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Abstrakt

OCENASOVA, JanaPorovnanie priamej a nepriamej metody stanovérié
cholesteroluSlovenské& zdravotnicka univerzita. Fakulta zdraedta so sidlom
v Banskej Bystrici Bakalarska praca, 2017, 47 stran

ZvysSeny LDL cholesterol (LDL-C) sa povazuje za vgamy rizikovy faktor vzniku
kardiovaskularnych ochoreni. V Uvodnej teoretickefti sa bakalarska praca zaobera
chemickym zlozenim, metabolizmom a funkciou lipdpfoov v zdravi a chorobe. Can
praktickej ¢asti prace je porovnanie dvoch metdd stanovenia -CDlizv. nepriamej
metody vyuzivajucej na stanovenie LDL-C vypb poda Friedewalda a priamej
komeknej metdédy (Beckman Coulter), ktora vyuZzivaja hlawd’ké laboratéria. Hodnoty
LDL-C stanovené nepriamou metdédou su Statistickgnaynne vysSie (P < 0,001) ako
hodnoty LDL-C z priamej metddy. Vysledky nepriamejetody znane ovplywiuju
hodnoty celkového cholesterolu (TC <4,0 mmol/lyiadylglycerov (TG 2 — 4,5 mmol/l).
Korelatny koeficient (r = 0,976, P < 0,001) poukazal nsnfelinearny v#ah obidvoch
metdd. Pre diagnostiku, fibu a monitorovanie pacientov so zvySenymi hladinabiiL-
C/TC odpordame vyuZf priamu metddu, ktordA mé& menej faloSne pozitivnygsiedkov

a umouje tak spravnejSiu kategorizaciu pacientov dokoeych skupin. Praca bola
vykonana na Pracovisku klinickej biochémie Centhm laboratorneho komplexu FNsP

F. D. Roosevelta v Banskej Bystrici.

Kruacové slovailipoproteiny,LDL-cholesterol, priama homogénna analyza, vzoraia

Friedewalda, porovnanie



Abstract:

OCENASOVA, JanaComparison of direct and indirect method of LDL lelsterol
determination.

Slovak Medical University. Faculty of Health in Bdkd Bystrica.

Bachelor thesis, 2017, 47 pages

Increased level of LDL cholesterol (LDL-C) is cothsied a significant risk factor of
development of cardiovascular diseases. In thednttory theoretical part, the bachelor
thesis deals with chemical content, metabolismfandtion of lipoproteins in health and
disease. The aim of the practical part of the thissa comparison of two methods of LDL-
C determination: so-called indirect method usinigwdation based on Friedewald formula
to determine LDL-C, and direct commercial methodgBnan Coulter) which is used
mostly by the big laboratories. Levels of LDL-C e@hined by indirect method are
statistically significantly higher (P < 0.001) thiavels of LDL-C acquired by direct
method. Results of the indirect method are conalalgrinfluenced by levels of total
cholesterol (TC < 4.0 mmol/l) and triglycerides (G- 4.5 mmol/l). Correlation
coefficient (r = 0,976, P < 0,001) shows a strangdr relationship of both methods. For
diagnosis, treatment and monitoring of patientfiwitreased LDL-C levels we
recommend using the direct method which showsfédssly positive results and allows
more accurate categorization of patients into giskups. The thesis has been administered
at the Department of clinical biochemistry of Cahtaboratory complex in FNsP of F. D.

Roosevelt in Banska Bystrica.

Key words: lipoproteins, LDL-cholesterol, direct homogeneanslysis, Friedewald

formula, comparison
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1 UVOD

Kardiovaskularne ochorenia vé&snosti patria spolu s nadorovymi ochoreniami medzi

nagastejSie ptdiny morbidity, prtom ich vyskyt prevySujuci 50% je priam alarmujuci.

Low density lipoproteins, LDL — cholesterol su mtylglyceroly ochudobnené produkty
katabolizmu VLDL, ktoré su obohatené o cholestefdhsahuju a transportuju 75-80%
celkového cholesterolu s t@mmn dorgenia cholesterolu do tkaniv tela, ktoré ho nasledne
pouziju na syntézu bunkovych membran a steroidimpecménov. LDL — cholesterotasto
krat ozn&ovany ako tzv. "zly " cholesterol sa oznge tymto pomenovanimdiaka tomu,

Ze pokid je ho v krvi nadbytok, tento sa uklada v stenadiérié a stdva sa hlavnou
zloZzkou aterosklerotickej 1ézie. Vysledky mnohydlidéi poukézali na fakt, Ze zvySena
koncentracia hladin LDL v krvnej plazme je gmbu aterosklerézy a tym sa zvySuje aj
riziko pre ischemicku chorobu srdca, nahlu cievnozgova prihodu a iné. Preto je pre
Klinickd prax anajma pre pacientov vyznamné agsmné vySetrowa parametre

lipidového metabolizmu.

Pre beznu rutinnd prax sa hodnota LDL cholestevghocita z Friedewaldovej rovnice aj
napriek jej obmedzeniam pouzitia ktoré tato reepa metdéda stanovenia prinasa.
Vyhodou je jednoduchy postup ale na druhej strageymodou tejto metody je zvySena
nepresnas a nespravnaskoncentracie LDL cholesterolto je s&tom mnohych chyb pri
analyze stanovenia triacylglycerolov, celkovéholebierolu a HDL cholesterolu.

Tato pracu sme si zvolili daka neustale stupajucemu vyskytu zavaznych
kardiovaskularnych ochoreni na Slovensku ivo svatgraci sme sa zamerali na
charakteristiku lipidov, ich metabolizmus, takisime sa venovali jednotlivym metodam

stanovenia lipoproteinov.

Ciel'om tejto bakalarskej prace je porovnanie priameg@riamej metody stanovenia LDL-

cholesterolu, ktory je hlavnym rizikovym faktororreeosklerozy.



2 TEORETICKA CAST

Lipidy su vybornou zasob#ou pre vSetky metabolické funkcie v organizme. @Qigaus
si vytvara ich zasobu a pouziva ich pri réznyclode{ Kollar, 1996).

2.1. Lipidy
Definicia lipidov

Lipidy patria medzi zakladné komponenty vyZivy. iZigaju sa bdi z prirodnych zdrojov,
niektoré syntetizujélovek aj Ziva@&ichy. MéZu mé povahu vo vodéiasta:ne rozpustnych,
pripadne nerozpustnych tukov. Rozfaj8 sa len v rozpdiadlach organickej povahy.
Objavuju sa v pevnom resp. tuhom skupenstve alagi&ne lipidy a v tekutom stave napr.
oleje( Kollar,1996).

Nakao’ko su v krvi nerozpustné, transport z miesta synté&e miesto ich katabolizmu je
realizovany pomocou Specifickyctastic, lipoproteinov (LP). Bielkovinova zloZzka LR s

oznauje apolipoprotein (Apoj{eska a kol., 2012). Wi obr.¢. 1

Obr. &. 1: Schematické znazornenie LP

(https://eluc.kr-olomoucky.cz/verejne/lekce/249111172016).

astery
cholesterolu

cholesteral

fosfolipidy
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Funkcia lipidov

Lipidy patria medzi zakladné stavebné zlozky vSettk§iologickych membran. Vyztaju
sa tym, Ze sU najefektivnejSou zasdbarenergie a tvoria obal niektorych organataka
c¢omu ich chrania pred mechanickym poSkodenim, zadagp aj tepelnu izolaciu
mnohych organov. V organizme sa pddjé na Specifickych funkciach
(http://www.lipidy.estranky.sk/clanky/biologicky-vpam-a-funkcia/funkcie-lipidov-.html,
17.11.2016).

Z&kladné delenie lipidov
Lipidy rozded’'ujeme na jednoduché a zlozené.

Jednoduché lipidy :estery mastnych kyselin (MK) s prislusnym alkoholo

a) tuky: estery MK s glycerolom , tuky vyskytujice sa v teka stave nazyvame
oleje
b) vosky: estery vysSich mastnych kyselin (VMK) s vySSimi nesytnymi

alkoholmi

ZloZené lipidy :estery MK, ktoré okrem alkoholu a MK obsahuju eESiu skupinu

fosfolipidy: estery MK obsahujuce okrem MK a alkoholu tiez z\kykgseliny fosforénej

, ¢asto obsahuju aj dusikatl bazu ako napriklad dfsdalipidy

glykolipidy(glykosfingolipidy): lipidy obsahujuce MK, sfingozin a sacharid

ostatné zlozené lipidy :napriklad sulfolipidy a aminolipidy ,do tejto kgteie mézeme

zaradti tiez LP

Prekurzory a derivaty lipidov : MK, glycerol, steroidy, ostatné alkoholy, mastné
aldehydy, ketolatky, utovodiky, vitaminy rozpustné v tukoch a hormony. igbtyceroly
cholesterol a jeho estery nedisociuju, nemaju nadbana&uju sa akoneutralne lipidy
(tuky). (Murray, Bender, Kennelly, Rodwell,Weil, 2B).

