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Abstrakt

Znalost chemického sloZeni lipoproteinit ma Siroky vyznam. Pfi stanoveni
velikosti ¢astic lipoproteinovych frakci je nutné predbéZzna separace pomoci
ultracentrifugace v hustotnich roztocich. Obvykle se samotné stanoveni provadi
elektroforeticky ¢1 gelovou filtraci s vhodnou detekct, kterd vysledek zkresluje. Lepsi
feSeni nabizi novy detektor, tzv. Light Scattering Detector, ktery detekuje ohyb
laserového paprsku na molekulach ¢i €asticich v roztoku. Pro vypocet velikosti ¢astic
vyzaduje zavislost indexu lomu na koncentraci dn/dc. Koncentrace je stanovena
gravimetricky a indexy lomu metodou refraktometrickou. Zavislosti nejlépe
vyhovuje polynomicka funkce. Zda koreluje s chemickym slozenim lipoproteinu

VLDL je mozné urcit na zaklad¢ studia vétsiho poctu vzorkd.



Abstract

Knowledge of the chemical composition of lipoproteins has a broad meaning.
In determining lipoprotein particle size fractions is necessary to preliminary
separation by ultracentrifugation in density solutions. Usually the determination is
performed by electrophoretic or gel filtration with a suitable detection, which distorts
the results. A better solution offers a new detector, called Light Scattering Detector,
which detects the bend of laser beam on molecules or particles in solution. To
calculate the required particle size dependence on the concentration of the refractive
index dn / dc. Concentration is determined gravimetrically and refractive indices by
refractometric method. Dependence suits polynomial function. If it correlates with
the chemical composition of VLDL lipoprotein can be determined by studying a

larger number of samples.
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Seznam symboli a zkratek

ADP adenosindifosfat

Apo apolipoprotein (apoprotein)

ATP adenosintrifosfat

c rychlost svétla ve vakuu

CB celkova bilkovina

E endotel

f(n) funkce indexu lomu

G Golgiho aparat

HDL lipoproteiny o vysoké hustoté
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
LDL lipoproteiny o nizké hustoté

LLSD Laser Light Scattering Detector

Mr relativni molekulova hmotnost

N absolutni index lomu (kapitola 2.1.2)
N jadro (kapitola 2.2.2)

Ny absolutni index lomu vzduchu

Noy relativni index

n prameér indexti lomu

ot/min otacky za minutu

NADH nikotinamidadenindinukleotid

Rs specificka refrakce

RER drsné endoplasmatické retikulum
SER hladké endoplasmatické retikulum
SD Dissetiv prostor

TAG triacylglyceroly

TC celkovy cholesterol

Y rychlost svétla v hmotném prostredi
VHDL lipoproteiny o velmi vysoké hustoté
VLDL lipoproteiny o velmi nizké hustoté
0 hustota

[0) objemovy zlomek



1. Uveod

Lipoproteiny jsou komplexni makromolekuly, které v krevnim obé¢hu
predstavuji transportni formu jednotlivych lipidi. Jejich chemické slozeni —
zastoupeni specifickych proteinti, cholesterolu, jeho estert, triacylglycerolti a
fosfolipidi — je charakteristické pro rizné poruchy metabolismu lipidd. Toto
chemické slozeni slouzi jako zdklad pro diagnostiku téchto poruch, posledni vyvoj
vSak naznacil i1 dalSi cesty vyzkumu. Jednim z pozadavkl je stanoveni velikosti
¢astic jednotlivych lipoproteinovych ttid, které lze provést elektroforeticky na
gradientu polyakrylamidu, nebo gelovou filtraci s vhodnym zptisobem detekce.

