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Lipos = tuk

e Vyznam lipidi v organismu
1) Zdroj zasobni energie alternativni ke
glukoze (triacylglyceroly)

2) Soucast bunecnych membran
(cholesterol, fosfolipidy)

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

e Stanoveni koncentrace lipidt v krvi nyni bez
vyznamu (referencni rozmezi 4,0 - 8,0 g/I)



Transport lipidu

® Krev a lymfaticky systém
1. Vazba na specifické proteiny
(mastneé kyseliny na albumin)
1. Tvorba makromolekularnich komplexi

lipidy + apolipoproteiny = lipoproteiny

B Zasobni lipidy a v bunécnych
membranach



Odber krve

e pacient lacny 12-14h
e 2-3 dny ma byt vynechan alkohol,
e krev odebrana bez dlouhé venostazy,

e pacient ma dodrzovat alespon 2 tydny stavajici
zivotni styl

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



Referencni metody

Cholesterol ID-GC/MS
ID-LC/MS

Triacylglyceroly | ID-GC/MS

HDL cholesterol | UC a kvantifikace (CDC)

LDL cholesterol (UC a kvantifikace (CDC)
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Referencni metody

ApoAI

neni definovana

ApoB

neni definovana

Lp(a)

neni definovana




CRM (Certifikovany referen¢ni material)

Cholesterol SRM 909b NIST
SRM 911b NIST
NIST/SRM 1952a (USA)

Triacylglyceroly |SRM 909b
NIST/SRM 1951a (USA)

HDL cholesterol |SRM 911a NIST
NIST/SRM 1952a (USA)

LDL cholesterol |SRM 911a NIST
NIST/SRM 1952a (USA) -




ApoAI SP1-01 WHO
ApoB SP3-07 WHO
Lp(a) IFCC SRM 2B




Rozdéleni lipoproteinii

Ultracentrifugace
ELFO

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

i

I LDL

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

Size A

® -




Chylomikrony (CM)

o vznikaji v absorpcnich bunkach strevni sliznice

e nesou TG, CH a lipofilni vitaminy prijaté potravou

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

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

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

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

e v krevnich kapilarach na CM plsobi lipoproteinova
lipaza
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Jakeé jsou dalsi zmeny VLDL?

o V krevnich kapilarach plsobi na VLDL
lipoproteinova lipasa

e Triacylglyceroly jsou stépeny na mastné
kyseliny a glycerol

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

e IDL jsou vychytany jatry nebo preméenény na LDL
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e vznikaji z VLDL a IDL
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« oxidovane LDL

dlouhy polocas LDL c¢astic zplsobuje, ze:
LDL mohou pronikat cévni sténou — ukladaji se v
intimé — dochazi k jejich oxidaci — oxidované LDL

jsou silné aterogenni

o,.small dense LDL particles" (malé denzni LDL ¢astice)

LDL-III, 1,04-1,06 g/l, <25 nm

- silné aterogenni, snadné&ji pronikaji arterialni intimou
- Spatné rozpoznavani a vychytavani LDL receptory, -
- snadno se oxiduji
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Jaky je osud IDL a LDL?

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

o IDL Castice jsou vychytavany jatry pomoci Apo-E
receptoru

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

",
LDL Recyklage receptoru

receptor Q Y
_— }J

Bun&na membrana §}  Fizes b @

lyzosomem
Uvolnéni cholesterolu z LDL do bunky
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Regulace hladiny cholesterolu v
bunce

1. requlace prijmu
(zvySena hladina cholesterolu v bunce reguluje
pocet LDL-receptorl)

2. regulace syntézy cholesterolu
regulace tvorby HMG-CoA synthasy

inhibice HMG-CoA —reduktasy cholesterolem
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e vznikaji v hepatocytech_(&asteéné i v enterocytech)

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

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

e existuje néekolik typti HDL (HDL, — HDL;), které se lisi
velikosti a obsahem lipidU
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Funkce LCAT

