z ukladani lipidd maji svijj plvod v defektech buné&nych enzymu zucastnénych v preménach
lipidd. Déli se na

e metabolické poruchy katabolismu cholesterolu
o Wolmanova choroba, vzacna dédi¢na porucha metabolismu, pfi niz se ukladaji estery
cholesterolu a triacylglyceroly do bunék jater, ledvin, nadledvin, hematopoetického systému a
do tenkého stfeva

o Familiarni deficit LCAT, dalsi vzacna dédi¢nd porucha, v séru jsou zvyseny triacylglyceroly,
hladina cholesterolu je variabilni, chybi estery cholesterolu, lipidy se ukladaji na rohovce, kterd
je mlééné zakalena, v glomerularni membrané (dochazi k proteinurii), v kostni dfeni a ve sleziné
(sea blue histiocyty), v erytrocytech (anémie), v cévni sténé (ateromy), dochazi i ke zméndm
v plazmatickych lipoproteinech (abnormalini charakter elektroforézy lipoproteint)

e poruchy v preméné sfingolipidi — sfingolipidézy.
Jedna se o skupinu dédi¢nych poruch sfingolipidd, (membranovych lipidd). Tyto lipidy se hromadi
v riznych organech. Jména chorob jsou podle ukladajiciho se lipidu (gangliozid6za,
glukocerebroziddza, galaktosylceramidéza, ceramidtrihexosidéza, sfingomyelindza, ceramidéza),
pfipadné podle autora, ktery ji prvni popsal (glukocerebrozid6za — Gaucherova choroba,
ceramidtrihexosidéza — Fabryho choroba apod.).
Tyto choroby se vyskytuji vétSinou v nékolika formach, prakticky vzdy vedou k mentélni retardaci,
degeneraci nervového systému, poSkozeni zraku a dal§im zavaznym defektim.
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14.8. Kli€ovou ulohu v ateroskleréze hraje zanét
Na rozdil od skute¢né infekce, kde zanét pomaha odrazit invazi mikroorganismu, v tomto pfipadé pusobi
Skodlivé (podobné jako napf. u revmatoidni artritidy a jinych chorob zanétlivého plvodu).

Souhrn

e Ateroskleréza = nebezpecné hromadeéni tukovitych depozit (platd) v tepnach. Tento déj je
podporovan zanétem.

e Zanétje i pric¢inou toho, Ze nékteré platy pukaiji: na povrchu rozpadlych plati dochazi k torbé
krevnich srazenin, které mohou artérie ucpavat a vést tak k srdeénimu infarktu nebo mozkové
mrtvici

e Nadbytek LDL muze ve sténach tepen spoustét zanétlivou reakci. Tlumeni této reakce léky je
podstatou soucasné IéCby aterosklerézy. Soucasné se hledaji cesty, jak zabranit zanétu jinym
zpusobem

e Kromeé stanoveni cholesterolu se hledaji dalSi testy popisujici stav aterosklerézy (napf. stanoveni

hladiny CRP)

Markerem nestability aterogenniho platu je pfedevSim myeloperoxidaza (MPO), lyzosomalni enzym ze
skupiny peroxidaz, pfitomny v primarnich (azurofilnich) granulich leukocytt (podrobnosti viz napf. zde).

Pro zvidavé studenty.

Vznik platu v cévni sténé
Tukovita depozita Cili platy vznikaji v cévni sténé. Cévni sténu tvori tfi vrstvy:

Intima, kterd je tvorena predevsim endotelovymi bunkami vystylajicimi cévy. Tyto buriky jsou uloZeny na tenké vrstvé
mezibunécné hmoty (matrix) fidkého vaziva protkaného tu a tam malo diferencovanymi elementy hladkého svalstva

PFi normalnich koncentracich LDL-cholesterolu v krvi, mGze LDL-cholesterol volné
prechdzet do intimy i z ni volné odchazet. Je-li LDL-cholesterolu v krvi nadbytek, za¢ne
se v mezibunécéné hmoté intimy hromadit. Lipidy v LDL ¢astici postupné za¢nou
podléhat oxidaci, méni se jejich struktura. Soucasné dochazi ke glykosylaci bilkovinné
slozky LDL (vyznamné zejména u diabetik(). Buriky cévni stény vnimaji tyto
zmény jako podnét k aktivaci obranného systému organismu.