Pro obé metody je tfeba predbézna separace jednotlivych lipoproteinovych
ttid od malych molekul pfitomnych vkrevni plasmé pomoci preparativni
ultracentrifugy a postupné zvySované hustoty roztoku. Lipoproteiny nelze detailné
studovat bez pfedchozi separace v hustotnich roztocich, a zaroven je nelze separovat,
aniz by doslo kuréitym konforma¢nim zménam v koncentrovaném roztoku soli.
Nelze ani stoprocentné zarucit, Zze po odstranéni ptebytku soli dialyzou se struktura
Castice zcela navrati do puvodni formy. Problémem je i kalibrace — prakticky
jedinym vyhovujicim zplisobem je pouziti vlastnich separovanych lipoproteinovych
tfid, jejichz ¢astice byly zméfeny pomoci elektronového mikroskopu.

Dosud vyuzivané detekéni metody jsou zalozeny na sledovani
charakteristickych absorbanci pro bilkoviny nebo barevnych slou¢enin vzniklych tzv.
post-kolonovou reakci z cholesterolu nebo triacylglyceroli. Tento zptsob detekce
vSak zkresluje zastoupeni jednotlivych frakci podle toho, kterd slozka je pravé
detekovana (napt. velmi maly obsah bilkoviny v lipoproteinu o velmi nizké hustoté
vedle velkého obsahu triacylglycerolll). Nejlepsim feSenim je novy typ detektoru,
tzv. Laser Light Scattering Detector, ktery detekuje ohyb laserového paprsku na
molekulach ¢i casticich vroztoku. Tento detektor je obvykle zapojen v sérii
s detektorem UV-VIS a refraktometrickym detektorem. Pro vypocet velikosti
molekuly ¢i Castice je tfeba pro cely systém znat zéavislost indexu lomu na
koncentraci sledované latky. Zméieni této zavislosti pro lipoproteiny o velmi nizké
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hustoté odliSné¢ho chemického slozeni je cilem této prace.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Refraktometrie
2.1.1 Historie

Refraktometrii lze povaZovat za nejstar$i optickou metodu pouzitou
V chemickém vyzkumu. Jiz Newton ve svém dile Optika podal vyklad o ,,schopnosti
lomu*, pozorované u fady latek podle tehdy existujicich ptedstav o jejich chemické
povaze. Ze zndmych hodnot indexu lomu a hustoty latek vyvodil Newton zajimavé
zavery o struktufe soli, ethanolu a diamantu, jehoz ptibuznost s organickymi latkami
predpovédel davno piedtim, nez byla dokazana chemicky.

V polovin¢ 18. stoleti se tehdejsi vyznamni védci v Cele s Leonardem
Eulerem zabyvali zakonitostmi indexti lomu a disperze u riznych latek v souvislosti
s vyvojem achromatickych ¢ofek. Rozsdhly program Lomonosovovych fyzikalné
chemickych vyzkumu zahrnoval ,,pokusy tykajici se lomu v kapalinach®, kterymi se
badatel zabyval vroce 1756 a pozd¢ji. Lomonosov konstruoval a zdokonaloval
v letech 1752 az 1762 thlomér, coz byl jeden z prvnich refraktometra.

Intenzivni rozvoj refraktometrie jako pomocné metody v chemickém
vyzkumu za¢ind v druhé poloviné 19. stoleti. Je vyuzivana pro objasnéni zavislosti
vlastnosti latek na jejich slozeni a struktuie a jako jednoducha a pohodlna analyticka
metoda potfebna v rozvijejicim se chemickém primyslu. V tomto obdobi profesoii
Abbe a Pulfrich z Jeny vyvinuli vhodné konstrukce refraktometri, které se v Sirokém
méftitku pouzivaji dodnes. Jejich nasledovnik Lowe se zaslouzil o popularizaci metod
technické analyzy, sestrojeni vhodnych refraktometrti a o zavedeni interferometrti do
chemickych a primyslovych laboratofi.
metod analyzy pfispé€lo to, ze velmi vyhodné spojuje vysokou piesnost, technickou
jednoduchost a pfistupnost. Index lomu je jednou z mala fyzikalnich konstant, které
1ze zm¢étit s mimotadné vysokou presnosti v kratkém case, i kdyz je k dispozici jen

