Biochemical Examination in Hyperlipoproteinemia

Problematika poruch lipidového metabolismu se v poslednich letech dostavé do popredi zdjmu predevsim v
souvislosti s prevenci a 1é¢bou kardiovaskuldrnich onemocnéni. Podstatnou Ulohu v diagnostice
hyperlipoproteinémii a sledovani terapie maji biochemickd vysetreni.

Zakladnim laboratornim vysetfenim je stanoveni celkového cholesterolu a triacylglyceroll v séru (plazmé),
ddle stanoveni LDL- a HDL-cholesterolu.

K daléim jiz specializovanéjsim vysSetfenim patii stanoveni typickych apoproteind apoA-lI (HDL) a apoB-100
(LDL), popt. i lipoproteinu(a) a elektroforéza lipoproteind, jejiz vyznam se snizuje. Postupné se rozviji i DNA
diagnostika, postihujici priciny nékterych HLP.

Laboratorni diagnostika poruch lipidového metabolismu se musi opirat o vysetreni krevnich lipid{ alespon ze dvou
odbért krve v rozmezi 2-8 tydnd, za bézného zivotniho stylu. U jednotlivych parametrd se zjisti rozdily a pokud jsou
nizsi nez pripustné hodnoty, vypocte se aritmeticky priimér pro kazdy analyt. V pripadé prekroéeni kritického
rozdilu mezi 2 po sobé jdoucimi analyzami se provede treti vySetreni.

Kritické rozdily pro analyty lipidového
metabolismu

Analyt Kriticky rozdil [%]
Celkovy cholesterol > 20
LDL-cholesterol > 25
HDL-cholesterol > 25
Triacylglyceroly > 65

Je tfeba rovnéz vzit v Gvahu, Ze vySetreni lipidového metabolismu je vyznamné ovlivnéno Zivotnim stylem (dietni
navyky, pohybové aktivita, télesnd hmotnost), farmakoterapii (hormonalni antikoncepce, hormonalni substitu¢ni
|écba ad.) a probihajicim akutnim nebo nekompenzovanym onemocnénim. Proto vysetreni krevnich lipidQ
nema byt provadéno tehdy, kdy Ize predpokladat, Zze vysledek nebude vypovidat o situaci za bézného zivotniho
stylu (kratce po dovolené, pri hospitalizaci z jinych d@vodd, akutnim diabetes mellitus, v téhotenstvi a pal roku po
ném atd.).

Stanoveni celkového cholesterolu
Princip

270px|thumb]|Obr. 2 Stanoveni celkového cholesterolu Cholesterol je v krevni plazmé transportovan jako soucast
lipoproteint, z nejvétsi ¢asti ve frakci LDL, méné v HDL a VLDL. Z tohoto cholesterolu jsou pfiblizné dvé tretiny
esterifikovany vysSimi mastnymi kyselinami, zbytek je neesterifikovan.

® Bézné je v séru (plazmé) stanovovan celkovy cholesterol. Proto vliastnimu stanoveni celkového cholesterolu
predchazi hydrolyza esterd cholesterolu na volny cholesterol a mastné kyseliny pomoci enzymu
cholesterolesterdzy (CE).

= Nasleduje oxidace neesterifikovaného cholesterolu na 4-cholesten-3-on za souc¢asného vzniku peroxidu vodiku
v reakci katalyzované cholesteroloxiddzou (CHOD).

= Posledni reakce vyuzivé peroxidu vodiku k oxidac¢ni kopulaci 4-aminoantipyrinu a fenolu v pritomnosti dalSiho
enzymu peroxidazy (POD). Vznikd barevny produkt, jehoz absorbance je tmérnd mnozstvi cholesterolu (obr.
2).

Hodnoceni

= Se stoupajici koncentraci celkového cholesterolu se zvysuje riziko aterosklerozy. Podle Ceskych a
evropskych doporuc¢eni ma byt koncentrace celkového cholesterolu < 5,0 mmol/l. Celkovy cholesterol by mél
byt stanoven u vSech osob nad 18 let v rdmci prevence. Vysetreni by mélo byt i v pripadé normalniho
vysledku t.j. do 5,0 mmol/l opakovano za 5 let.