(produkuji matrix)

Media, obsahuje zejména burky hladké svaloviny

Adventia, coz je vnéjsi vrstva cévy.

Postupné dochdzi k temto déjum
Na svém povrchu obraceném do krevniho fecisté zacnou buriky cévni stény vystavovat adhezivni molekuly, které ulpivaji na

monocytech. Diky tomu monocyty
vypadavaji z krevniho proudu, kouleji se
po vnitfnim povrchu cévy, az pfilnou

k arteridIni sténé.

Endotelové buriky a elementy hladkého
svalstva intimy za¢nou produkovat
chemokiny, které pritahuji monocyty a
zpUsobi, Ze monocyty za¢nou pronikat do
intimy

Chemokiny a ostatni latky vznikajici

v endotelu v bunkach hladkého svalstva
pfiméji monocyty k déleni a diferenciaci
v aktivni makrofdgy. Makrofagy se na
svém povrchu vybavi specialnimi
receptory a s jejich pomoci zacnou Cistit
cévni sténu a pohlcuji pozménéné Castice
LDL. Vysledkem je makrofag preplnény
tukovymi kapénkami — pénovd burika (viz
téz str. 11-15)

PUsobenim adhezivnich molekul a
chemokind pronikaji do intimy i 7-
lymfocyty, které uvolnuji cytokiny
(prendseji signal mezi burikami
imunitniho systému a organizuji jejich
¢innost), jez posiluji zanétlivou reakci

Pavel Nezbeda
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tepenné steny.

e  Kombinaci pénovych bunék s mensim poctem T-lymfocytl vznikaji tzv. tukové prouZky, ptedchldci komplexnich platd, které

posléze deformuji artérie.

Progrese platu

e Zanétlivé molekuly mohou iniciovat dalsi rdst
platu a utvdreni vidknité capky nad lipidovym
jadrem. V podstaté se jedna o hojivy proces.
Bunky hladké svaloviny medie migruji na povrch
intimy, kde se mnozi a produkuji tuhou vldknitou
(kolagenovou) matrix, ktera drzi bunky
pohromadé. Capka zvétiuje plat, ale soucasné ho
bezpecné oddéluje od krve.

Prasknuti platu

e Zanétlivé latky vylu¢ované pénovymi burikami
mohou zeslabit ¢apku natravenim molekul matrix
a ohrozenim bunék hladké svaloviny, které potom
nejsou schopny capku opravit. Na zanétlivych
procesech uvnitf artérii se mohou podilet i
nékteré viry a baktérie (herpetické viry,
Chlamydia pneumoniae), snad i vzdalena infekce.
Naruseni platu vlivem zanétu je proces velmi
rychly, trva nejdéle dva dny.
Pénové bunky mohou na svém povrchu vystavit
tkariovy faktor, ktery je mocnym inicidtorem
sraZeni. Déje se tak napf. pusobenim T-bunék (na
platu) na makrofagy, které pak vytvareji vysoké
hladiny tohoto faktoru. Pfi pfipadném prasknuti
platu dojde k tvorbé srazeniny (trombu), ktera
muZe zastavit tok krve v artérii a zpUsobit infarkt
nebo mrtvici.

Kladna aloha HDL lipoproteint

v ateroskleréze
(podrobnéji viz Gvodni ¢lanky této kapitoly o apolipoproteinech,
lipoproteinech a jejich metabolismu)

e Brani oxidaci LDL, protoze mohou
prepravovat antioxida¢ni enzymy
schopné odbouravat oxidované lipidy.
Tim se potlauje zanét.

e Dopravuiji cholesterol do jater za
ucelem odstranéni nebo recyklace.

Viaknita capka

Migrujjici bunka
hladkeho svalstva
Tukové jadro

Srazenina

Enzym odbouravajici matrix

Cytokiny, které
narusuji bunky
hladkého svalstv.
Prasklina

Prasknuti platu

Pouze asi 15% infarktt je zplsobeno ucpanim cévy platem.