malé mnozstvi latky. °



2.1.2 Index lomu

Refraktometrie se pouzivd predevS§im pro méfeni indexu lomu kapalin,
pfipadné pevnych latek. Index lomu je fyzikalni veli¢ina, jejiz hodnota je
charakteristickou vlastnosti kazdé latky. Méfenim indexu lomu jednotlivych latek
nebo jejich smési Ize identifikovat nebo zjistovat termodynamické vlastnosti stavu, v
jakém se métena latka nachazi, ¢i posoudit jejich Cistotu. Jestlize svételny paprsek
monochromatického zafeni prochazi rozhranim dvou transparentnich prostfedi, méni
se jeho rychlost a smér (lame se). Smér paprsku se méni podle zédkona lomu,
formulovaném v 17. stoleti. Podle tohoto zakona ma pomér sin thli dopadu a; a

lomu o, konstantni hodnotu.

_ sin aq
N21=

(1.1)

sin ay
N21 se nazyva relativni index neboli koeficient lomu latky 2 vzhledem K latce 1.
Vinové teorie svétla vyjadiuje jednoduchy vztah mezi indexem lomu a rychlosti
Sifeni svételnych vin ve dvou prostiedich.
-

Ny =— 1.2)

U2
Pomér rychlosti svétla ve vakuu k rychlosti svétla v hmotném prostfedi se nazyva

absolutni index lomu N.

N =

< (1.3)

v

Rychlost svétla ve vakuu je blizka rychlosti svétla ve vzduchu, tudiz se index lomu
vztahuje na vzduch a oznacuje se pouze index lomu n. Protoze je rychlost svétla ve
vzduchu vzdy vétsi nez rychlost svétla v hustsich prostedich, jsou indexy lomu latek
Cisla vétsi nez 1 (napt. voda n = 1,33262, diamant n = 2,4173). Relativni index lomu

N1z se rovna pomeru absolutnich indext lomu latek 1 a 2.

Ny = x—j (14)

Pfi méfeni indexi lomu kapalnych a tuhych vzorkli se obvykle stanovuji jejich
relativni indexy lomu ve vztahu ke vzduchu v laboratofi. Mezi absolutnim indexem
lomu a indexem lomu vztazenému ke vzduchu plati vztah

N = N,.n (1.5)
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K ziskani absolutniho indexu lomu tedy stac¢i vynasobit naméfené hodnoty n
absolutnim indexem lomu vzduchu. Pii atmosférickém tlaku a laboratorni teplot¢

Ny = 1,00027
a po dosazeni této hodnoty do vzorce (1.5) dostaneme obecny vztah

N =1,00027.n (1.6)
Vztah (1.6) je ptiblizny, protoze ptehlizi zavislost absolutniho indexu lomu vzduchu
na tlaku, teplot¢ a vlhkosti. V pfipad¢, Ze nevyzadujeme vétsi absolutni presnost
méfeni n nez 1.10™, je takové zjednoduSeni piipustné. Index lomu uréité latky je
charakteristicky, ale zavisi na vné&jSich podminkach (pfedevsim na teploté) a vinové
délce svétla. Teplota se vyznacuje hornim indexem vpravo a vlnova délka dolnim
indexem vpravo. Napf. nZ3, oznaduje index lomu pii 25 °C pro modrou ¢aru kadmia
o vlnové délce 480 nm. U Casto uzivanych spektralnich car se obvykle vinova délka

o 5-7,15-17
nahrazuje pismeny.

