Stanoveni lipidovych
a lipoproteinovych
parametrd -
soucasny stav

D. Novotny

V klinické biochemii a laboratorni mediciné je
vysetfovani krevnich lipidd prakticky synonymem
pro stanoveni parametrd spojenych s metabolismem
lipoproteint a rizikem aterosklerézy. Clanek shrnuje
soucasny stav vySetfovani lipidovych analytt a vsi-
ma si zejména probléml v preanalytické a analytické
fazi vysetieni.

Preanalyticka faze vysetiovani
lipidd a lipoproteint (pFiprava
pacienta, odbér biologického
materialu, biologicka variabilita)

Na spravny vysledek lipidovych parametri ma velky
vliv faze pred vlastnim vySetfenim. Tim je nejcastéji
Zilni krev, kterd ma byt odebrana po 9 az 12 hodinovém
la¢néni. 2-3 dny pted odbérem je zapovézena konzu-
mace alkoholu, u diabetiki se nedoporucuje odbér ve
fazi $patné kompenzace nemoci. Koncentraci krevnich
lipida ovliviiuje také vétsina akutnich a chronickych
onemocnéni. Proto se nedoporucuje provadét jejich
stanoveni béhem hospitalizace, ale spiSe ambulantné.
Bliz§i podrobnosti lze nalézt napt. v Doporuceni pro
diagnostiku alé¢bu dyslipidémii v dospélosti (Cor Vasa
2007, 49/3: Kardio, Priloha 1, www.athero.cz)

Vysettovani z krevniho séra nebo z krevni plazmy
je povazovano za rovnocenné. Po odbéru je dopo-
rucovana co nejrychlejsi separace séra ¢i plazmy od
krevnich elementu. Pfi skladovani téchto materialti
je nutné pocitat s faktem, Ze za jistych podminek
miize doba a teplota uskladnéni ovlivnit vysledek
nékterych analytfl. Dochdzi ke zménam struktury
lipoproteint vlivem redistribuce lipidii mezi tfida-
mi, zejména v souvislosti s aktivitou transportnich
proteintl pro estery cholesterolt a fosfolipid (CETP,
PLTP) a enzymu lecitin:cholesterol acyltransferazy
(LCAT).

Tabulka 1 uvadi stabilitu analyta pfi skladovani se-
kundérnich materidlt (sérum, plazma) pfi riiznych
teplotach tak, jak je uvedena v ptiru¢ce Preanalytic-
ka faze 2005, prvni vydani (CSKB, SEKK). I kdyz
Ize s nékterymi udaji polemizovat, uvedend data
jsou dobrym zékladem pro uspé$né zajisténi pre-
analytické faze vySetieni. Pokud jde o dalsi zdroje,
jako jsou napt. pracovni navody vyrobce, pfirucky
preanalytickych proménnych nebo soudobé studie
zaméfené na tuto problematiku, udaje v nich jsou
Casto nekonzistentni, aZ rozporuplné. V zasadé lze
doporucit nasledujici raciondlni pfistup: pokud
se sérum ¢i plazma skladuji za Gc¢elem analyzy
lipidovych parametrt, neméla by doba skladovani
presahnout pti teploté 20 -25°C tadové pul az je-
den den, pfi teploté 4 - 8°C 1 tyden a pii - 20°C 12
tydnt. Pti skladovani sér pti — 70°C po dobu 180
dnti doslo u CHOL, TGL, Apo Al, Apo B ke zméné
do 4% oproti ptivodnim hodnotam; pokles estert
cholesterolu, resp. nartst volného cholesterolu byl