= Pokud je koncentrace vySSi a ddle u nemocnych s ischemickou chorobou srdecni a dalSich rizikovych osob,
pristupujeme k podrobnéjsimu vysetreni lipidového spektra stanovenim LDL- a HDL cholesterolu a
triacylglycerold.

= U pacientd se zvySenym rizikem kardiovaskuldrniho onemocnéni (napf. diabetici) by celkovy cholesterol mél
byt nizsi < 4,5 mmol/l a u osob s jiz manifestnim kardiovaskuldrnim onemocnénim dokonce < 4,0 mmol/Il.

= ZvysSena koncentrace cholesterolu se dale ¢asto nachazi u diabetikl nebo u hypotyredzy. Ke snizeni
koncentrace celkového cholesterolu dochazi napr. u pokrocilych jaternich cirh6z nebo hypertyredzy nebo
malnutrici.
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= Je markerem pro celkovou mortalitu a pro KVO rizikovym faktorem. Vztah cholesterolu k celkové mortalité je
nelinedrni, ma tvar pismene ] nebo U, ktery Ize vysvétlit mechanismem reverzni kauzality.

Hodnotici meze

Koncentrace celkového cholesterolu v séru (S-cholesterol celkovy): 2,9-5,0 mmol/l.

Stanoveni LDL-cholesterolu (LDL-C)

Princip

Koncentraci LDL-cholesterolu Ize zjistit neprfimo pomoci vypoctu nebo pfimou analyzou.
NepFimé stanoveni LDL-C

= Pfi nepfimém stanoveni LDL-C se pouzivd tzv. Friedewaldiiv vzorec.
LDL-cholesterol = celkovy cholesterol - HDL-cholesterol - TG/2,2

= Vychdazi z predpokladu, ze cholesterol v séru je obsazen ve frakci HDL, LDL a VLDL. Vypocet vyZzaduje méreni
tri rdznych analytl - celkového cholesterolu, HDL-cholesterolu a triacylglycerold. Tim se zvysSuje moznost
analytickych chyb. Celkovy cholesterol a HDL-cholesterol stanovujeme pfimo. Zjisténi cholesterolu ve VLDL je
obtizné. Uréujeme ho na zakladé predpokladu, Ze molarni pomér cholesterolu ve VLDL ¢ini prlimérné 45 %
obsahu celkovych triacylglycerol; potom zlomek TG/2,2 predstavuje cholesterol ve VLDL ¢asticich. Vzorec Ize
pouzit pouze za predpokladu, Ze hodnota triacylglyceroll neni vyssi nez 4,5 mmol/l, nesméji byt pritomna
chylomikra.

PFimé stanoveni LDL-C

Do praxe se postupné zavadi pfimé stanoveni LDL-cholesterolu homogennimi metodami bez nutnosti
separacnich krokl a centrifugace, jejichZz vyhodou je moznost automatizace. Zjednoduseni analyzy bylo dosazeno
pouzitim rliznych detergentl a dalSich reagencii, které specificky blokuji nebo rozpoustéji jednotlivé lipoproteinové
frakce. Timto zplsobem se oddéli LDL ¢astice, v nichz se v zadvérecné fazi analyzy urci obsah cholesterolu.
270px|thumb|Obr. 3A Pfimé stanoveni LDL-cholesterolu 270px|thumb|Obr. 3B Pfimé stanoveni LDL-cholesterolu

Pro primé stanoveni LDL-C bylo vypracovano nékolik postupt. Analyza byva rozdélena do dvou krokd.

= Jeden z postupl vyuzivé riznych detergentl a dalSich latek k selektivnimu zablokovani cholesterolu v
non-LDL cadsticich (HDL, VLDL a chylomikrony), jejichZ cholesterol se stdva nedostupnym pro plsobeni
enzymU pouzivanych k jeho stanoveni. V neblokovanych LDL-¢asticich je po uvolnéni stanoven cholesterol
enzymovou metodou popsanou u celkového cholesterolu pomoci reakci cholesterolesterazy,
cholesteroloxidazy a peroxidazy (Obr. 3A).