V ostatnich pfipadech rostou platy spiSe dovnitf cévni stény a pficinou infarktu je vznik trombu popsany vys v textu.
Potlaceni zdnétu napf. aspirinem ma kladny vliv na potlaceni rizika vzniku AIM. Hodnota CRP m(iZe napovidat o
probihajicim zanétu v organismu a o vysi rizika AIM i pfi normalni hladiné cholesterolu. Platy, které vycnivaji do
tepenného lumen zplsobuji anginu pectoris, tj. pocity tisné, bolesti nebo tlaku, obvykle pod hrudni kosti, zvl. pfi
zvySenych néarocich na dodavku krve (namaha, stres). Platy, které nevycnivaji do prostoru cévy, ale jsou uvnitf stény,
jsou pfi prasknuti pficinou ne¢ekaného infarktu, bez predchozich varovani (jako je tomu napf. u anginy pectoris). Dale
jsou pficinou toho, Ze |é¢ebné postupy zamérené na rozsiteni cévniho prisvitu (baldnova angioplastika, zasouvani
draténych klecovych stentll) nebo chirurgicky vytvoreny bypass sice omezi bolesti na hrudniku, ale ¢asto nezabrani
dalsimu infarktu. OSetfené arterie se Casto brzy znovu ucpavaji — zifejmé nasledkem silného zanétu, ktery mlze

vzplanout po lé¢ebném zékroku.

Peter Libby, Ateroskleréza: Novy pohled, Scientific American, Ceské vyddni, kvéten 2002 str. 29 —37

Pavel Nezbeda
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14.9. Nékolik slov o polyenovych mastnych kyselinach

Na zavér jesté nékolik slov pro zvidavé studenty o urcitych nenasycenych mastnych kyselinach, diskutovanych zvlasté
v souvislosti s predchozim tématem. Jedna se o tzv. ®—3 (neboli n-3) a ®-6 (neboli n-6) nenasycené mastné kyseliny,
o se nazyva posledni uhlik v mastné kyseliné (srovnej téZ s vykladem na str. 11-21).

14.9.1. Omega-3-nenasycené mastné kyseliny (n-3 kyseliny)

maji nejvzdalenéjsi dvojnou vazbu na tfetim uhliku od koncové (tj. ,omega“) methylové skupiny. Vyskytuji se v tuku
moftskych Zivocichl a nékterych rostlinnych olejich. Tyto mastné kyseliny mohou modulovat sloZeni leukotrient
(hormony lipidové povahy odvozené od kyseliny arachidonové, se tfremi dvojnymi vazbami, stimuluji uvolfiovani
prostaglandin(), ovliviiovat syntézu prostaglandin(, inhibovat agregaci desticek a zvySovat pomér HD k LD
lipoproteinim, zatimco obecnd hladina lipidd (zvlasté triglyceridd) klesa. Existuji dlikazy, Ze mohou inhibovat nékteré
typy rakoviny.

Kyselina a-linolenova OH EPA (EicosaPentaenoicAcid)
(Kyselina all-cis-oktadeka-9,12,15-trienova; esencialni) (Kyselina all-cis-eikosa-5,8,11,14,17-pentaenova)

S\ Oznacuje 3. uhlik od ,omega“ konce

DHA (DocosaHexaenicAcid)
(Kyselina all-cis-dokosa-4,7,10, 13, 16, 19-hexaenova)

14.9.2. Omega-6 nenasycené mastné kyseliny (n-6 kyseliny)
maji nejvzdalenéjsi dvojnou vazbu na Sestém uhliku od koncové methylové skupiny. Vyskytuji se prevazné
v rostlinnych olejich a olejich ze semen. Nékteré lékarské vyzkumy svédci o tom, Ze vysoky pomér hladin n-6
mastnych kyselin vzhledem k n-3 mastnym kyselindm mZe zvySovat pravdépodobnost vyskytu rlznych chorob a
depresi (nepftiznivé plsobeni pfi aterosklerdze, astma, artritidé, cévnich chorobach, trombdze, imunitné-zanétlivych
onemocnénich, pfi ristu nador(). Vedou se diskuse o tom, jaky pomér téchto kyselin je ,idedIni”. Faktem je, Ze
s postupem casu se v lidském jidelni¢ku prosazuji vice n-6 mastné kyseliny, na Ukor kyselin n-3. Nékteré nazory tvrdi,
Ze neni tfeba se starat o hladinu n-6 kyselin, ale staci zajistit vysokou koncentraci n-3 kyselin. Z pozitivnich Gcink( se
uvadi napf. plsobeni tkarové kyseliny arachidonové, ktera konvertuje na n-6 prostaglandiny a n-6 leukotrienové
hormony a tim vytvari znacny pocet cill na které se mohou zaméfit Ucinky |éCiv a takto se minimalizuji jinak
nepfriznivé ucinky n-6 latek. )