2.1.3 Zavislost indexu lomu na hustoté latky

Zmény hustoty latky jsou vzdy provazeny zmeénou jejiho indexu lomu.
Teoretické vyzkumy vztahu mezi hustotou latky a jejim indexem lomu potvrzuji
experimentalni idaje a ukazuji na linearni zavislost funkce indexu lomu, f(n), na
hustoté o.

f(n) = Rs. 0 (1.7)
Veli¢ina Rs se nazyva specifickd refrakce a je charakteristickd pro kazdou latku.
Nezavisi na vnéjSich podminkach ani na skupenstvi latky. Piesnéji, specificka
refrakce se méni velmi nepatrné. Newton predpokladal, Zze k lomu svétla dochazi
pusobenim latky na svételné Castice a usuzoval, Zze f(n) = n, — 1. Laplace podal

matematické odvozeni této funkce a vztah pro specifickou refrakci

R = (1.8)

se nazyva Newton — Laplaceliv vztah.
Pocatkem 19. stoleti byly provedeny pokusy, které provérily pouzitelnost Newtonova

— Laplaceova vztahu pro plyny. Vysledky byly uspokojivé.
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V roce 1863 Gladstone a Dale prokézali, ze pii ohfivani kapalin nezistava hodnota
Newtonovy — Laplaceovy specifické refrakce zcela konstantni. Naméfenym tdajim

mnohem lépe odpovidal Gladstoneitv — Daletiv vztah

Ry =" ! (1.9)

V roce 1880 G.A. Lorentz a o néco diive L. Lorenz dospéli nezavisle na sobé
k zavéru, Zze funkce f(n) lze piepsat presnéji vztahem = n, — 1 / n, + 2, odtud
Lorentziv — Lorenzav vztah

_n%-11
n2+2 g

(1.10).°

S

2.1.4 Princip metody méieni indexu lomu

Me¢éfteni indexu lomu je zaloZzeno na urcovani mezniho (kritického) uhlu.
Paprsek, ktery dopada na rozhrani dvou prostiedi s indexy lomu n; < n; pod tthlem a,
se lame pod uthlem B. Paprsek, ktery ptfichazi rovnobézné s rozhranim (tedy pod
uhlem = 90°), se lame pod meznim thlem vy. Je to nejvétsi thel lomu, do prostoru za

’ v vz 7 v 17 o s s . 6
nim uz se zadné paprsky nedostanou a toto prostredi ziistava temné.

K

o — tthel dopadu
B —uhel lomu

v —mezny thel lomu

K — kolmice dopadu

opticky fidsi prostiedi

opticky hustsi prostiedi

Obréazek 1. Lom svétla na rozhrani dvou prostedi®
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2.1.5 Vyuziti v klinické biochemii

Prevazné se vyuzivaji refraktometry Abbeova typu, diky jednoduché
konstrukci bez pohyblivych a elektrickych soucasti. Pouzivaji se ke stanoveni
koncentrace celkového proteinu v séru. Ke stanoveni je potieba cca 50 pl séra.
M¢éteni vychazi z predpokladu, Ze koncentrace elektrolyti a malych organickych
molekul v séru je u pacientll stala a jejich vliv na index lomu je zanedbatelny
vzhledem Kk nesrovnateln¢ vétsi hmotnosti  sérovych proteinti. Kalibrace
refraktometri je na standardni sérum a koncentrace proteinu lze odecist pfimo ze
stupnice. U nékterych sér (hyperglykemické, uremické, hyperbilirubinemické, hyper-
lipidemické, hemolytické) se mlize objevit pozitivni interference.

Dale jsou vyuzivany ke stanoveni specifické hustoty moce. Index lomu je
piimo umeérny specifické hustot€¢ neboli celkové hmotnosti rozpusténych latek
V moci.

analyzétord. 3

2.1.6 Refraktometr Abbeova typu

Abbeho refraktometr je pro svoji vSestrannou pouzitelnost oznacovan jako
refraktometr univerzalni. Zvlastnosti jeho konstrukce jsou ve speciadlnim provedenim
meéfictho hranolu, méfenim pii bilém (dennim ¢&i elektrickém) svétle, zvlastni
konstrukeci stupnice a pouzitim dopliujiciho (tzv. osvétlovaciho) hranolu.