= V jiné metodé je v prvni fazi pomoci detergentu uvolnén cholesterol z chylomikron@, VLDL a HDL. Uvolnény
cholesterol je preménén pomoci enzymU az na 4-cholesten-3-on a peroxid vodiku. Peroxid vodiku vznikly v
této fazi neni vyuzit k tvorbé barevného produktu, nebot by interferoval v dalSim kroku stanoveni. Proto je
rozlozen kataldzou na vodu a kyslik. Pri této reakci se nevyviji zbarveni.Ve druhé fazi jiny detergent uvolni
cholesterol z LDL a ten je poté stanoven podobné jako u celkového cholesterolu (Obr. 3B).

Existuji i dalsi metody pro stanoveni pfimého LDL-cholesterolu.
Hodnoceni
= ZvySend koncentrace LDL-cholesterolu se vyznamné podili na rozvoji aterosklerozy. Doporucend
koncentrace LDL-cholesterolu je podle soucasnych ¢eskych a evropskych doporuceni < 3,0 mmol/l.

= Pro pacienty se zvysenym rizikem kardiovaskularniho onemocnéni jsou doporucovany koncentrace LDL < 2,6
mmol/l a pro pacienty s jiz rozvinutym kardiovaskuldrnim onemocnénim < 1,8 mmol/I.

Hodnotici meze

LDL-cholesterol v séru: 1,2-3,0 mmol/l

Stanoveni HDL-cholesterolu (HDL-C)
Princip
Starsi metody pro stanoveni HDL-C

StarSi metody vyuzivaji postupy zaloZzené na stanoveni cholesterolu v HDL ¢ésticich po odstranéni non-HDL ¢éstic.
Vysrazené lipoproteinové Castice jsou oddéleny centrifugaci. V supernatantu je poté stanovena koncentrace
cholesterolu v HDL ¢asticich pomoci bézné pouzivanych fotometrickych metod.

Primé stanoveni HDL-C
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Moderni snadno automatizovatelné metody vyuzivaji podobné jako je tomu u LDL-C primého stanoveni HDL-
cholesterolu pomoci homogennich metod bez precipitace a centrifugace. Pro pfimé stanoveni HDL-C bylo
vypracovano nékolik postupl. Analyza byva rozdélena do dvou krokd.

270px|thumb]|Obr.4A Pfimé stanoveni HDL-cholesterolu imunoinhibici 270px|thumb|Obr.4B Pfimé stanoveni HDL-
cholesterolu

=V prvnim kroku jsou blokovény vSechny non-HDL &astice (VLDL, LDL, chylomikrony). Zablokovanim non-HDL
¢astic se znemozni reakce v nich obsazeného cholesterolu s enzymy pouzivanymi k jeho stanoveni. Blokace
mUze byt dosazeno imunoinhibici pomoci protildtek namifenych proti apoB, ktery je soucasti VLDL, LDL i
chylomikrond. Protiladtky vytvareji s non-HDL rozpustné imunokomplexy. V dal$im kroku detergent rozpusti
HDL ¢astice a pomoci enzym( cholesterolesterazy, cholesteroloxidazy a peroxidazy je méren cholesterol v
HDL stejnym zplsobem jako pri stanoveni celkového cholesterolu, tj. pomoci enzym( (obr. 4A).

= Dal$i metoda pouziva k blokaci polyaniontl a polymerd, které se selektivné adsorbuji na povrch non-HDL
lipoproteindm. Ty jsou potom chranény vic¢i detergent@im, které uvolnuji cholesterol obsazeny pouze v HDL
¢asticich. Druhy krok analyzy je analogicky postupu popsanému u prvni metody (obr. 4B).

Hodnoceni

= Koncentrace HDL-cholesterolu by mély byt > 1,0 mmol/l u muzd a > 1,2 mmol/l u Z2en. Zvyseny HDL-C je
povazovan za ,, negativni rizikovy“ faktor rozvoje aterosklerézy a naopak hladiny nizsi nez 1,0 mmol/l jsou
spojovany se zvysenym rizikem aterosklerdzy.