Oznacuje 6. uhlik od ,omega“ konce I

CHj,
o}
\
HO
_ .Ky.selma linolova ) ) Kyselina arachidonova
(Kyselina cis,cis-oktadeka-9,12-dienova) HO  (Kvselina all-cis-eikosa-5. 8.11.14-tetraenova)
X X
P
o
HO CHs 0 CHs
Kyselina y-linolenova . . . <
(Kyselina all-cis-oktadeka-6,9,12-trienova) OH Kyselina dihomo y-linolenova

(Kyselina all-cis-eikosa-8,11,14-trienova)
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14.10. Dodatky

14.10.1. Coated pits ¢ili potazené jamky

Na obrazku je znazornéna receptory zprostfedkovana endocytéza, se kterou jsme se jiz setkali pfi vykladu o
metabolismu Zeleza. Obrazek je dostate¢né ndzorny k pochopeni pojmu coated pits (potazené jamky).

Vysvétlivka: Klathrin (clathrin) je bilkovina, ktera se zucastiuje tvorby vacka pri receptorem zprostfedkované
endocytoze.

llustraéni obrazek k pojmu coated pits

Clathrin
Receptor l&a":grs'aén e Invagination

Vesicle N\
formation

protein  cjathrin Dynamin

Coat protein
@ Transport of recycling
receptors to
cell surface
for recycling

(®) Fusion with early
endosome and |
release of ligand J

Transport to -
; late endosome
\ for digestion

Receptory zprostfedkovand endocytdza

14-32
Pavel Nezbeda



Klinickd biochemie Kapitola 14: Lipidy

14.10.2. NMR-spektroskopie

Nuklearni magneticka rezonanéni spektroskopie

Nuklearni magneticka rezonancni spektroskopie patfi mezi analytické optické metody zalozené na absorpci
elektromagnetického zareni. Jadra nékterych atom mohou, diky svému magnetickému momentu,
absorbovat v silném magnetickém poli elektromagnetické zareni, odpovidajici vinovou délkou radiovym
vinam (kmitocet 60 — 1000 MHz). Absorp&ni maxima v pfislusném spektru informuji o struktufe zkoumané
slouceniny. Obecné podava NMR spektroskopie komplexni informace o vnitini struktufe a usporadani
hmoty .

Pasobenim magnetického pole na atom se méni energeticka hodnota tzv. jaderného spinu. Dojde

k rozstépeni jednotné hladiny energie spinli na dvé, nizsi a vysSi. Pfi ozafeni atomu s takto rozdélenymi
spiny radiofrekven¢nim zarenim muze dojit k absorpci tohoto zafeni a pfechodu jednotlivych spind na vyssi
hladinu.

NMR spektroskopie se v chemii vyuziva ke studiu nizkomolekuarnich latek i k objasfiovani struktury velkych
molekul, napf. bilkovin a nukleovych kyselin, své uplatnéni nalezla i ve farmacii a v potravinarském
primyslu. V Iékafstvi je hojné vyuZivana zobrazovaci technika zaloZzena na nuklearné magnetické rezonanci
znama jako magneticka rezonance, resp. jako MRI (magnetic resonance imaging) v anglosaském svété.

V posledni dobé nasla analyticka metoda zalozena na nuklearni magnetické rezonanci své misto i

v klinické laboratorni analytice (identifikace a kvantifikace lipoproteinovych ¢&astic).