Tabulka 1: Stabilita lipidovych analytti a skladovani vzorka

20-25°C 4-8°C -20°C Pozn.
CHOL P 3h 10d 12w EDTA, heparin
S 24h 7d 12w
TGL P 3d 10d 2y Heparin Na
S 3d 10d 2y
HDLch P 12h 9d 12w EDTA
N 24h 7d 12w
LDLch P 12h 10d 12w [£4
S 12h 10d 12w
Apo AI P 10d 21d 12w K2EDTA
S ? ?
ApoB P 3d 10d 4w Ne heparin !
S 24h 3d 24w
Lp(a) P 24h 15d 2w EDTA
S 24h 15d 12w

h-hodiny, d- dny, w-tydny, y- roky
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zaznamenan v LDL frakci a pokles TGL v HDL frak-
ci (Clin Chim Acta 1997, 258: 219-229). Obecné Ize
konstatovat, Ze probihaji pouze nevyznamné zmény
pti skladovani biologického materialu v hluboko-
mrazicich boxech.

Dal$imi preanalytickymi faktory ovliviiujicimi vy-
sledek vySetfeni mohou byt, mimo vékové, pohlavni
a rasové diference, proménné souvisejici s biolo-
gickou variabilitou toho kterého analytu. Zna¢nou
jeji cast predstavuji napf. sezénni vlivy, zejména
pak u CHOL, HDLchol a LDLchol (maxima jsou
dosahovana v zimé, minima v lét¢).

Casto diskutovanou otdzkou je v rutinn{ praxi vy-
uziti vycefovacich prostfedkil pro séra s vysokym
lipemickym sérovym indexem. Pokud pracovisté
tento postup u chyldznich sér vyuzivd, mélo by mit

Tabulka 2: Kritéria kvality na zdkladé konceptu TEa

na paméti, Ze vytéznost po pouziti Lipoclearu je
pro HDLch 82,4 %, pro LDLch 19,1 %, pro Apo Al
95,3 % a pro Apo B 22 % (testovano na nechyléznich
sérech, viz Fons 3 / 2009, 5.19-21). Cefeni je tedy
neakceptovatelné pfi pfimém stanoveni LDLch
a Apo B, coz uvadi i vyrobce.

Analyticka faze vysetrovani lipidd

a lipoprotein

V tabulce 2 jsou shrnuta kritéria kvality lipidovych
parametrt na zakladé konceptu celkové pripustné
chyby a jsou zde prezentovany: celkova nejistota
méfeni (TMU) v soucasnosti pouzivand v ramci me-
zilaboratorniho porovnani zkousek v systému SEKK,
teoretickd TMU na bazi biologickych variabilit
akritéria Narodniho cholesterolového vzdélavaciho
programu (NCEP-ATP III).

TMU (Dmax) (%) TMU teor. (%) NCEP-ATPIII
SEKK Ricos et. al (%)
CHOL 8,5 8,5 8,9
CvV<s3
Bias < 3
TGL 15 28 15
HDLch 15 11,1 13
CV< 4
Bias < 5
LDLch 15 13,6 12
CvV<4
Bias < 4
Apo Al 21 91 -
Apo B 21 11,6 -
Lp(a) 40 28,6 }

Dalsi text bude mapovat soucasnou situaci analytiky jednotlivych parametri.

Celkovy cholesterol

Pro stanoveni celkového cholesterolu je v laboratorni praxi zaji$tén neprerusovany retézec névaznosti
méfenti, ktery je realizovan mj. za pomoci nize uvedenych slozek:

Definitivni (referen¢ni) metoda

ID-GC/MS, ID-LC/MS (cholesterol '*C2); Abell-Kendallova (CDC)

Referen¢ni materialy

SRM 909 b NIST, SRM 911b NIST, NIST/SRM 1952a (Cholesterol
in Frozen Serum), SRM 1951b NIST, USA, JCCRM 211, Japonsko

Rutinni metody

metoda CHOD-PAP, Uc 3 az 4 %; such4 chemie

Nedoporuc¢ené metody

podle Liebermanna-Burcharda

v cyklech AKS

Porovnatelnost EHK (SEKK), sit referenénich laboratoii CRMLN (CDC): certifi-
kace rutinnich méficich systému (kitt) a rutinnich laboratoti
Poznamky k metodé spolehlivd, standardizovana

drive diference mezi kalibratory vyrobctl, zaporny bias oproti TV




Zavér:

Jeden z nejlépe o$etfenych analytt co do mezilaboratorni porovnatelnosti a ndvaznosti méreni, tento fakt
rovaného v cyklech AKS lze zatim jen spekulovat. Vysledky ziskané Abell-Kendalovou metodou davaji
pozitivni bias oproti metodé definitivni (cca 1,6 %).