11



2.2. LipoproteQiny

2.2.1. Rozdelenie LP
NajbeznejSie rozdelenie LP je na zaklade fyzikalmbemickych vlastnosti. Pbal

separénej ultracentrifugacie sa rozliSuje ni€ko lipoproteinovych frakcii:

Chylomikrény - (CHM)

VLDL - lipoproteiny vémi nizkej hustoty
IDL - intermediarn&astice

LDL - lipoproteiny nizkej hustoty

HDL - lipoproteiny vysokej hustotyCeska a kol., 2012).

Chylomikrény

CHM su lipoproteinovéastice s najnizSou hustotou, su n&gié, vytvaraju sa v bunkach
sliznice tenkéhocreva z tukov, ktoré pochadzaju z potravy,cpm pomer bielkovin
atukov vCHM je 1:100 alipidova zlozka CHM su atylglyceroly (TG).
(http://www.adla.sk/images/upload/Klinick% C3%A1%20th% C3%A9mia/APOLIPOP
ROTEN%20A-1%20(ApoA-1).pdf), 17.11.2016).

VLDL

LP s vémi nizkou hustotou (VLDL - Very Low Density Lipopeins). Tvoria sa v @eni
z TG, ktoré vznikaju premenou sacharidov privadeanydo tela potravou.
(http://www.adla.sk/images/upload/Klinick%C3%A1%28th% C3%A9mia/APOLIPOP
ROTEN%20A-1%20(ApoA-I).pdf) ,17.11.2016).

IDL

U zdravych jedincov sa vyskytuju v nizkych koncéotdich . Su to lipoproteiny
s intermediarnou hustotou (http://www.ceva-edumarse/view.php?id=439 , 20.11.2016).

12



LDL
LP s nizkou hustotou (LDL- Low Density Lipoproteingznikaju z VLDL ¢astic a to
odburavanim TG. Cholesterol je hlavnhou zloZzkou LIzhstic. LDL sU0 nosbom

endogénneho aj exogénneho cholesterolu v krvi

(http://www.adla.sk/images/upload/Klinick%C3%A1%28th% C3%A9mia/APOLIPOP
ROTEN%20A-1%20(ApoA-I1).pdf, 17.11.2016).

HDL

LP s vysokou hustotou (HDL- High Density Lipopraotg) si najmensie lipoproteinové
Castice prom pomer lipidov aproteinov je 1:1. Tvoria sa hepare
(http://www.adla.sk/images/upload/Klinick% C3%A1%20th% C3%A9mia/APOLIPOP
ROTEN%20A-1%20(ApoA-I).pdf), 17.11.2016).

Obr. ¢ 2. Cyklus lipoproteinov (http://www.bodyhacking.cz/gloholesterol-

najznamejsia-najmenej-znama-molekula.html, 17.111620

2.2.2.Apolipoproteiny, funkcia a metddy stanovenia
Bielkoviny, ktoré viazu lipidy su definované akoadipoproteiny. Maju vlastnas resp.

schopnos tvorit’ rozpustné polydisperzri@stice.
Funkcie apolipoproteinov v metabolizme tukov

a) su kofaktory enzymov podigucich sa na lipoproteinovom metabolizme
b) prostrednictvom nich sa viazu LP na Specifidaeptory

c) Strukturalne bielkoviny LRastic

13



d) z(Eastiuju sa na prenose alebo vymene lipidovyaktic medzi jednotlivymi LR{eSka

a kol., 2012).

Tab. & 1: Prelfad niektorych apolipoproteinovCeska a kol., 2012).

Apolipoprotein | Vznik Molekulova | Lipoproteiny | Funkcia, Klinicky
Hmotnost’ vyznam
*
apo A-l crevo 28 000 HDL, CH aktivator LCAT,
pesen Strukturalny protein
Nizka hladina= riziko
ICHS
apo A-ll crevo 17 000 HDL, CH aktivator  peéenovej
pesen Ilpaz¥, Strukturalny
protein
apo A-IvV crevo 46 000 HDL, CH funkcia pri transporte
glyceridov
apo B-48 crevo 264 000 CH Strukturalny protein,
vazba na receptory
apo B-100 pecen 550 000 LDL Strukturalny protein,
vazba na receptory,
vysokd hladina =
vznik ICHS
apo C-I pecen 5800 CH, VLDL, | aktivacia LCAT
IDL, HDL
apo C-ll pecen 9 100 CH, VLDL, | aktivacia
IDL, HDL lipoproteinovej lipazy
apo C-llI Peten 8 750 CH, VLDL, | inhibicia
IDL, HDL lipoproteinovej lipazy
apo E periférne | 35 000 CH, VLDL, | Strukturalny protein,
tkaniva, IDL, HDL vazba na receptory,
pecen odburavanie c¢astic
bohatych na

*molekulovd hmotnosje uvadzana v daltonoch

cholesterol a TG
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Zakladné charakteristiky jednotlivych apolipoproteinov
ApoA- |

Tvori sa v p&eni av tenkoméreve. Je to hlavna zlozka triedy HDL, tvori 30% HDL
¢astice. Hlavnou fyziologickou funkciou je prijemuaolfiovanie vdéného cholesterolu

Zz buniek a bunkam, tiez slizi ako kofaktor vreakcCAT (Lecitin- cholesterol-
acyltransferazy). Tieto procesy nazyvame reverziolesterolovy transport, teda transport
cholesterolu spa do pe€ene (http://www.ceva-edu.cz/course/view.php?id=439,
20.11.2016).

ApoA-II

Tvori sa Wreve apeéeni podobne ako ApoA- I. Patri medzi druhy najzndie
apolipoprotein triedy HDL. Zistilo sa, Zém vysSSia je hladina apoA- Il v krvnej plazme,
tym nizSie je riziko rozvoja kardiovaskularnych hoceni. ApoA- 1l prispieva k priebehu
reverzného transportu cholesterolu aj k redukcii DLL oxidacie (http://www.ceva-
edu.cz/course/view.php?id=439, 20.11.2016).

ApoA- IV

Syntetizuje sa ¥reve a jeho syntéza je podporovana aktivnou absarfipidov. Tvori sa
tiez v tenkom¢reve a syntéza prebieha aj v hypotalame. Vyskyaje&Sinou vo vazbe
s CHM ale tieZz v malych HDL a vo frakcii séra, Kaneobsahuje LP. Vykazuje aktivity
vzh'adom k metabolizmu lipidov a LP. Vo chvili,&éiDL absorbuju produkty lipolyzy
LP bohatych na TG, oddeli sa apoA- IV od HDL acaja sa spado lymfy. ApoA- IV
vykazuje protizapalové, antisklerotické atiez axidainé &inky. Crevny aj
hypotalamicky apoA- IV, ktoré nachadzame v cirkiil&t anorexigénne peptidy, ktoré

potl&aju chu’ do jedla.(http://www.ceva-edu.cz/course/view.phdp239, 20.11.2016).

ApoB

ApoB je hlavhym komponentom LDL a IDL a je dblehtykomponentom aj VLDL
a CHM.(http://www.ceva-edu.cz/course/view.php?ids:430.11.2016).

15



Vyskytuje sa v dvoch formach:

apoB100, ktor4 sa vyskytuje vo VLDL a LDL, tvori ggeeni. Jej vazby s lipidovym
jadrom su extrémne stabilné diaka tomu sa apoB nevynig paias metabolizmu medzi
jednotlivymi LP

apoB48, nachadza sa v CHM, tvori sa &gméako N- terminalna polovica apoB100.

ApoB sa zda hg/potrebny pre tvorbu LP bohatych na TG¢&ne je taktiez aj ligandom
B, E receptoru (LDL receptor). Existuje aj polymmnfius apoB, ktory vedie k r6znej
rychlosti katabolizmu LDL v bunkach, to je zafiené rozknou afinitou k tomuto
receptoru (http://www.ceva-edu.cz/course/view.ptip289, 20.11.2016).