= Nizky HDL provazi metabolicky syndrom, nizkou télesnou aktivitu, DM 2.typu, kurdctvi cigaret a konzumaci
velkého mnozstvi sacharidd.

Hodnotici meze

= HDL-cholesterol v séru (muzi): 1,0-2,1 mmol/I

= HDL-cholesterol v séru (zeny): 1,2-2,7 mmol/I

Stanoveni triacylglycerolu

270px|thumb|Obr.5 Stanoveni triacylglycerol{

Princip

Doporucené rutinni metody stanoveni triacylglycerold vyuzivaji nékolika enzymovych reakci.

= Lipoproteinova lipadza katalyzuje hydrolyzu triacylglycerold na glycerol a mastné kyseliny.

= Uvolnény glycerol se prevadi plsobenim glycerolkinazy v pritomnosti ATP na glycerol-3-fosfat, ktery je pomoci
glycerol-3-fosfatoxidazy oxidovan na dihydroxyacetonfosfat.

= Soucasneé vznikly peroxid vodiku je vyuzivan v dalsi reakci katalyzované peroxidadzou k oxidacni kopulaci 4-
aminoantipyrinu s derivatem fenolu. Vznikd chinoniminové barvivo, jehoz absorbance se odecita.

Hodnoceni

= Zvy$end koncentrace triacylglyceroll je nezavislym rizikovym faktorem aterosklerézy. Ceska a evropska
doporuceni povazuji za normalni koncentraci triacylglyceroll v séru hodnotu < 1,7 mmol/I.

= Koncentrace TG > 1,7 mmol/l (nalacno) je povazovéna za ukazatel zvyseného kardiovaskularniho rizika. Vyssi
triacylglyceroly byvaji spojené se snizenymi hladinami HDL a predpovidaji vysoké koncentrace remnant(
bohatych na cholesterol a malych hustych ¢astic LDL typu B.

= Koncentrace triacylglyceroll se zvySuje béhem 2 hodin po jidle a maxima dosahuje za 4-6 hodin, proto musi
byt krev na stanoveni triacylglyceroll odebirdna po 12-14 hodinovém la¢néni. Vzorky plazmy s koncentraci TG
vyssi nez 3,4 mmol/l opaleskuji, pfi hladinach TG nad 11,3 mmol/l jsou pfitomny chylomikrony a plazma je
mlécné zakalena.

= Pfi terapii se klade velky d@raz na dietu s nizkym obsahem tukd a cukrd, na zvySenou télesnou aktivitu,
dostatek antioxidantl v potravé a na celkovou hypolipidemickou Ié¢bu.

Hodnotici meze

Koncentrace triacylglycerold v séru (fS-triacylglyceroly): 0,45-1,7 mmol/I
Odvozené parametry lipidového metabolismu
Cilem téchto vypoctl je zpresnit stanoveni rizika, které vyplyva z namérenych hodnot krevnich lipidQ.

Aterogenni index

= Z namérenych hodnot tykajicich se cholesterolu Ize pocitat rlizné aterogenni indexy. Doruc¢ovan je index, ktery
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bere v Uvahu vliv koncentrace celkového cholesterolu i HDL-C na riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni. Index
zohlednuje fakt, ze zvyseny HDL-C je ,negativni rizikovy faktor”, snizujici riziko ischemické choroby srdec¢ni
(ICHS). Soucasné zvysSeni celkového i HDL cholesterolu nemusi riziko ICHS zvySovat.

Celkovy cholesterol/HDL-cholesterol
Doporucena hodnota
Aterogenni index: < 5,0
Non-HDL-cholesterol

= Je vyuzivan k odhadu rizika aterosklerézy v pripadech, kdy neni mozno vypocitat koncentraci LDL-C.
Predstavuje cholesterol obsazeny v potencidlné aterogennich lipoproteinovych ¢asticich (LDL, IDL, VLDL,
zbytkové chylomikrony).