H
H o
H-x::—o do-
H
H
Stolni pfistroj Pulsar
(OXFORD Instruments)
uJ A
— 1! L
| | ! l ! I | l
g T 5 4 3 2 1

5
ppm

Ukazka NMR spektra a naznaceni
identifikace atom( a skupin

Stolni pfistroj Fourier 60,
vhodny pro vyuku
(BRUKER)

®

‘I;‘ -

‘-.
4

w

NMR spektrometr INCA od fy Bruker

14-33

Pavel Nezbeda


http://www.fiercemedicaldevices.com/story/diagnostics-maker-liposcience-prices-40m-ipo/2013-01-25

Klinicka biochemie Kapitola 11. Lipidy a lipoproteiny

11.10.3. Kardiolipin

Esterifikaci glycerolfosfatu dvéma mastnymi kyselinami s dlouhymi fetézci vznika kyselina fosfatidovd (viz také
kapitola 15, str. 15-18). Esterifikaci glycerolu dvéma fosfatidovymi kyselinami vznika slozeny lipid difosfatidylglycerol
(glycerofosfolipid), zvany kardiolipin. Ten je dlleZitou soucasti vnitini mitochondridini membrany.

oﬁ/R1 R4\(O
o o R
o) Q \l/
o o
/”\ N7 N\ _O )]\ o °
R o P P o R
2 / >o o '\ 3 \ OH
HO OH o O\P/
R // SOH
| [ [ | °

Kyselina fosfatidova Glycerol Kyselina fosfatidova Kyselina fosfatidova

L |
Kardiolipin; 1,3-bis(sn-3"-fosfatidyl)sn-glycerol

o

U savcl maji vétSinou mastné kyseliny v kardiolipinu 18 uhlikd s dvéma nenasycenymi vazbami v kazdé z nich.
Predpoklada se, Ze tato struktura, tzn. 18 uhlik(i a 2 dvojné vazby ve 4 acylovych fetézcich, podmirnuje vysokou afinitu
kardiolipinu k proteindm vnitini mitochondridlni membrény savca.

Kardiolipin je pomérné c¢inny:
e jako lapac elektrond se zucastnuje oxidacéni fosforylace
e prechodem do vnéjsi mitochondridlni membrany spousti apoptdzu
e prenasi cholesterol z vnéjsi do vnitfni mitochondridlni membrany
e aktivuje tzv. P450scc, coZ je enzym, ktery aktivuje konverzi cholesterolu na pregnenolon (srovnej reakci dole
a schéma v kapitole 14, na str. 14-34)
e jako aktivator mitochondrialniho ryhovani
e  pri prenosu protein do mitochondrialni matrix
ma antikoagulacni funkci.

HyC
HsC CH,

CHg
CHg CH,
CHj P450scc

HO
HO
Pregnenolon

Cholesterol

P450scc je jiné oznaceni pro cholesterol side-chain cleavage (akronymem druhé ¢asti nazvu je ,,scc”), cely nazev
naznacuje, Ze enzym je ¢lenem superrodiny cytochromu P450.

Klinicky vyznam ma kardiolipin

e uvzacného genetického onemocnéni znamého jako Barthiv syndrom, kde je postizena biosyntéza
kardiolipinu, cozZ vede ke sniZzené produkci ATP a v dlisledku ke kardiomyopatii a vSeoghecné slabosti
postizeného jedince

e u Parkinsonovy a pravdépodobné i Alzheimeroy choroby, kde jsou pozorovany nizsi koncentrace
kardiolipinu, coZ je provazeno vy$sim stresem z volnych radikal{

e u nealkoholického tukového postizZeni jater (NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease) a u srdecniho selhani
(HF, heart failure), Gloha kardiolipinu v téchto pripadech je vSak zatim nejasna a predmétem diskuse

e U Tangierovy choroby, charakterizované nizkymi hodnotami plazmatického HDL-cholesterolu; na rozdil od
Barthova syndromu, je u Tangierovy choroby syntéza kardiolipinu zvyraznéna (3 — 5x vyssi hladiny)

e udiabetu v ranych stadiich jsou pozorovany nizsi hladiny kardiolipinu, coZ vede ke kardiovaskuldrnim
komplikacim

o u syfilidy, kdy se ve Wassermannoveé testu na syfilidu pouziva jako antigen kardiolipin z hovéziho srdce
(reaguji vsak i jiné protilatky, v€etné systémového lupus erythematosus, malarie a tuberkulosy), takze test
neni specificky

e u HIV-1, nadorovych bujeni (rakovin) a u antifosfolipidového syndromu.
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0 antifosfolipidovém syndromu se hovofi u pacientii s antikardiolipinovymi protilatkami

Ty mohou byt infekéniho plvodu (syfilis) nebo autoimunniho (sklerosa, lupus). Pacienti mohou mit opakované
trombotické pfihody, ¢asto i v obdobi stfednich aZ pozdnich ,,teenagerskych” let. Tromby se mohou objevovat i

v cévach, ve kterych je trombdza pomérné neobvykld, napf. v jaternich i ledvinovych.