Triacylglyceroly
Pro stanoveni triacylglyceroltl je v laboratorni praxi zajistén neprerusovany retézec navaznosti méreni,
ktery je realizovan mj. za pomoci niZe uvedenych slozek:

Definitivni (referen¢ni) metoda | ID-GC/MS, (tripalmitin *C3)
extrak¢né fotometrickd s chromotropovou smési (CDC metoda)

Referenéni materidly SRM 909b NIST, NIST/SRM 1951a USA, JCCRM 223, Japonsko
Rutinni metody metoda s GPO-PAP, Uc 3 az4%
UV metoda (minoritné), sucha chemie, (HPLC)
Nedoporuc¢ené metody fotometrické neenzymové metody
Porovnatelnost EHK (SEKK), sit referen¢nich laboratoti CRMLN (CDC): jen ve

vybranych laboratorich

Pozndmky k metodam GPO-PAP: standardizovand, robustni, vesmés maly vliv volného
glycerolu (bez korekce)

Zavér:

Jeden z nejlépe o$etfenych analyti co do mezilaboratorni porovnatelnosti a ndvaznosti méfeni, tento
fakt je pravidelné potvrzovan vysokou tspésnosti v cyklech AKS a RFA. Rutinni metody vyzaduji vesmés
korekei na volny glycerol, kterd se v bézné laboratorni praxi vét§inou neprovadi.

HDL cholesterol

Referen¢ni metoda CDC metoda (ultracentrifugace, polyanionovd precipitace: heparin-sulfat,
Mn?*, Abell-Kendallova metoda)

Referen¢ni materidly | SRM 911a NIST, SRM 1951a NIST (Lipids in Fresh-Frozen Human Serum)
USA, JCCRM 211, JCCRM 223, Japonsko

Rutinni metody 1. piimé“ metody - preferované, Uc 3 az 5%
2. s precipitaci lipoproteint obsahujicich apo B ( fosfowolframova k./ Mg*,
dextran/ Mg?**, heparin/Mn*, PEG 6000)- téméf se nepouzivaji

Porovnatelnost EHK (SEKK), sit referen¢nich laboratoti CRMLN (CDC): certifikace vyrobct
ilaboratori

Poznamky k ,,pfimym“ (1épe homogennim) metodam

Ve skutecnosti jde o sérii reakei zalozenych na rozli¢nych kombinacich eliminace apo B obsahujicich ¢astic
a nasledné selektivni reakci s CHOL na ¢asticich HDL. Ten je stanoven enzymové. Klicovym problémem
se jevi u témét vSech postuptl matrice vzorkt a s tim souvisejici robustnost metod (rozdilné chovani
u normolipemickych a dyslipemickych vzorki, vice napf. v publikaci Clin Chem 2010, 56(6): 977-986).
Mozné problémy:

Nespecifita nékterych metod pozorovéana jiz od TGL > 1,6 mmol/l (!)- nesplnéni ptipustné TE, odchylky
vysledkt od referen¢ni metody (nadhodnocoviani i podhodnocovéani vysledki podle typu pouzitého
reakéniho principu), patrné zejména u vzorka s nizkym HDLch, ptitomnost abnormalnich lipopro-
teind, vliv podavanych 1éka, komorbidit u pacientt s dyslipidémii, postprandidlni lipémie, pfitomnost
dysfunkénich HDL.