Non-HDL-cholesterol (mmol/l) = celkovy cholesterol (mmol/l) - HDL-cholesterol (mmol/l)
Doporucena hodnota

Non-HDL-cholesterol: < 3,8 mmol/I

Chylomikronovy test

Princip: thumb|250px|Obr. 6 Vzhled séra pfi chylomikronovém testu

= Méreni koncentrace chylomikront neni bézné provadéno. Ve vzorcich odebranych po 12 hodinovém la¢néni by
se nemély vyskytovat. Pro jejich pritomnost svéd¢i silnad chylozita séra. K dikazu Ize provést chylomikronovy
test, ktery spocivd v pozorovani opalescentniho az bilého prstence po 12ti hodinovém stani séra pfi 4 °C.
Béhem této doby flotuji eventualné pritomné chylomikrony k hladiné vzorku. Kazdé zdravé sérum ma byt po
12 hodinovém la¢néni Uplné ciré.

= Vzhled séra pri chylomikronovém testu mdze upozornit i na jiné poruchy v metabolismu lipoproteind.

Hodnoceni
Vzhled Zmeény v lipoproteinech
Ciry normalni sérum nebo zvysSeny LDL Castice
Mlécné zkalend horni vrstva, sérum pod touto mlécné zkalend horni vrstva odpovida chylomikrontim, které béhem inkubace
vrstvou je ciré vyplavou na povrch
Difuzni zkaleni celého vzorku (chyl6zni sérum) zvy$eny VLDL ¢&3stice, intenzita zakalu zavisi na mnozstvi triacylglyceroll ve VLDL

Mlécné zkalena horni vrstva a difizni zkalenfi

infranatantu zvySeny chylomikrony a VLDL

Uzkéa krémovita horni vrstva a difGzni zkalenf

infranatantu zvyseni chylomikronovych zbytkd a IDL

Elektroforéza sérovych lipoproteinu
Princip

= Lipoproteinové Céstice se déli v elektrickém poli podle rozdilné velikosti povrchového ndboje, v tomto pripadé
podminéného rozdilnym mnozstvim bilkovin v jednotlivych frakcich. Vyuziva se predevsim pro prikaz
nékterych abnormélnich lipoproteind a pti diagnostice méné castych typd hyperlipoproteinémir a pro
detekci aterogenniho lipoproteinu Lp (a).

= Nejrychleji v oblasti a se pohybuji nejmensi ¢astice s nejvy$sim obsahem proteint a-lipoproteiny (HDL). Na
Urovni mezi a-2 a B jako pre-B-lipoproteiny migruji VLDL Céastice. LDL Castice predstavuji obvykle
nejvyraznéjsi frakci jako B-lipoproteiny v oblasti B-globulinli. Chylomikrony, pokud jsou pritomny v séru,
zUstavaji na startu, nékdy mohou vytvaret pruh, ktery je viditelny od mista startu az k a oblasti. V poloze mezi
a a B-lipoproteiny (HDL a LDL) se m{ze objevit dalsi frakce charakteristicka pro lipoprotein (a) - Lp(a), ktery
predstavuje rizikovy faktor pro vznik aterosklerézy a kardiovaskuldrnich onemocnéni.

= Provedeni elektroforézy sérovych lipoprotein{ je obdobné jako u elektroforézy sérovych bilkovin s tim
rozdilem, ze k barveni se pouzivaji lipofilni barviva napr. Sudanovéa ¢ern. Elektroforéza lipoproteinti se obvykle
provadi na agarosovém gelu, ktery umoznuje dobré oddéleni pre-B-lipoproteind.

Hodnoceni

= Elektroforeogram lze vyhodnotit denzitometricky pri vinové délce 580 nm. Vysledek se vyjadfuje v
procentech optické hustoty pro jednotlivé frakce vzhledem k celkové barevné plose. Stanovené hodnoty spolu
s dalSimi ukazateli (celkovy cholesterol, triacylglyceroly) slouzi k charakterizaci hyperlipoproteinémii (Obr. 7,
8,9).
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= V praxi se provadi také hodnoceni pouze vizudlni. Biologicky nélez se srovnava s referencnimi hodnotami a
vysledek se posuzuje ve smyslu zvyseni (snizeni) jednotlivych frakci.

Referencni hodnoty

a-lipoproteiny 23-46 %
pre-B-lipoproteiny 3-18 %
B-lipoproteiny 42-63 %
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