Meéfici hranol je z tézkého flintového skla. Oba hranoly jsou zabudovany
v kovovych pouzdrech, které maji antikorozni Gpravu (vrstva niklu, zlata, palladia).
V pouzdrech muze cirkulovat temperovana voda a jsou spojend kloubem; tvoii
,hranolovy blok®, coz je nejdulezitéjsi ¢ast Abbeho refraktometru. ,,Hranolovy blok*
umoznuje svou konstrukci presné meéteni a spolehlivé termostatovani i malého
mnozstvi kapalin (az 0,05 ml).

Druhou zvlastnosti je méfeni pii bilém svétle. Pii pozorovani uplného odrazu
v bilém svétle dostaneme v disledku disperze svétla neostré duhové rozhrani misto
ostrého. K odstranéni toho efektu slouzi kompenzator, ktery je umistény pied
objektivem dalekohledu. Hlavni ¢asti kompenzatoru je Amiciho hranol, slozeny ze

tfi casti: dva krajni hranoly z korunového skla a prostfedni z flintového.
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Stupnice Abbeho refraktometru je délena v hodnotach indexu lomu n. Nejsou
nutné zadné vypocty, diky cemuz je métreni velmi rychlé.

Meéfeni je omezeno indexy lomu hranold. Lze méfit indexy lomu pevnych
latek a kapalin. Pfi méteni indexu lomu kapaliny naneseme kapku na vstupni plochu
hranolu a pfitlacime pomocnym (osvétlovacim) hranolem. Mezi plochami hranola
tak vznikne tenkd vrstva kapaliny, kterd se chova jako desticka pevné latky. Svétlo
z pomocného hranolu projde vrstvou kapaliny, ldme se na rozhrani kapaliny a
méfticiho hranolu, poté na hranici méfici hranol-vzduch a dopadd do dalekohledu.
Pteponova plocha osvétlovaciho hranolu se zhotovuje matova, aby hledani rozhrani
nebylo ruseno zobrazovanim predméti, které se nachazeji v blizkosti zdroje svétla.

Nedostatky tohoto refraktometru jsou nasledujici: nelze pouzit kapaliny, které

Spini nebo leptaji skla hranoli, prace s t¢kavymi kapalinami je nepohodlna, nevelka

presnost méfeni disperze, nutnost kontroly hodnot stupnice a kompenzatoru pro
5,6,89,17

dosaZeni maximalni pfesnosti méteni.

1 lampa

2 svazek paprskn

3 zmatko

4  pomecny hranol

5 lamavy hranol

6  Amiciho hranol

7 Amiciho hranol

8  Zroub otoéného
Amueciho hranolu

9  ofidivé ramenko

10 stupnice

11  dalekohled

12 okular

13 zome polg

Obrazek 2. Schéma Abbeho refraktometru®
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2.2 Lipoproteiny
2.2.1 Obecna charakteristika lipoproteini

Termin lipid pochazi z feckého slova lipos = tuk a pouziva se obecné pro
vSechny pfirodni nepolarni slou¢eniny. Lipidy jsou jednou ze tii hlavnich slozek zivé
hmoty (vedle bilkovin a sacharidi). Pfedstavuji velmi rozmanitou skupinu latek,
lisicich se navzajem chemickym slozenim a biologickou aktivitou, které jsou pro
kazdy zivocisny druh i pro jednotlivé organy charakteristické a lze je podle toho
identifikovat. Proteiny, skladajici se z aminokyselin, jsou komplexni biomolekuly,
které poskytuji organismu oporu, zabezpecuji jeho integritu, zprosttedkuji transport
latek krevnim ob&hem a jejich pohyb dovnitf a vné bunky, latkovou pfeménu a

obranu té&la. *3

2.2.2 Lipoproteiny a jejich déleni

Lipoproteiny jsou micelarni Castice transportujici  cholesterol a
triacylglyceroly v krevni plazmé. V prostoru zaujimaji pfiblizné kulovity tvar. Na
povrchu maji monovrstvu slozenou z molekul fosfolipidi a cholesterolu,
uspofadanych tak, Ze jejich hydrofilni ¢asti jsou orientovany vné a hydrofobni
dovnitt ¢astice. Proteinova slozka je znama pod nazvem apolipoprotein ¢i apoprotein
(apo). Molekuly apoproteinti jsou ulozeny na povrchu ¢astice, nebo jsou do n¢ho
zanoteny a jejich hydrofilni ¢ast je orientovana do vodného prostiedi. Jadro Castice

tvofi nepolarni triglyceridy a estery cholesterolu.