Reakéni mechanismy uvedeny napt. v literatufe Clin Chem 2001, 47(9): 1579-1596.

Zavéry:

I pies vy$e uvedené je jednoznacné preferovano pouziti tzv. pfimych metod stanoveni. Certifikace vyrobce
kitu v siti CRLMN je Zddouci. Kromé fadné verifikace a tispé$nosti v cyklech EHK je téméf nutnosti mit
na paméti citlivost metody k lipoproteinovému profilu vzorki, zejména u dyslipidemickych pacienti.
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LDL cholesterol

Referen¢ni metoda Beta- kvantifikace (CDC metoda), (flotace VLDL, precipitace apo B LP -hep-
arin-Mn?, stanoveni HDLch Abell-Kendallovou metodou, vypocet LDLch)

Referen¢ni materidly | SRM 1951a, SRM 1951b

Rutinni metody 1. ,,pfimé“ metody- Uc 3 az 5%
2. vypocet podle Friedewaldovy rovnice:
LDLch = CHOL - HDLch - TGL / 2,20 (mmol/l)

Porovnatelnost EHK (SEKK), sit referen¢nich laboratoti CRMLN (CDC): certifikace vyrobct
ilaboratori

Poznamky k ,,pfimym“ (1épe homogennim) metodam

Ve skute¢nosti jde o sérii reakci vyuzivajicich detergenty a dalsi latky v rozli¢nych kombinacich k solubi-
lizaci nebo blokovani lipoproteint jinych t¥id k dosazeni specifity pro LDLch. Ten je méfen enzymové.
Klicovym problémem se jevi u téméf vech postuptl matrice vzorkd a s tim souvisejici robustnost metod
(rozdilné chovéani u normolipemickych a dyslipemickych vzorkd, vice napt. v publikaci Clin Chem 2010,
56(6): 977-986).

Mozné problémy:

Recovery LDL- podhodnocovani téméf vSech metodickych postupt vici referen¢éni metodé a Friede-
waldové rovnici, v dtsledku ¢ehoz miize nastat misklasifikace pacientd, déle interference VLDL, Lp-X,
vesmés nezndmd reaktivita se small dense LDL a Lp(a), deklarovanou pouzitelnost pfi vysokych TGL
nelze vzdy potvrdit. Problémy u vzorki s nizkym HDLch, neprobéhla Zadna velkd multicentricka studie
s pouZitim pfimého méfeni.

Poznamky k vypoctové metodé

V praxi je pouzivano nékolik verzi Friedewaldovy rovnice (viz napf. Klin Biochem Metab 2005, 13(3):
151-154), z nich fada nespréavnych. Vysledky dotaznikové akce z roku 2005 v ramci cyklu RFA ukézaly
na 11 réiznych modifikaci rovnice, na rozdily v omezenich jejtho pouZiti a na rtzné nisledné postupy
vySetfovani LDLch pii jeji neplatnosti.

Platnost Friedewaldova vztahu se datuje jiz od roku 1972, v dal$ich 2.dekadach bylo v odborné literature
zaznamendano vice nez 3.000 citaci (1), stale jde o klinicky uznavanou metodu, na niz jsou postaveny v§echny
velké epidemiologické studie vztahujici se k tématu.

Dalsi modifikace rovnice se v praxi neuplatnily (napt. korekce na apo B100, Lp(a) apod.)