ApoC

Tvoreny je prevazne v peni. Tuto triedu apolipoproteinov tvoria tri mateptidy
ozna&ené C-I, C-ll a C-lll vyskytujuce sa takmer vZdyokp Pritomné su predovSetkym
v HDL casticiach. Pokiasu pritomné LP bohaté na TG, dochadza k prenpsC a@o
tychto castic a kich opatovnému uireniu po hydrolyze TG. C-l1 aktivuje LCAT
a inhibuje, resp. blokuje fosfolipazu A2, C-I1I jeatinym kofaktor lipoproteinovej lipazy a
C-Ill chrani tzv. zbytky (remnants) od pkegného odstraneniad@iou a inhibuje aktivitu
endotelialnej lipoproteinovej lipazy _ (http://wwwwv@eedu.cz/course/view.php?id=439,
20.11.2016).

ApoE

Tvori sa v péeni a je distribuovany rovnomerne medzi VLDL a HBastice. Podobne
ako u apoC dochadza aj u apoE k vymenam medzidymistotnymi triedami. Slizi ako
ligand pre dva roztné receptory, pre zbytkovy (remnant) receptor aBr& receptor. K
receptoru B,E ma ova vysSiu afinitu ako apoB. ApoE vykazuje antisktedal aktivitu,
ktora je zrejme zaptfinena jeho tinkovanim pri (receptorom sprostredkovanej) utitiza
LDL pecenou. Pri tomto spracovani LDL peiou dochddza ku zniZeniu
hypercholesterolémie ale apoE brzdi aterosklerézu b&z jej ovplyvnenia

(http://www.ceva-edu.cz/course/view.php?id=43912R016).
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Metddy stanovenia apolipoproteinov

Pre prognézu vyvoja poruchy v metabolizme lipidova mvyznam stanovenie
apolipoproteinu A-1 a apolipoproteinu B (apoB10Ujeto apolipoproteiny sa stanovuju
imunochemicky, v beZnej rutinnej praxi (homogénnaéakalovou metédou v roztoku, tj.
turbidimetricky. Na stanovenie sa pouzivaju Spekéi protilatky od mnohych vyrobcov
(Dako, Orion, Immunotech). Metédy mézutbgutomatizované (automatické biochemické
analyzatory) alebo sa pouzivaju Specializované nietee ale aj nefelometre.

(http://www.ceva-edu.cz/course/view.php?id=439 2(2016).

2.3. Cholesterol

Historia objavu tvorby cholesterolu

Konrad Emil Bloch bol priekopnikom pri objagvani biosyntézy cholesterolu a poukézal
na suvislog s endoplazmatickym retikulom, Studoval aj procesva’ahu k jednotlivym
bunkovym organelam. Vroku 1964 ziskal za svoje awopj Nobelovu cenu.
(http://galenus.cz/clanky/biochemie/biochemie-lip&lnteza-cholesterolu, 2.2.2017).

Obr.¢. 3:  (https://www.nobelprize.org/nobel_prizes/mediciaafeates/1964/bloch-
bio.html, 2.2.2017).

Sir John Warcup Cornforth nadviazal na pracu Blocha a Studoval mechanizmus
cyklizacie skvalénu a v roku 1975 ziskal Nobeloeawc

(http://galenus.cz/clanky/biochemie/biochemie-lip&lnteza-cholesterolu, 2.2.2017).
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Obr. ¢. 4: (https://'www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemityreates/1975/cornforth-
bio.html2.2.2017).

Cholesterol je ziv&isny sterol obsahujici 27 uhlikov, jednu dvojitizhéd a jednu

alkoholovu skupinu. Vyskytuje sa v kazdej bunkeslet zvlag§ zastupeny je v nervovom
tkanive. Tkaniva ho syntetizuju z acetyl- CoA akuofipaticky (hydrofilné aj hydrofébne
vlastnosti) lipid. Je délezitym komponentom membewnutornej vrstvy plazmatickych

AR A

Cholesterol je typicky produkt Zi¢@Sneho metabolizmu, prekurzorom steroidov v tele,
kortikoidov, pohlavnych hormonov, vitaminu D &&bych kyselin. Z organizmu sa
vyluéuje vo forme Zlovych kyselin Zou a ako cholesterol, ktory gmnog’ou baktérii

v ¢reve meni na koprosterol (bakteridlna redukciaitkjoyazby medzi uhlikmi C5 a C6)
(http://www.ceva-edu.cz/course/view.php?id=43912®016).

Co je vlastne cholesterol?

Zltkasta voskovita latka nachadzajuca sa vo vsatkynkach tela,

ma lipidovy charakter,

potrebna pre Zivot

organizmus si ho tvori viac ako ho prijmeme v sarejgpbotrave,

syntetizuje ho hlavne pen, enterocyty a nervove tkanivo,

vyuZiva sa pri tvorbe &bvych kyselin a pohlavnych hormoénov ( estrogéntosteron,
progesterdn), a tiez vitaminu D a kortizolu,

vznika z nasytenych mastnych kyselin, (Katz ,2010 )
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Dobry, zly a eSte horsi

Hovori sa Ze “ vSetkého V& Skodi ", to isté mdzeme poveda o cholesterole. NaSe telo
potrebuje cholesterol na rézne procesy v organizav8ak ak je ho nadbytok je pre
organizmus Skodlivy. Existuje “ dobry ” a “ zly cholesterol a od ich vzdjomného pomeru
zAavisi ¢i sa v organizme rozvinie ischemicka choroba sidC#iS), ateroskler6za alebo
dalSie iné ochorenia. Cholesterol je v krvi neras#py, viaze sa na bielkoviny a tak
vznikaju LP (transportné bielkoviny) ktoré untogll tym, Ze sa na ne cholesterol naviaze

vstup cholesterolu do buniek a tkaniv (Katz, 2010 )

Bad vs. Good Cholesterol

Bad (LDL)

stores cholesterol in the
blood sfream

Atheroscilerotic Plague
{LDL accumulation)

Good (HDL)

| regulates LDL storage and
promotes excretion

Obr. ¢ 5: Dobry vs. zly cholesterol (http://developingheatibiits.com/cholesterol-
blessing-or-curse/,20.1.2017).

2.4. Metabolizmus lipoproteinov (receptory, enzymy transportné

proteiny)

LDL- lipoproteiny s nizkou hustotou

V krvnej plazme transportuju 75-80 % cholesteralajy&sie mnozstvo) a ten sa nasledne
uklada v tkanivach ale aj v tepnach, kde tvori hiavilohu pri tvorbe aterosklerotickych
platov. Tietocastice obohatené o cholesterol sa ukladaju podteciév ¢im zuzuju ich
priechodnog a waka tomu aj zniZzuju mnozstvo cirkulujucej krvi. Faiksa zasiahnuté

vencovité tepny do srdca sa menej dostava kyskio @vladnd cholesterol, 2010).
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Obr. &. 6: LDL - cholesterol (https://www.healthcheckup.corofipheart/Idl-cholesterol/,
20.1.2017).

LDI. Cholesterol

HealthCheckUp.com

Tieto menSie, hustejSiasticel'ahko prechadzaju vnatornou stenou endotelu a ukiada
Vv jej stene a preto su najviac Skodlivé pre krvigdc a nebezpmejSie ako ostatné LP
castice. AvSak ak mame v krvnej plazme zvySeny akyédo typ LDL- cholesterolu je
potrebné ho zni2Zi Jeho optimalna hladina je zavisla na osobnej agam pacienta
a rizikovych faktoroch vzniku ICHS (Katz, 2010).

Tab. €. 2: Hladina LDL - cholesterolu

Hladina LDL - cholesterolu Kategoria

menej ako 2,5 mmol/l Optimélna

2,5 mmol/l - 3,5 mmol/l blizka optimalnej
3,5 mmol/l - 4,0 mmol/l hranine vysoka
4,0 mmol/l - 5,0 mmol/l Vysoka

5,0 mmol/l a viac vel'mi vysoka

Poznamka Pokid’ je vysokeé riziko tak ciom je znizf' u pacienta LDL- cholesterol pod

1,8 mmol/I.

Hodnoty LDL- cholesterolu ovplyiuju rozne faktory:

- Zivotny Styl ( strava, druhy tukov ktoré su piiav potrave), telesna hmotripgpohyb,
stres, fajenie, alkohol, geneticky je to vyskyt kardiovaskol&ch ochoreni v rodine ( Katz
,2010).

20



HDL- cholesterol: lipoproteiny s vysokou hustotou

HDL- cholesterol je oznmvany ako “ dobry ” pretoZze v krvi slUzi ako “ snaeske
vozidlo ”. Transportuje cca 20-25% cholesterolu rvrlom rig€isku. Spracovava sa
v heparekam prichadza z tkaniCim viac je HDL “ dobrého” cholesterolu tym menej‘je
zlého ” LDL- cholesterolu (Katz ,2010).

Obr. ¢&. 7: (http://www.shrinkinguy.com/blog/how-healthy-is-yeblood,20.1.2017).