Antikardiolipinové protilatky jsou ¢asto zvySeny u mladych Zen s opakovanymi spontannimi aborty. Pficinou mGze byt
mutace v Apo-H, jehoz jednou funkci je i vazba kardiolipinu.
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14.11. Struéné shrnuti kapitoly

Lipidy jsou rGznorodé latky, jejichz spoleénym jmenovatelem je nerozpustnost ve vodé a rozpustnost

v tzv. tukovych rozpoustédlech.

Vétsinu lipidl tvofi estery mastnych kyselin s glycerolem nebo se sfingosinem, mnoho s nich obsahuje
dale rtzné cukry, kyselinu fosfore€¢nou, pfipadné i dal§i slozky, jakymi jsou etanolamin, cholin, serin,
kyselina sirova, étery a;.

Télesné tuky (estery mastnych kyselin s glycerolem) pochéazeji z potravy, kdy oviem proSly chemickou
Upravou v organismu a z vlastni biosyntézy ze sacharidu a proteina.

Lipidy jsou pro organismus vyznamné jako zdroj (i zasobni) energie, jako strukturni sou¢asti membran,
jako izolaéni prvek a cholesterol jako prekurzor steroidnich hormond.

Z klinicko-biochemického hlediska maji vyznam pfedevsim cholesterol, triacylglyceroly, mastné kyseliny,
fosfolipidy a sfingolipidy. Z hlediska rutinni laboratorni praxe pak zejména cholesterol a triacylglyceroly,
jejichz stanoveni se provadi denné ve vyznamnych mnozstvich.

Metody stanoveni cholesterolu a triacylglyceroll v modernim provedeni pouzivaji specifické enzymy,
vyusténim reakce je modifikovana Trinderova reakce.

Pro pohyb ve vodném prostfedi (zejména krve a lymfy) vyuzivaiji lipidy proteinové nosice, apoproteiny
(apolipoproteiny), se kterymi tvofi lipoproteiny. Apoproteiny tvofi tfidy znacené velkymi pismeny
abecedy, pfipadné dalsi déleni vyuziva fimské a arabské dislice.

Apoproteiny maji nékolik dulezitych funkci: transport lipida (jako strukturalni sou¢ast amfipatickych
lipoproteinl), vazba na specifické receptory, kofaktory lipolytickych enzymu (nékteré apoproteiny).
Existuje polymorfismus nékterych apoproteinu, vysledkem je rizna afinita produktu alely k receptoru
rezultujici v poruchu metabolismu lipidd.

RuUzné tridy apoproteinl jsou typické pro rizné tfidy lipoproteind. Apoproteiny jsou vétsinou pfi
metabolismu lipoproteint smeénitelné, kromé apoB.

Apolipoproteiny se stanovuji pomoci specifickych protilatek.

Lipoproteiny se déli do skupin na zakladé ultracentrifugace v hustotnim gradientu (chylomikrony, VLDL,
LDL, HDL) nebo elektroforetického déleni (chylomikrony, B-lipoproteiny, pre—B-lipoproteiny, a-
lipoproteiny)

Metabolismus lipoprotein(l je komplikovany. Prvotni formou vstfebanych lipidu (zejména tuku) jsou
chylomikrony, které postupné& odevzdavaji tkanim triacylglyceroly a &asticim HDL cholesterol, estery
cholesterolu a fosfolipidy. Chylomikronové zbytky koné&i pfevazné v jatrech. Zde dochazi k syntéze tuku
télu vlastnich, které ve formé VLDL opoustéji jatra a vyménou apolipoproteint i lipidového obsahu
postupné pfechazeji na IDL a LDL. Prostfednikem v téchto dé&jich jsou ¢astice HDL. V principu HDL
,0dklizi“ z bunék a LDL ,pfivazi“ do bunék, zejména cholesterol. LDL mohou vstoupit do jater a tam byt
degradovany. Dulezitou roli v odklizeni zbytk( hraji i makrofagy a specialni bilkovinné molekuly, patfici
do tzv. ABC superrodiny membranovych transportéra-prenasecll. V celém metabolismu se uplatriuje i
fada enzymu, jejichz postizeni mize podstatné metabolismus lipidd ovlivnit.