. /CHs
H_
o— F|> O—CH;~CH;—N—CHg
O CHs

e LCAT prenasi mastnou kyselinu Q/Ej
na OH skupinu cholesterolu y N
e Cholesterol se esterifikuje,

esterifikovany cholesterol je méenée
polarni a zanoruje se do nitra HDL
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Jak HDL prejima cholesterol ze tkani?

e Interakce malych HDL (HDL;) s povrchem bunky
prostrednictvim Apo Al

e Transportu cholesterolu se zucastni ABC1
transportér v bunkach (ATP-binding casette protein A1)

o Vlysoké hladiny HDL-cholesterolu = prognosticky
priznivy faktor pro riziko koronarnich onemocnéni
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e Lipoprotein o nizké hustoté

e Kromé Apo B100 ma navic Apo(a)

e Apo(a) je podobny plasminogenu

e Polymorfismus (hustotni a délkovy)

e Koncentrace Lp(a) v krvi dana geneticky
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Lp(a)

e Rizikovy faktor rozvoje aterosklerozy
e PUsobi nezavisle na ostatnich vlivech
e Referencni rozmezi: 0,06-0,30 g/l



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

OO0
OO0

1,006 ky/l

ﬁ

105 000 g

1,063 kgl

ﬁ

105 000 g

ﬁ

105 000 g




2) ELEKTROFOREZA

Lipoproteinova _ FUNKCE
c(: ensita:qg/ml)
HDL . " reverzni transport
1 064-1.21 Jra strevo cholesterolu
LDL IDL transport
1,02-1,063 pre- 4 cholesterolu
IDL | rVEDL prekursor LIJL
1,007-1,019
Jdtra transoort
0,96 00s /P ot
‘ ’ triglyceridi
chylomikra —_ start stéeve
transport

<0, 95

exogennich
triglycerida



3) SELEKTIVNI PRECIPITACE

e .
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precipitace ®
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4) IMUNOSEPARACE
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Apolipoproteiny

e PROTEINOVA SLOZKA LIPOPROTEINU

e FUNKCE:
AKTIVATORY A INHIBITORY ENZYMU
interakce s RECEPTORY
tvorba bunécnych STRUKTUR
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ApoAl

apolipoprotein v HDL
ApoB-100

apolipoprotein v LDL a VLDL

ApoB-48
apolipoprotein v chylomikronech

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

B Informace o poctu LDL castic

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

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

> Posouzeni rizika kardiovaskularnich nasledk(
aterosklerozy
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Stanoveni ApoAl a ApoB

1) IMUNOTURBIDIMETRIE
2) IMUNONEFELOMETRIE

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

—— _bila krystallcka latka

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




Cholesterol celkovy =

Cholesterol +Cholesterol esterifikovany
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Stanoveni cholesterolu
1. Referencni metoda (ID-GC/MS)

1) izotopova diluce znacenym vnitrnim standardem

2) separace neznaceného a znaceného analytu plynovou
chromatografii

3) detekce hmotnostni spektrometrii po eluci z kolony

kalibrator NIST-SRM 911b

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

m/z vnitini standard 460

CV(priimér) 0,8%

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

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



Cholesterol

2. Enzymove stanoveni

e Hydrolyza estert cholesterolu
(CHE, cholesterolesterasa)

e (Oxidace cholesterolu
(CHOD, cholesteroloxidasa)

e Barevna reakce (oxidacni kopulace)
(POD, peroxidasa + chromogen, Trinderova reakce)
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estery cholesterolu + H,O <> cholesterol + mastné kyseliny (CHE)

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

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

H, O, + 4-aminoantipyrin + derivat fenolu <> chinoniminové barvivo + 4 H,O
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1.