Plati Ze ¢im vysSie hladiny HDL- cholesterolu mame tym je SmZ riziko vzniku
kardiovaskularnych choréb, a naopak nizke hladaty tiziko zvy3Suju. HDL cholesterol
odstraiuje LDL- cholesterol zo steny ciev (http://www.stkinguy.com/blog/how-healthy-
is-your-blood, 20.1.2017).

Pri zniZzenej hladine HDL- cholesterolu sa zvySugdmy nebezp@ych krvnych tukov
ako napr. TG.

HDL maju v krvi 2 hlavné funkcie:

. vd’aka ich mastnej konzistencii tvoria protektivnutwusna vnatornej strane tepien a tym
inhibuja ukladanie tukov v stenéch ciev.

. pomahaju aj pri rozptiani tukovych usadenin (Jetka, 2009).

Chylomikrénove zvysky ( remnanty)

Vznikaju odStiepenim z TG. Za normélnych okolnostii vychytdvané v geni
Specifickymi receptormi pre apoE. Su aterogénne)3iee bohatSie na cholesterol a maju
kratky pokas rozpadu. Pre paiové bunky — hepatocyty su hlavnym zdrojom exogéaneh
cholesterolu. ZvySené hladiny tychto remnantov gdsebené napriklad obkiovou
nedostaténog’ou ale aj potravou bohatou na nasytené mastné ikysale aj pri

alkoholizme (Samanek, Urbanova, 2003).
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VLDL- lipoproteiny s vePmi nizkou hustotou

VLDL su bohaté na TG a vytvaraju resp. syntetizapl v péeni. TG sa syntetizuju
z mastnych kyselin. Cholesterol z ktorého sa VLBtvaraju potrebuje na svoju syntézu
zvySky t.j. — remnanty, CHM, HDL, IDL, LDL alebo stvoria endogénnou cestou
v hepatocytoch. Nadmerna syntéza tukov nastavdi, da& zvysi ich prijem v potrave.
V casticiach VLDL sa nachadzaju apoB-100, C a E. HiadVLDL sa mézZe zvysi
napriklad pri renalnej insuficiencii, obezite, vewsgj hypertriacylglycerolémii,
alkoholizme a mnohyctialdich ochoreniach (Saméanek, Urbanovéa 2003).

IDL- lipoproteiny s intermediarnou hustotou

Vznikaju degradaciodastic VLDL po odstiepeni z TG. Obsahuju apo E aBpdO00,
ktoré sa nach&dzaju na ich povrchu. Majlinviekratky potas rozpadu. ZvySené hladiny
byvaju charakteristické pri zniZzenej funkcii Stjtnezlazy a pri  familiarnej

dysbetalipoproteinémii (Samanek, Urbanova 2003).

Lipoprotein (a)

LP- a ma na svojom povrchu okrem apoB-100 naviazanapolipoprotein (a) t.|.
glykoprotein. Lipoprotein (a) je Vmi podobnycastici LDL. S plazminogénom sazi
0 vazbové miesto na plazmin a takinkuje v procese fibrinolyzy, t.z. Ze jeho zvySené

hladiny sa prejavuju trombogenézou (Saméanek, Unzag603).

Receptory

Lipoproteinové ¢astice sa viazu na povrch bunky a vstupuji do meptpednictvom
Specifickych receptorov, ktoré sa nachadzaju n&dwej membrane (Samanek, Urbanovéa
2003).

LDL - receptor

Histéria: V roku 1985 Goldstein a Brown ziskali bédovu cenu za objasnenie funkcie
a zlozenia LDL- receptoru.
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Tvoreny je z 839 aminokyselin. Syntéza famgch domén tychto aminokyselin je
regulovana spatnou vazbou, ktora na kratkom rariehikomozému 19 kontroluje prepis
(transkripciu) génu pre LDL- receptor. Transkripgazavisla od koncentracii cholesterolu
vo vnutri bunky. LDL receptor poskytuje bunke pbmé mnoZzstvo cholesterolu
(Samanek, Urbanova 2003eska a kol., 2012).

Scavengerovy LDL- receptor

Scavengerové receptory pri nedostatku &umykh LDL- receptorov viaZzu acetylované

a oxidované aterogénne LDtastice. Tieto receptory sa nachadzaju na makrofagoc
( Saméanek, Urbanovéa 2003).
Receptor chylomikronovych remnantov

Tieto receptory rozpoznavaju len apoE a zvysSky sistraiované z krvnej plazmy
pomocou 3pecifickych receptorov, ktoré sa nachédzapeeni (Saméanek, Urbanovéa
2003).

Receptory pre HDL

Rovnako ako receptory chylomikrénovych remnantov sachadzaju v geni

ale rozpoznéavaju apolipoprotein A-1 (Samanek, ddva 2003).
Enzymy a transportné proteiny z®astiujice sa na metabolizme lipoproteinov

Enzymy: lecitin—cholesterol-acyl-transferaza, cepeva lipaza, 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA-reduktaza, lipoproteinova lipafesfolipaza A, kysla lipazaCeska
a kol.,2012).

Transportné proteiny: protein prenaSajuci fosfdiipia estery cholesterolu a protein

inhibujuci prenos resp. transport lipidov (Samangtqanova, 2003).
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Cholesteryl ester transfer protein (CETP)

CETP ma hlavnu funkciu v reverznom transporte ctelelu.

Cell SRB1
membrane Sitew
L
® O LDL
CE CE receptor
é‘ ’ o .
TN @ [xI5g @ e
m h | VLDL, IDL, LDL
-
HDL HDL3
@ :
e Periferni
I' .:-n.
FC Volny cholesterol
TG Triglyceridy
CE Cholesteryl esters
LCAT Lecithin cholesterol acyltransferase
CETP Cholesteryl ester transfer protein
SRB1 Scavenger receptor class B, member 1
ABCAL ATP=binding cassette, sub=family A, member 1

v

¢. 8: (http://zdravi.euro.cz/news/check-pro?id=459230&semne=postgradualni-

Obr.
medicina, 25.1.2017)

Metabolizmus lipoproteinov

Metabolizmus LP méZeme rozdelina endogénny transport lipidov aexogénny
metabolizmus lipidov.

Cholesterol, ktory je prijaty potravou prechadza stenu traviacej sustavy a do tenkého
¢reva sa resorbuje nezmeneny. Takyto sa dostavacdaipkde prebieha jeho esterifikacia
pod kontrolou LCAT.

TG sa pbésobenim pankreatickej lipdzy (PL) hydrokgi rozkladaju na glycerol a VMK.
Tento proces travenia TG prebieha v dvanastnikedtym ako dochadza k traveniu TG
nastava emulgifikacia tukov poésobenimc¢aktych kyselin. TG ktoré sa nerozlozZia
prechadzaju v podobe malych kvapk cez ¢revnd stenu autvarajd sa z nich
chylomikrony a tie sa do krvného obehu dostavagp.réransportuju z lymfatickych ciev.
Po hydrolyze TG lipoproteinovou lipazou sa mastgéekny dostavaju do svalového
a tukového tkaniva kde plnia funkciu zasobarne gieerSpecifické receptory ktoré sa
nachadzaju v geni vychytavaju chylomikronové remnanty obohatemfaesterol.

V hepatocytoch sa cholesterol metabolizuje gav@ kyseliny a tie sa nasledne Wil
ZIcou do tenkéh@reva. TG spolu zo zvySnym cholesterolom vytv@astice VLDL a tie

sa uvdnuju do endogénnych metabolickych ciest. V krvi s&DV delipiduju za
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pritomnosti plazmatickej lipadzy gom sa uvbnia MK a glycerol. Denzita VLDL stale
stipa (vzrastd) az kym sa nepremenia na ldaktice, ktoré su bohaté na cholesterol.
Medziproduktom sucastice IDL. Vstupov& do buniek mdéZzu ibaastice LDL aich
vychytavanie umaiuju Specifické receptory pre apolipoprotein B, bbr syntéza
prebieha aktualne ptia potreby ale maju geneticky zaklad.

Priamo v péeni sa tvoriacastice HDL, vznikaju metabolizovanim LDL, stratolAG

a vymenou apoB za apoA a C (Varga, 1996).

2.6. Dyslipidémie

Dyslipoproteinémie (DLP) a hyperlipoproteinémie L su ochorenia metabolického
charakteru, ktoré sa vyzfigu vzostupom lipoproteinov a lipidov v krvnej phae.
Vznikaju pri zvySeni syntézy alebo znizeni katabuli lipoproteinov transportujacich

lipidy (MK, TG, cholesterol, fosfolipidy) v plazme.