R{zné lipoproteiny maiji riznou afinitu k cévnimu endotelu, podle toho vykazuji riznou aterogenitu, Cili
riziko ohrozeni ateroskler6zou. NejvySsi aterogenitu vykazuje lipoprotein(a).

Metody stanoveni lipoproteinu jsou ultracentrifugace v hustotnim gradientu, elektroforéza lipoproteind a
imunochemické metody.

Imunochemické metody se vyuZivaji ke stanoveni HDL a LDL cholesterolu, pfiéemz moderni metody
jsou homogenni (pfimé), nevyzadujici zadné separace ¢i oddélené kroky analyzy a jsou snadno
proveditelné na biochemickych analyzatorech. Funguji na rdznych principech, kdy cil je vzdy stejny —
zamezit reakci non-HDL, resp. non-LDL &astic. K tomu se vyuZivaji zejména blokovaci €inidla (blokaéni
metody), protilatky (imunoinhibi¢ni metody) nebo rozruSeni non-&astic specifickou reagencii (eliminaéni
metody).

Moderni metodou je stanoveni LDL-¢astic (partikuli) nuklearné magnetickou rezonanéni spektrometrii.
Poruchy metabolismu lipidQ se tykaiji transportu lipid (dyslipoproteinémie) nebo ukladani lipidd
(sfingolipiddzy).

Dyslipoproteinémie patfi mezi nejcastéji se vyskytujici metabolické poruchy v populaci, jsou jednou

z pri¢in kardiovaskularnich onemocnéni. Je to skupina poruch metabolismu lipidd, na jejichZ vzniku se
vzdy podili nejméné dva faktory - genetické a zevniho prostfedi. Jsou charakterizovany zmé&nami

v koncentracich cirkulujicich lipoproteind. Déli se podle pfi¢iny (vrozené a sekundarni) a podle
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laboratorniho nélezu (zastarala Fredericksonova klasifikace, moderni terapeuticka klasifikace).

e Poruchy z ukladani lipidd maji svlj plvod v defektech bunéénych enzym(i za¢astnénych v pfeménach
lipidd a déli se na metabolické poruchy katabolismu cholesterolu (Wolmanova choroba, familiarni deficit
LCAT) a na poruchy v pfeméné sfingolipid(, sfingolipidézy . Nazvy chorob jsou podle ukladajiciho se
lipidu (gangliozid6za, glukocerebroziddzy, sfingomyelinéza, ceramiddza aj.) nebo podle autora, ktery ji
prvni popsal (Gaucherova choroba, Fabryho choroba apod.).

e VySetfeni krevnich lipidd vyZzaduje specialni pfipravu (preanalytickou fazi), zahrnujici hladovéni
vySetfované osoby po ur€itou dobu a vystfihani se nékterych €innosti a potravin.

e PFi poruchach metabolismu lipid( se mohou kromé zakladnich stanoveni (celkovy cholesterol, HDL a
LDL cholesterol, pfipadné apoA-l a apoB100) provadét i specializovana vysetfeni krevnich lipidd,
vétSinou dostupna pouze na specializovanych pracovistich (DNA metody pro odkryti defektu pfislusnych
genq, vySetfeni izoforem apoE, vySetfeni defektu pfisluSnych enzym(l a proteinovych pfenasec,
vySetfeni funkéni aktivity LDL receptoru aj.).

e Aterosklerézou se rozumi nebezpeéné hromadeéni tukovitych depozit (platd) v tepnach. Tento déj je
podporovan zanétem. Zanét mlze spoustét napf. nadbytek LDL &astic ve sténach tepen. O probihajicim
zanétu informuje stanoveni CRP. Pokud je plat vytvoren, Ize stupen jeho nestability zjistit stanovenim
myeloperoxidazy (MPO).

e Existuje Spoleéné doporuéeni Ceské spole¢nosti klinické biochemie CLS JEP a Ceské spole¢nosti pro
aterosklerézu CLS JEP ke sjednoceni hodnoticich mezi krevnich lipidd a lipoproteind pro dospélou
populaci, kde jsou (mimo jiné") uvedeny i tzv. ,hodnotici meze®, jakési ,cilové hodnoty“ pro krevni lipidy.
Ma se za to, ze neprekroCeni téchto mezi snizuje ohrozeni organismu aterosklerézou.