Hlavni omezent: citlivost k TGL > 4,5 mmol/l, k typu IIT dyslipidémie, k chylomikrontim a remnantim
(nutné la¢néni), nespolehlivy u pacient s ESRD, u zen na HST, zahrnuje chybu méfeni 3 metod.
Zavéry:

V laboratorni rutinni praxi se doporucuje pouzivat metody pfimého stanoveni LDLch, zejména pro
dosazeni niZ$i nejistoty méfeni a lep$i mezilaboratorni porovnatelnosti Preference vak neni tak silnd
jako u HDLch. Pred event. zménou je vhodné konzultovat s kliniky a ovéfit i diskriminacni silu metody
oproti vypoc¢tovému vztahu (LDLch je ,terapeuticky cil, pozor na podhodnocovani vysledki). Certifi-
kace vyrobce kitu v siti CRLMN je zddouci. Kromé fadné verifikace a ispé$nosti v cyklech EHK je téméf
nutnosti mit na paméti citlivost metody k lipoproteinovému profilu vzorkd, zejména u dyslipidemickych
pacientt. Pfi pouziti Friedewaldovy rovnice je nutné pouzivat spravnou verzi vypoctu a plné respektovat
jeji omezeni. Diskutabilni ziistava otdzka vzajemné zaménitelnosti pfimé a vypoctové metody, resp. jejich
soubézného pouzivani.



Apolipoproteiny AI a B
Definitivni (referenéni) metoda | NEEXISTUTJT, jako kandidatni navrzena HPLC/MS pro Apo Al
Referen¢ni materidly (sekundarni) | WHO SP1-01, WHO SP3-07

Rutinni metody imunoturbidimetrie, imunonefelometrie , Uc okolo 9 %

Nedoporucené metody RID, EID

Porovnatelnost EHK (SEKK)

Poznamky k metodé pomérné dobra uroven standardizace- porovnatelnosti mezi
laboratofemi

vyvoj referen¢ni metody- expertni skupina pti IFCC

Zavéry:
V posledni dekddé vlivem standardizaci rutinnich metod a zaji$téni navaznosti na sekundérni referen¢ni
materidly je patrné vyznamné zlep$eni mezilaboratorni porovnatelnosti.

Lipoprotein (a)

Definitivni (referen¢ni) metoda | NEEXISTUJE

Referen¢ni materidly (sekundarni) | WHO IFCC SRM 2B

Rutinni metody imunoturbidimetrie, imunonefelometrie
ELISA, RIA, ELFO lipoproteint (%)

Porovnatelnost EHK (SEKK): hodnoceni po skupindch vyrobcii

Pozndmky k metodé Zatim nizka roven standardizace- porovnatelnosti mezi labora-
tofemi

Poznamky ke stanoveni

Na stanoveni Lp(a) maji vyznamny vliv nasledujici faktory: délkovy polymorfismus apo (a) (3-42 kopii
domény kringle 4, molekulova hmotnost proteinu velmi heterogenni podle izoforem: 300-800 kDa),
denzitni polymorfismus- pomér apo (a) : apo B100 v molekule lipoproteinu, sekven¢ni polymorfismus
a stupen glykosylace, homologi¢nost s proenzymem fibrinolytického systému plasminogenem, rtizna
reaktivita protilatek ( kritérium vybéru: necitlivost k délkovému polymorfismu apo (a) !), neexistence
primarni standardy a referenéni metody.

Sekundérni referen¢ni material IFCC SRM2B obsahuje 3 majoritni izoformy Lp(a) o poctu 16, 17 a 18
kopii domény kringle 4, a 3 minoritni izoformy o poétu 14, 20 a 32 kopii domény kringle 4.
Mezilaboratorni CV ve skupinach dle vyrobcti se napf. v cyklu RFA1/11 pohybovaly od 2,2 do 14 %, za
pouziti imunoturbidimetrickych nebo imunonefelometrickych metod. Naprosto odlisné vysledky a CV
byly zjistény ve skupiné Roche, kde kalibrace metod na platformé Modular neni navdzana na referen¢ni
material. Tento jev je setrvaly a dlouhodoby.

Zavéry:

Navaznost metody na SRM 2B pti pouziti jakéhokoli metodologického kvantitativniho postupu je ne-
podkrocitelnou podminkou. Specifita protilatek je jeji klicovou charakteristikou a neméla by vykazovat
citlivost k polymorfismu apo (a).

Literatura: u autora
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