Hyperlipoproteinémie mézu by
a.) Primarne ( na genetickej Urovni)

b.) Sekundarne

Na vzniku, resp. manifestacii HLP a DLP s&iméu podi¢a genetika (polygénova
dedinog’) a faktory vonkajSieho prostredia (nevhodna digtjostatok pohybu, Zivotny
Styl) aniekedy aj dalSie ochorenie ako napriklad hypotyreéza. Hovoriroe

multifaktorialnej etiolégii.

Tab. &. 3: Hyperlipoproteinémie (HLP) alebo dyslipoproteinénfDLP) (Ceska a kol.,
2012).

-metabolické ochorenia

-vysoky vyskyt

-1 TAG,CHM v krvnej plazme

-rizikovy faktor vzniku ateroskler6zy

-rizikovy faktor akutnej

pankreatitidy
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Tab. & 4: HLP = zvy3ena hladina tukov v krviledka a kol., 2012).

-riziko kardiovaskularnych ochoreni

-tuky v krvi nemusia byt vo va’ahu k mnoZzstvu podkozného tuku

-HLP nie je obezita !!!

HLP sposobuju predovSetkym koronarnu ateroskler@mnanifestuju sa napriklad
ischemickou chorobou srdca, akutnou hemoragickokrotieujucou pankreatitidowi
aterosklerézou periférnych tepien. Prebiehaju diié bez priznakov a diagnostikuju sa
pacientov trpiacich obezitou moézu tigpidy v norme a naopak vysoké percento Stihlych
pacientov maju familiarnu hypercholesterolémiu. gitaesa avSak tiez mbéze pothe na
manifestacii a zhoruje lipidovy metabolizmu$egka a kol., 2012).

Klasifikacia hyperlipoproteinémi
Klasifikacia podla EAS

V sasnosti je najpouzivanejSim rozdelenim HLP kla&di& Eurdpskej asociacii pre
aterosklerézu a zataje HPL do troch tried. Okrem tychto troch triedreadeé’'uju aj na

primarne a sekundarne HLP.

Tab. & 5: HLP = Klasifikacia HLP (EAS 1992)(eska a kol., 2012).

I.Hypercholesterolémia LDL

[I.Kombinovana HLP, TAG+CHM LDL + VLDL

[ll.Hypertriacylglycerolémie VLDL
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Fredricksonova klasifikacia

Prvym modernym pristupom v klasifikacii porach nbeté&zmu lipidov bola
Fredricksonova klasifikacia HLP ktora je zaloZzena elektroforéze lipoproteinov na
papieri. Rozdiuje HLP do 6 tried (. Tab.¢. 6).

Obr. & 9Vzhrad séra u hyperlipoproteinémii ( autéeska a kol., 2012).

Tab. & 6: Klasifikacia dyslipidémii: Fredricksonova (WHO) kifikacia( CeSka a kol.,
2012).

Cholesterol| TG v
Fenotyp | ZvySeny LP vV sére sére | Aterogenicita | Prevalencia
I Chylomikrény | norma-t | 1111 | Nepozorovand VZ3cne
lla LDL " norma +++ Bezne
lib LDL a VLDL 1 1 -+ Bezne
v VLDL norma - 1 " + Bezné
VLDL a
\ chylomikrény | norma 4 M1 + Vzacne

LDL - lipoproteiny nizkej hustoty, IDL - intermedi@ castice, VLDL — lipoproteiny
vel'mi nizkej hustoty. ( Hladiny HDL nie su uvadzanérredricksonovej klasifikacii).
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Typ | - nachadzame u neho prstenec z chylomikrénovchowani plazmy v noci pri
teplote 4 stufoch Celzia, pod prstencomdé&a plazma a nachadzame u nej zvysenu
hladinu triacylglycerolov.

Typ lla - uneho nachadzame v elektroforétebeta lipoproteinov, pri normalnej
koncentracii triacylglycerolo¢ LDL v plazme, tento typ je typicky nalez pri fariinej

hypercholesterolémii.

Typ llb - charakteristické jé triacylgycerolov a cholesterolu, VLDL, LDL. Z¢gjne pri
kombinovanej familiarnej hyperlipidémii s vysokooncentraciou apo B.

Typ lll - charakterizovany je tzv. pomalymi prebeta frakai, t... neobvykla frakcia
VLDL.

Typ IV - v plazme su TG zvySené, cholesterol je norméleipo len mierne zvyseny.

Typ V - prebieha pod obrazom rapidnehd G, CHM, celkového cholesterolu, VLDL
(Ceska a kol., 2012).

2.7. Ateroskleréza
NajvyznamnejSia, komplexnd, systémova, generalizéva obliterujica choroba tepien

u ¢loveka sa nazyva ateroskler6za (Gavornik, 1999).
Aterogenéza

Aterogenéza mé6ze Bycasna a neskora. Potigl sa na nej tieto faktory a mechanizmy:

a.) vaskularne poskodenie,

b.) tvorba makrofagov a cytolyza, akumulacia monocytov,

c.) hromadenie lipidov,

d.) krvné dosttky, rastové faktory a trombogenéza,

e.) tvorba hladkych svalovych buniek,

f.) tvorba extracelularneho matrix . (Gavornik, 1999).

a.) vaskularne poskodenie

Pri tomto type je poSkodenéa stena tepien. Spésdimjennoho faktorov napr. f&gnie,
obezita, stres, alkohol, nedostatok pohykii(@Bavornik, 1999).

28



b.) akumulacia monocytov, tvorba makrofagov a cytolyza
Monocyty sa hromadia v subendotelovych vrstvach diektorych infiltruju cez endotel a
a mechanizmom fagocytdézy sa prefaigl na makrofagy a penové bunky. Jednou
Z najwasnejSich zmien aterosklerozy je vyskyt monocytavtime. Na mechanizmoch
migracie a adhézie monocytov do steny artérie @ptju glykoproteiny ktoré sa
nachadzaju na povrchu monocytov a tiez faktory atarie ako je napriklad monocytovy
chemotakticky protein — 1 (MCP- 1).
Kriticky membranovy receptor je scavenger recegitmry je zodpovedny za prijem LDL-
cholesterolu v makrofagoch. Tento receptor kondmntprijima modifikované,
nizkodenzitné oxidované LP aaj iné LP do makrofagbo vyvolava cytolyzu resp.

deStrukciu buniek s naslednym dimenim radikalov kyslika a enzymov (Gavornik, 1999).

c.) Hromadenie lipidov v arterialnej stene (lipidogeagz

Akumulacia cholesterolu ajeho esterov v stenadBriarje charakteristickym znakom

véasnej aterosklerdzy ako nasledbjsbalancie influxu a exfluxaholesterolu.
Pozname dva hlavné mechanizmy regulujuce vaskutaoreadenie cholesterolu:

- aktivny mechanizmus, ktory zavisi od Specifickyebeptorov, ktoré sa nachadzaju
v membrane arterialnych, resp. tepnovych buniek,

- pasivny mechanizmus ktory nezavisi od tychto recept

Znizena aktivita LDL- receptorov suvisi s vysokykoncentraciami LDL v krvi a tym
vznika predasna ateroskler6za. Aterogénne su aj VLDL, antigiémne su HDIcastice,
ktoré inhibuju vstup LDL do bunky a umiadju reverzny transporefluX) cholesterolu zo

steny ciev (Gavornik, 1999).
d.) Trombocyty, trombogenéza a rastové faktory

V mieste poskodenia vaskularnej steny dochadzah&zaid az agregacii trombocytov
a uvd’neniu latok, vratane trombocytového rastového fakioPDGF- platelet- derived
growth factor). Tento faktor stimuluje migréciu, ohradenie a proliferaciu hladkych

svalovych buniek, teda z#8uje ateroskleroticku léziu (Gavornik, 1999).
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Proliferacia hladkych svalovych buniek

Myocyty ( hladké svalové bunky) su schopné vo \ajuigich sa artériach syntetizava

a proliferova kolagén, glykoproteiny a elastin ( synteticky typ)

Hlavnou funkciou hladkych svalovych buniek v adéh u dospeléh&loveka je regulacia
tlaku steny tepny ( kontraktilny¢inok), niekedy sa mézu upravnaspé do syntetického
typu a tak participouana aterogenéze (Gavornik, 1999).

e.) Syntéza extracelularneho matrixu

Hladké svalstvo je stimulované viacerymi rastovyaktormi a reguluje zvySena syntézu
fibr6zneho tkaniva v artériach pri ateroskler6zékibré z rastovych faktorov ktorymi je
hladké svalstvo regulované: fibroblastovy rastoaittér — FGF (fibroblast cell growth
factor), trombocytovy rastovy faktor PDGF , endowi rastovy faktor - EGF (endothelial-
cell growth factor), makrofagovy rastovy faktor -D@F (macrophage-derived growth
factor), rastovy faktor hladkého svalstva — SDGRdsth-muscle-cell-derived growth
factor) a iné (Gavornik, 1999).