Celkovy cholesterol (mmolll) 2,90 5,00
LDL cholesterol (mmol/l) 1,20 3,00
HDL-cholesterol muzi (mmol/l) 1,00 2,10
HDL-cholesterol zeny (mmol/l) 1,20 2,70
Triacylglyceroly (mmol/l) 0,45 1,70

e Moderni nazory myslenky na puvod aterosklerézy ponékud upravuji. Zpochybnuji napf. tlohu
cholesterolu v procesu aterosklerézy (netyké se nadbyteéného zoxidovaného cholesterolu pfi poruchach
lipidového metabolismu), uvadi se, Ze vyssi hodnoty sérového cholesterolu v seniorském véku koreluji
se zachovanim lepSich kognitivnich schopnosti, se zabranou demence apod. Tyto nazory je jesté
potfeba potvrdit nebo vyvratit.
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14.12. Kontrolni otazky

10.
11.
12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

Jaka spolecna vlastnost sdruzuje ,lipidy*“ do této skupiny?

Jak se lipidy dopravuiji v krevni plasmé?

Co jsou to apo(lipo)proteiny, jak se rozdéluji? K ¢emu slouzi? LiSi se jejich slozeni podle pavodu
¢astic (napf. podle plvodu triglyceridu)? Jak se oznacuji tfidy apoprotein(i?

Co je to lipoprotein? Znate nazvy skupin lipoprotein(i a plvod téchto nazvl (zkratek)?

Jaky je vyznam lipoproteinovych receptord? Jaké maiji funkce?

Chapete alespor ramcové metabolismus lipoproteini? Dochazi béhem metabolismu lipoprotein(

k vyménam apoproteinti? Vsech?

Je HDL uniformni, jednotna skupina lipoproteini? Z ¢eho se HDL ¢&astice skladaji? Jakou maji HDL
Castice fyziologickou funkci?

Jak byste stanovili jednotlivé apo(lipo)proteiny?

Vite jak se rozdéluji lipoproteiny v homogennim stejnosmérném elektrickém poli? Jaky je vztah
vysledku tohoto déleni k déleni lipoproteinu ultracentrifugaci v hustotnim gradientu?

Jak se stanovuje celkovy cholesterol?

Jaky je rozdil mezi celkovym, HDL a LDL cholesterolem? TusSite jejich fyziologickou funkci?
Chapete obecny princip pfimého stanoveni HDL a LDL cholesterolu? Jakou roli v tom hraji metody
na stanoveni celkového cholesterolu?

Nebylo by lepsi vymyslet metodu na UpIné odstranéni cholesterolu z organismu (nez na jeho
snizovani)? Kazdou odpovéd zdlvodnéte.

Co jsou to triaclyglyceroly? Jakou maji fyziologickou funkci? Kde se skladuji?

Co vite o tukove tkani?

Jak se stanovuji triacylglyceroly?

Co jsou to ,omega 3" a ,omega 6“ kyseliny?

Vite co jsou to dyslipoproteinemie? Jak se rozdéluji? Jak vznikaji? Jaké jsou jejich dusledky? Jak a
kde se vysetfuji? Co z toho muzete vysetfit v ,bézné” klinicko-biochemickeé laboratofi? Jakymi
metodami?

Existuji i jiné choroby s pivodem v tukovém metabolismu?

DokazZete rozdélit lipidy do jednotlivych skupin? Jak se tyto skupiny jmenuji? Jaké maji spole¢né

znaky? Zopakujte si co jsou to estery, co je to glycerol, sfingosin...

Uzite¢né adresy:
http://erkki.kennesaw.edu/schem220/lipoprotein.gif

http://search.live.com/images/results.aspx?g=lipoprotein& FORM=BIRE#

Vybrané obrazky
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