Stanoveni HDL cholesterolu

Referencni metoda

Preparativni ULTRACENTRIFUGACE v hustotnim gradientu

1) odstranéni VLDL ze séra ultracentrifugaci

2) odstraneni IDL,LDL, a Lp(a) precipitaci
cinidlem MnCly+heparin a centrifugaci

3) stanoveni cholesterolu v supernatantu
referencni metodou Abell-Kendall

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

2. HOMOGENNI (pfimé) metody

a)

b)

C)

Imunoseparace (Wako)

(protilatky proti lidskym B-lipoproteiniim
Maskovani (Daiichi)

(polyanionové polymery)

Modifikované enzymy a maskovani (Kyowa)

(enzymy modifikované PEGem + sulfaty
cyklodextrinu)
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CM

VLDL

LDL

——— (VDL H20;
CHE + CHOD

+ protilatka % ' Permféza
proti lidskym @ >

R lipoproteiniim p Q

+ CHROMOGEN v

@ barevny produkt
)0



Cholestenon

CM CM
+
VLDL DETERGENT VLDL H202
CHE + CHOD
KATAIIASA

LDL L DL

@ @. H.,0+ 0,

Cinidlo 1 ‘@




,Uvolnovaci*

@. DETERGENT, 3 —__, Cholestenon

CHE + CHOD
+ CHROMOGEN +
<. . o
Cinidlo 2 20z
PERO)!IDASA

l

barevny produkt + H,0



1.

Referencni metoda
Preparativni ULTRACENTRIFUGACE v hustotnim gradientu

1) odstranéni VLDL a chylomikron(l ze séra ultracentrifugaci
(v supernatntu zlistane smés LDL+HDL o hustoté nad
1,006 kg/I)

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

3) odstranéeni LDL precipitaci Cinidlem MnCl,-heparin
v druhé Casti supernatantu

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

5) vypocet LDL cholesterolu podle vztahu:

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



| DL cholesterol

2. HOMOGENNI(pfimé) metody

a) metody s maskovanim non-LDL castic

e maskovani VLDL a chylomikrond
cyklodextrinsulfatem

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

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

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

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

e nutné stanovit HDLcholesterol, celkovy cholesterol a TG
e neplati pri hyperTG
e pozadavek 12-14h lacnéni
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Vypocitané parametry

e | DL-cholesterol (Friedewald)
LDL-Chol=celkovy Chol-HDL-Chol-TG.0,45

e Non-HDL-cholesterol
celkovy CHOL-HDLcholesterol

e Aterogenni index
(celkovy cholesterol-HDLcholesterol)/HDLcholesterol

e Chol/HDL



Doporucené hodnoty

LDL-cholesterol (Friedewald) 1,2-3,0 mmol/I
Non-HDL-cholesterol <3,8
Aterogenni index <3,8
Chol/HDL <5,0



Triacylglyceroly

Triacylglyceroly = estery glycerolu

Problémy pri stanoveni:
volny glycerol
diacylglyceroly
monoacylglyceroly
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Triacylglyceroly

Cﬁ , CHz-—-—-—O—g — R
S A

éHz—-O“—'C—Rs



Stanoveni triacylglycerol
1. Referencni metoda (ID-GC/MS)

1) izotopova diluce znacenym vnitrnim standardem

2) separace neznaceného a znaceného analytu plynovou
chromatografii

3) detekce hmotnostni spektrometrii po eluci z kolony

kalibrator NIST-SRM 1595 tripalmitin

vnitrni standard (13C;) tripalmitin

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

185,231 (konfirmacni méreni)
m/z vnitfni standard ~ 218-187,234(konfirmacni méreni)
CV(prdmeér) 0,57% nativni sérum-0,72% lyof. sérum
bias(diference od SRM 909) 0,10-0,25% lyofilizované sérum
0,14-0,45% nativni sérum
Klin.Biochem.Metab.,6(27)1998,1,50-56 53



Triacylglyceroly

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

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

stanoveni pyruvatu (opticky test)

54



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

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

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

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

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

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

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

Analyt Muzi Zeny

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