Tkanivo aterosklerotickych lézii sa sklada z fibroz bunkového, riedkeho a denzného

fibr6zneho vaziva obsahujuceho kolagén, ktory manbogénne viastnosti.

Tri z&kladné stupne patologicko-anatomickych zmipri ateroskleréze (klasicka

klasifikacia):

1. Lipidové lézie- Waka zvySenému obsahu lipidov su Zltkastej farbypleahé,
makkeé loziska ( platy, Skvrny).

2. Fibrézne- nastava pri nich zmnoZenie vaziva a buhiadkého svalstva, su
tuhé, sivé lozZiska resp. platy.

3. Komplikované lézie- zmena nenastava len vintimeér@ ale ide
o aterosklerotické platy kde nastava zmena aj viiséapturou, kalcifikaciami,

nekrdzou, trombdzou dalSimi zmenami (Gavornik, 1999).
Staryho klasifikacia (1989):

l. typ - makroskopicky nezistitay, mikroskopicky v intime
nachadzame ¥&i paet makrofagov, ktoré pochadzaju z monocytov
a v ich cytoplazme sa nachadza&gstice oxidovanych lipidov.

Il. typ - zistitény makroskopicky pomocou farbenia Sudanovou IV.

mikroskopicky v intime nachadzame penové bunkyé&tsi uz pre
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aterosklerozu charakteristické. Lipidy sU uloZenéevpZzne
intracelularne.

[l typ - makroskopicky vyvySené tukové platy. Mikropkaky
extracelularne loziska lipidov.

IV.  typ - nahromadené lipidy mimo bunku sa javia aker@n ktory je
viditel'ny resp. zistittny makroskopicky aj mikroskopicky.

V. typ - fibrolipidova lézia (lipidové jadro + fibroznkryt ) (Gavornik,
1999).

Neskora aterogenéza

Niektoré aterosklerotické |ézie podmigu fixni stendézu postihnutych tepien asu aj
niekd’ko rokov stabilné na rozdiel od pomaly progredujicaterosklerotickych lézii.
PoruSenie integrity resp. celistvosti aterosklefaj 1ézie sa meni na tzv. komplikovanu
instabilnG ateroskleroticku Iéziu. Tento dej je poveneny vznikom fisur, ruptar alebo
ulceraciou fibrézneho krytu. Vznikaju tromby a tymastava dynamicka obstrukcia artérie
(Gavornik, 1999).

Rizikové faktory rozvoja aterosklerézy.

Ateroskleréza a jej komplikacie su tasgtejSou ptinou kardiovaskularnych ochoreni.
V patogenéze tychto ochoreni sa ufpl@ niektoré rizikové faktory ktoré podporuja
trombogenézu a aterogenézu. Tieto faktory mdZermdelit na neovplyvnittné ako su
napriklad starnutie, pozitivha rodinnd anamnézakytyv rodine, muzské pohlavieda}
a na faktory ktoré su ovplyvniteé, sem patri W&ina laboratérnych faktorov ale aj
fajcenie, stres a iné (Racek et al., 1999).
A. Endogénne (neovplyvnit&né) faktory
- pohlavie — Zena po menopauze, muz
- vek
- genetika ( rodinnd anamnéza, vyskyt v rodine)
B. Exogénne ( ovplyvnit&ne) faktory
- nedostatok pohybovej aktivity
- nadmerné uZivanie alkoholu
- deficit stopovych prvkov

- zvySena hemokoagulacia
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- dyslipoproteinémie

- fajcenie

- Obezita, nadvaha

- rezistencia na inzulin

- typ osobnosti

- cukrovka — Diabetes mellitus
- hyperurikémia

- znizena fibrinolyza dt ( Gavornik,1999).
Prevencia aterosklerdzy

ZvysSenie hladiny krvnych tukov ovpljuje nepriaznivo naSe zdravie. Em
aterosklerézy je Uspedna len vynitne. Dolezita je kontrola rizikovych faktorov a zngen
Zivotného Stylu. Zvy$i fyzickd aktivitu uludi ktori trpia nadvahou, obezitou, obmedzi

prijem nasytenych mastnych kyselin &tych jedal a samozrejme nefdj

Znizit hladinu krvnych tukov mézeme napriklad pravidelnypohybom, zvySenim
prijmom vlakniny v potrave, vyhybanim sa nadmernéstresu kazdodenného Zivota

(Pospisilova, 2000, Goncalvesova, 2012).

Tab. ¢. 7: ( Goncalvesova, 2012).

Celkovy cholesterol 5,0 mmol/l nizSie hodnoty — normélne

Triacylglyceroly 2,0 mmol/l Ideélne su hodnoty pod 1}7
mmol/l, zvySené hladin
triacylglycerolov

nachadzame u diabetikgv
a obéznych pacientov.

LDL- cholesterol 3,0 mmol/l pacienti ktori maju aspo
dva rizikové faktory by maly
ma’ hodnotu LDL- ¢ poqg
2,5 a u vysokorizikovych b
mala by hodnota pod 1,
mmol/ |.

oo

HDL- cholesterol 1,0 mmoll/l HDL je antiaterogénny takZe
¢im vysSia je jeho hladinp
tym nizSie je riziko vzniku
aterosklerézy.
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3 PRAKTICKA CAST

3.1. Materiél a metédy

Na spracovanie praktickeépsti bakalarskej prace sme pouzili subor 50 nahegheatych
nemocnénych resp. pacientskych vzoriek. PouZivalo sa sékioné sa ziskalo po
12hodinovom hladovani a za podmienok Ze pacient gsed odberom natao, bez
namahy, pri odbere v sede a krv bola odobrata #&uobj vény bez venostazy. Odbery sa
robili do jednorazovych odberovych nadob firmy SAREBDT. Dalej sme ziskali krvnu
plazmu centrifugaciou (10 min., 3000 ot./min.). Ykapsme v ten isty deanalyzovali na
analyzatore AU 5800. Stanovovali sa parametre ggllanolesterol, TAG, HDL chole-
sterol, LDL- cholesterol (priama metéda) a déipevali sa hodnoty LDL cholesterolu (ne-
priama metdda, vyget poda Friedewalda) a aterogénneho indexu (Al= celkowyle:
sterol/ HDL cholesterol). Ret analyzovanych vzoriek bol 50, subor tvorili m(#22) aj
zeny (n=28).

Priama metoda stanovenia

Priamemu stanoveniu cholesterolu lipoproteinovyelkdii LDL sa v stasnosti priklada
¢oraz v&Si vyznam. Vyhodou tohto typu stanovenia je elimiaachyb suvisiacich
s manualnymi¢innog'ami vznikajucimi pri centrifugacii a pri pipetovap@acientskych
vzoriek. Vyhody priameho stanovenia gp@ju nielen v menSom gte chyb v analytic-

kom procese, ale aj s mozrios automatizacie merania a jeho rychlejSej dostspno

Priame stanovenie LDL cholesterolu je zalozené dsdr@neni vplyvu cholesterolu, ktory
pochadza z lipoproteinovycliastic ich stabilizaciou Specialnym detergentom,rykto
rozpusta ibacastice non- LDL charakteru. Cholesterol, ktory jeolinovany z HDL,
chylomikronov a VLDL je spotrebovany pésobenim elstérol esterazy a cholesterol
oxidazy a vznikd bezfarebny produkt. Druhym krokoeakcie je reakcia LDL dalSim
detergentom, ktory narusi jej Struktaru almneny cholesterol nasledne reaguje

S enzymami za pritomnosti chromogénuw@m vznika farebny produkt.
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Princip reakcie:
Ide vlastne o enzymaticky farebny test na kvartitet stanovenie LDL- cholesterolu
v l'udskom sére a v plazme na AU analyzatoroch firmgkBean Coulter.

CHE a CHO
2 LDL cholesterol + 2 bD + 2G - 2 cholest-4-en-3-6n + 2 MK+ 28,

2 H,0, + 4-AA + HDAOS - POD modré farbivo+ OH + 3 H,O

Tab. ¢. 8: Koncentracia roztokov a reagencii

Roztoky a reagencie koncentracia

Cholesterol esteraza |3,7 IU/MI
Cholesterol oxidaza |3,7 IlU/mL

Azid sodny 0,1 %

4- aminoantipyrin 0,8 mmol/L
Goodov pufor (pH 6,8) 25 mmol/L
HDAOS 0,47 mmol/L
Kataldza 743 IU/mL
Detergenty

Roztoky respcinidla su pripravené na priame pouzitie, skladoggei pri 2- 8 stujpoch
Celsia, stabilita roztokov v pristroji je 30dni.

Kalibracia

LDL- Cholesterol Calibrator ODC0012.

Pokid’ dojde k zavaznejSej preventivnej udrzbe analyaawebo je vyrazna zmena
kontrolnych hodnét je potrebné kontrolu prekalitab\kazdych 30 dni a blankovanie
kazdych 7 dni.

Kontrola kvality

Kazdé laboratorium ma stanovenu vlastnu kontrolmkvienciu. Testovanie kontrol je
potrebné rohi kazdy dé. Pri stanoveni LDL cholesterolu sa ako kontrolngtenial
pouziva HDL/LDL — Cholesterol Control Serum ODCO0Q&droj: letak k diagnostickej

suprave firmy Beckman Coulter).
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Nepriama metdda stanovenia

Pod pojmom nepriama metdda stanovenia LDL- chalgst&ozumieme stanovenie LDL
cholesterolu vyp&tom. Vo v&Sine laboratorii sa rutinne stanovuju koncentraeikového
cholesterolu, TAG a HDL cholesterolu, gym hodnoty LDL cholesterolu sa dafiavaju

z rovnice potla Friedewalda z uvedenéhotahu: LDL-C (mmol/l) = TC — (HDL-C +
TG/2,2) (Dzurik a kol.,1996).

TC, HDL-C a TGsme v naSej praci analyzovali enzyymoi supravami vyrobcu

Beckman- Coulter.

Tento spbsob vypu ma tiez wité obmedzenia ato ak hladina TG je vySSia ako 4,6
mmol/l tak LDL cholesterol ziskany takymto vyjtom straca validitu.

Statisticka analyza

Vysledky laboratornych analyz sme hodnotili dvojegdvym parovym t- testom
a korel&nou analyzou. Za Statisticky vyznamné sme povatowaldiely na hladine

vyznamnosti P < 0,05.

3.2. Vysledky

Kvantitativne sme uili hladiny LDL-C priamou metédou a metddou nepr@amt. j. za
pomoci vyp@étu pod’a Friedewalda v 5@erstvych sérach nahodne vybranych pacientov
vySetrenych vo FNsP v Banskej Bystrici. Prvou pasithbu pre zaradenia pacientov do
suboru boli subezne ¢ené hladiny TC, HDL-C a TG. Druhou podmienkou, #tor
vyZaduje spravne stanovenie LDL-C cez Wgtopoda Friedewalda, boli hladiny T&

4,6 mmol/l vo vSetkych vzorkach.

Pri porovnavani vysledkov priamej a nepriamej mgt&thnovenia LDL-C sme vySe-
trované vzorky zoskupili pda nami zvolenych intervalov hladin TC resp. TG, afék
sme predpokladali, Ze vysledky porovnavanych mett@u by ovplyvnené réznou

koncentraciou TC a TG v sére.
Tab. ¢. 9 znézaiuje skupinové priemerné hodnoty a smerodajné o#ghy/DL- C

kvantifikované za pomoci priamej a nepriamej met@ulyd’a Friedewalda) v zavislosti od

réznej koncentracie TC v sére.
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Tab. €. 9: Porovnanie priamej a nepriamej metody(f@odriedewalda) stanovenia LDL

cholesterolu v zavislosti od r6znej koncentraalkavého cholesterolu

T n priama metdda | pod’a Friedewalda | A % t-test
mmol/l

<4 6 1,46+ 0,46_ 2,12+ 0,40 +45,2 {0,003
4-5 19 2,48+ 0,39 2,90+ 0,38 +16,9 |<0,001
>5 25 3,73+ 0,65 4,15 0,57 +11,3 |<0,001
Spolu 50 |3,01+£0,94 3,43+ 0,90 +14,0 |<0,001

[(OHodnoty su uvedené ako prientersmerodajna odchylka

Priemerné hodnoty LDL-C tené metddou pdd Friedewalda su v kazdom
intervale hladin TC pd@a vysledkov paroveého t- testu Statisticky vysokangmne
vySSie (P< 0,003) ako priemerné hodnoty ziskané priamou noetéBri porovnani
relativnych rozdielov je najvysSia odchylka medzidvomi metédami pri TG 4,0
mmol/l (+45,2 %) a najmensSia (+11,3 %) v intervalySenych hladin TC(TE 5,0
mmol/l). Ak by sme posudzovali relativny rozdiel LDC medzi metédami v celom
subore, tak nepriama metdda ma v porovnani s paametédou hodnoty LDL- C

vysSie 0 14,0 %.

Podobny postup sme zvolili pri skimani vplyvu hiediG na vysledky vySetreni
LDL- C obidvoch porovnavanych metdd. Vzorky smedeldi pod’a obsahu TG v
sére: znizené (T& 1,0 mmol/l), normélne (TG 1 — 2 mmol/l) a zvySdi& > 2

mmol/l). Vysledky porovnania su uvedené v takl0
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Tab. ¢. 10: Porovnanie priamej a nepriamej metody (f@o8riedewalda) stanovenia

LDL cholesterolu v zavislosti od r6znej koncenteatriacylglycerolov

e n priama metdda | pod’a Friedewalda | A% | t-test
mmol/Il

<1 8 2,60+ 1,04 2,86+ 0,96 +10,0 | 0,001
1-2 28 3,02+ 0,83 3,40+ 0,75 +12,6 | < 0,001
>2 14 3,21+ 1,09 3,83+ 1,01 +19,3 | < 0,001

OHodnoty su uvedené ako prientersmerodajna odchylka

Priemerné hodnoty LDL- C tené metdédou pdd Friedewalda su v kazdom
intervale hladin TG pd@ vysledkov parového t- testu Statisticky vysokangmne
vySSie (P< 0,001) ako priemerné hodnoty ziskané priamou noetéBri porovnani
relativnych rozdielov je najvysSia odchylka medaidvomi metédami pri TG 2,0
mmol/l (+19,3 %) a najmensia (+10,0 %) v intervatéZzenych hladin TG (T&1,0
mmol/l). Trend relativnych rozdielov vo vysledkoabidvoch LDL- C metdd
v zavislosti od TG je obrateny ako bol u TC a zéfiovel'kos’ relativneho rozdielu

medzi znizenymi a zvySenymi hladinami je pribliZheasobne nizsia.

V d'alSom kroku sme porovnali vysledky LDL- C dosiatthobidvomi metédami
postupom, ktory sa obecne nazyva kafedaanalyza. Ako nezavisle premenné X"
sme vyniesli na os ,X“ vysledky metody gadFriedewalda, zatiaco vysledky
LDL- C priamej metddy boli vynesené na os ,y". @cké znazornenie linearneho

vzt'ahu obidvoch metdd je na Grafel.
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Graf ¢ 1 Vztah medzi priamou metdédou LDL cholesterolu a metégoa’a

Friedewalda; korelay koeficient r = 0,973.

Obidve metdédy vykazuju veni tesnu korelaciu (r = 0.976, € 0,001), ato aj napriek
tomu, Ze tak TC ako aj TG ovpliyuja rozdiely LDL- C v obidvoch metédach. Obidve
metody vémi citlivo subezne reaguju na zmenu koncentraciéLO v Sirokom rozsahu.
Posledny krok vo vysledkovejasti je porovnanie obidvoch metéd LDL- C labiska
identifikacie pacientov s réznym stigm rizika kardiovaskularneho ochorenia. Pad
odpor&ani viacerych odbornych spdlwosti, diagnostika a sledovanie UspeSnostblie
pacientov so zvySenymi hladinami TC, ktori majuoskhapr. k infarktu myokardu, sa

opiera o stanovenie LDL- C.
Pri tomto porovnani sme hladiny LDL- C rozdelili ddpor&anych skupin a na zéaklade

stanovenych hladin LDL- C obidvomi metodami wyjtali zastipenie pacientov v jed-

notlivych skupinach s r6znou mierou rizika kardigkalarneho ochorenia (Tat.11).

38



Tab. ¢ 11: Kategorizacia hladin LDL cholesterolu fad miery rizika na zaklade

vysledkov priamej a nepriamej metddy (pPadrriedewalda)

LDL-C priama metdda | podra Friedewalda
Kategoria X>-test

mmol/| N (%) N (%)
Normalne <2,6 18 (36) 9 (18) 0,04
Hranine normalne| 2,6-3,3 15 (30) 15 (30) n. s.
Hranine vysokeé 3,3-4,1 10 (20) 13 (26) n. s.
Vysokeé 41-49 7 (14) 12 (24) n. s.
Velmi vysoké > 4,9 0 (0) 1(2) n.s.

n. s. = Statisticky nevyznamny

Z tabu’ky je zrejmé, Ze obidve metddy sa Statisticky vyana (P = 0,04) odliSuju iba
vintervale normalnych hodnét LDL- C (LDL- & 2,6 mmol/l). Priama metoda
identifikovala v tejto skupine 36 % pacientov, ahtto nepriama metdéda spomedzi tych
istych pacientov identifikovala v kategorii ,Nornn&" iba 18 % pacientov. Trend, hoci nie
Statisticky vyznamny, naztaje, Ze metdda pdd Friedewalda vykazuje viac zaradenych

pacientov v kategorii s rizikom ,hrafrie vysoké az \eni vysokeé”.
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4 DISKUSIA

Ciel'om praktickejc¢asti prace bolo porovnanie dvoch pouzivanych met@dtanovenie
LDL-C, ktoré sacasto pouZzivaju v biochemickych laboratoridch. Stenge LDL-C
ziskalo na vyzname potonto komisia expertov v projekte Narodny cholesterglov
eduka&ny program v USA povysila LDL-C za rozhodujucu ftak pri vyhadavani,
diagnostike a lighe hypercholesterolémie (NCEP, 2002).

V sasnosti sa pouzivaju dva celkom rozdielne pristpgyrutinnom kvantitativnom
vySetreni LDL-C. StarSia metdéda — vyuZzivajuca \wgiqgpod’a Friedewalda — je postupne
nahradzana novsSim typom metdéd tzv. priamych mekbdié na stanovenie LDL-C
vyuzivaju rozdielnu rozpustnpdipoproteinovych frakcii po pridani detergentoznéj
ibnovej sily. Tieto metddy sa povazuju za spraveepko nepriama metoda, ktora je
zaloZzena na vypte z TC, HDL-C a TG. NavysSe, vyhodou novSich me@dnoznos
automatizacie a vysSetrenie «ého pd@tu vzoriek s priamym stanovenim LDL-C
v relativne kratkontase. Priama metdda, ktorl sme na porovnanie ppjgikomeéna
suprava LDL-C od vyrobcu Beckman- Coulter Inc. @rEA, USA).

Hlavnym vysledkom praktickejasti je zistenie, Ze vysledky LDL-C d&né za pomaoci
nepriamej metédy su Statisticky vyznamne vySSiealsbedky LDL-C z priamej metody.
Velkos’ relativneho rozdielu LDL-C medzi porovnavanymi dumi je vyznamne
ovplyvnena vyskou hladiny TC i TG (aj za predpokiade sme porovnavali iba vzorky
s obsahom TG < 4,5 mmol/l). Zaujimavym zistenimobdkecim vysSie boli hladiny TG,
tym v&Sie boli rozdiely LDL-C medzi nepriamou a priamoetddou. RozSirenim nasho
Zistenia sa da opravnene predpokfada hladiny TG vySSie ako 4,5 mmol/l za&ptiju uz
neprijat¢né nadhodnotenie skutwej koncentracie LDL- C. VSeobecne, prave tatoinkd
TG sa povaZzuje za najvysSie moznu pri Wtpd_DL- C (Friedewald, Levy a Fredrickson,
1972).

TC ajeho obsah v sére mali v porovnani s TGéopavplyv na vékos' relativneho
rozdielu medzi vysledkami LDL- C obidvoch metod.pdama metéda poskytovala pri
nizkych hladinach TC totiz najydie odchylky od priamej metédy LDL- C stanovenia
a pri vysSich hladinach TC identifikovala — v panani s priamou metédou —d&k podiel
pacientov v rizikovejSich kategoériach LDL- C. PadvSetkého, rizikocasti z nich je
faloSne pozitivnego méze u dotknutych pacientov vyvblabytainl psychicka zé&az
a zarova d’alSimi vySetreniami zazi' zdravotnicky systém. Z tohto piddu je ukite
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vhodnejSie priame stanovenie LDL- C anavySe priast@ovenie — Vv porovnani

S nepriamym — nie je obmedzované zvySenou hladiitau

Obidve metddy sice vynikajuco navzajom korelujle alysledky parovych porovnani
rozdielov LDL-C boli Statisticky vysoko vyznamnelidté. Tento fakt je rozhodujaci na
prijatie K’'Gcového zaveru, Ze obidve porovnavané metddy su estedligoch rozdielne a
nemozno u pacienta striedavo monitotbkiadiny LDL- C obidvomi metdédami.
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5 ZAVERY

1. Hodnoty LDL- C stanovené nepriamou metédou su wymnaysSie ako LDL-

C stanoveny priamou metédou.
2. Nepriama metdda je vyrazne ovpiypwana koncentraciou TC a TG.

3. Medzi obidvomi metdédami je tesny linearny tah podporeny vysokym
korela&tnym koeficientom.
4. Na vyh’adavanie, diagnostiku a monitorovanie pacientov

s hypercholesterolémiou je vhodnejSie pouZiyaiamu metodu stanovenia
LDL- C.
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7 PRILOHA

Tab. ¢. 12: Hodnoty parametrov lipidového metabolizmu v cekaitbore (n=50)

Poradové| M/F | CHOL TAG HDL-p |Al LDL-vyp. |DL-p
¢islo
1 M 55 1,24 1,31 4,2 3,63 3,98
2 M 50 2,82 1,41 3,5 2,31 3,21
3 M 5,6 0,98 1,68 3,3 3,47 3,68
4 F 4,3 2,14 0,96 4,5 2,37 3,18
5 M 4,3 0,68 1,42 3,0 2,57 2,75
6 F 59 2,06 1,17 50 3,79 4,33
7 F 4,5 1,67 1,23 3,7 2,51 3,12
8 F 4,1 1,67 1,45 2,8 1,89 2,51
9 F 6,0 2,52 1,57 3,8 3,28 4,14
10 M 3,4 1,64 1,14 3,0 1,51 2,10
11 M 50 1,28 1,05 4,8 3,37 3,62
12 M 6,7 1,84 1,26 53 4,60 4,89
13 F 5,6 1,49 1,42 3,9 3,50 3,80
14 M 6,3 1,56 1,29 4,9 4,30 4,58
15 F 55 1,26 1,42 3,9 3,51 3,83
16 F 4,2 0,46 1,26 3,3 2,73 2,92
17 F 6,4 0,98 1,73 3,7 4,22 4,23
18 M 5,2 1,59 1,27 4,1 3,21 3,56
19 F 4,6 1,43 1,22 3,8 2,73 3,15
20 M 6,2 1,77 1,29 4,8 4,11 4,42
21 F 6,4 0,79 2,75 2,3 3,29 3,72
22 F 4,3 2,23 1,24 3,5 2,05 2,09
23 M 55 1,73 1,44 3,8 3,27 3,70
24 F 4,0 0,52 1,87 2,1 1,89 2,25
25 F 6,1 2,07 1,58 3,9 3,57 4,28
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26 M 3,2 0,5 1,55 2,1 1,39 1,68
27 F 4,2 1,34 1,58 2,7 2,35 2,56
28 F 7,1 1,45 2,14 3,3 4,3 4,55
29 M 4,0 1,79 1,18 3,4 2,01 2,59
30 M 5,1 2,89 1,16 4,4 2,63 3,52
31 F 3,7 1,26 0,77 4,8 2,36 2,60
32 F 4,8 1,71 1,70 2,8 2,32 2,88
33 M 5,6 2,14 1,06 5,3 3,57 3,97
34 M 3,3 2,34 0,94 3,5 1,30 2,16
35 F 5,4 1,21 2,02 2,7 2,83 3,22
36 F 5,9 2,77 1,35 4,4 3,29 3,93
37 F 6,1 1,70 1,50 4,1 3,96 4,19
38 F 8,0 2,35 1,21 6,6 5,72 5,99
39 M 7,0 2,96 1,29 5,4 4,36 4,87
40 M 3,8 1,55 1,01 3,8 2,09 2,54
41 M 2,6 0,71 1,03 2,5 1,25 1,69
42 M 4,4 1,08 0,96 4,6 2,95 3,21
43 F 53 2,75 1,03 5,1 3,02 3,67
44 F 4,2 1,78 0,95 4,4 2,44 2,92
45 F 5,0 1,51 1,32 3,8 2,99 3,41
46 F 6,8 1,12 2,05 3,3 4,24 4,47
47 F 4,3 1,35 1,37 3,1 2,32 2,82
48 M 4,2 1,41 0,98 4,3 2,58 2,96
49 M 4,1 1,49 0,63 6,5 2,79 2,96
50 F 6,1 2,22 1,42 4,3 3,67 4,31

*hodnoty su v mmol/l (okrem Al)
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