Perifemni apoprotein
(napt. apo-C)

youy Fosfolipid

cholesterol
%ﬁmg W Ester
cholesterolu

j ‘17 Tnacylglycerol
/
/ I

,/. Jadro tvofené
Integrélnl
apoprotein  “\ " / hlavng nepolarni-

(napf. apo-B) N mi lipidy

N /

Jednovrstva tvorena hlavné
polarné&jsimi (@amfipathickymi) lipidy

Obrazek 3. Obecna struktura plasmatického lipoproteinu2
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Z praktickych divodt se pouzivaji nazvy charakterizujici lipoproteinové
Castice na zakladé jejich hustoty, podle niz jsou izolovany ultracentrifugaci
v hustotnim gradientu na lipoproteiny:

o vysoké hustoté (hight density lipoproteins HDL)

o nizké hustoté (low density lipoproteins LDL)

o stfedni hustoté (intermediate density lipoproteins IDL)

o velmi nizké hustot& (very low density lipoproteins VVLDL). ?

Lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL)

Jsou to transportni prosttedky triacylglycerolil z jater do mimojaternich tkéani.
Vétsina plasmatickych VLDL ma jaterni ptivod (parenchymové burky). Obsahuji
hydrofobni jadro slozené pievazné ztriacylglyceroli a na jejich povrchu je
fosfolipidova obalka, ve které jsou zakotveny proteiny Apo B-100, Apo E a vSechny
subtypy Apo C.

Zlugovy
kanalek

/ Endothelova

Otvor § - U
(fenestra)?j\g\ : burika
//.’?‘i ..
3 . Sy

Lumen krevniho sinusoidu

Obrézek 4. Tvorba a sekrece VLDL jaternimi buiikami®
N — jadro, RER — drsné endoplasmatické retikulum, SER — hladké endoplasmatické
retikulum, G — Golgiho aparat, SD — Dissetv prostor obsahujici krevni plasmu, E — endotel

Apolipoprotein B se syntetizuje na ribozomech drsného endoplasmatického
retikula (RER) a zabudovava se do lipoproteini v hladkém endoplasmatickém
retikulu (SER), které je hlavnim mistem syntézy triacylglycerolu.

Lipoproteiny prochazi Golgiho aparatem (G), kde probiha vazba
sacharidovych zbytki na lipoproteiny. VLDL se uvolni z jaterni bunky fuzi sekrecni
vakuoly sbunéfnou membranou do Disseova prostoru a poté do jaternich

. .o 34
sinusoidu.
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2.2.3 Stanoveni lipidi v télnich tekutinach

Pro ziskdni spolehlivych vysledki pro zhodnoceni stavu lipidového
metabolismu je tfeba nezanedbat dilleZité faktory jako pfiprava pacienta a odbér
vzorkl. Pro dosaZzeni optimalnich vysledkli by pacient mél byt nejméné 3 tydny na
obvyklé dieté, kdy by nemélo dochazet k velkym zménam hmotnosti. Pied odbérem
by mél naposledy konzumovat jidlo maximdlné¢ 12 hodin, alkohol by nemél
konzumovat dva dny (zvySuje hladinu triacylglyceroltl). Také né&které Iéky
(antikoncepce, antihypertensiva) a vitaminy mohou ovliviiovat hodnoty lipida.
Existuje cela fada preanalytickych faktort, které mohou vyznamné ovlivnit vysledek,
proto by se nemél délat definitivni zavér o lipidovém metabolismu na zikladé
jednoho vysledku. PfedevS§im u hrani¢nich hodnot by se testy mély opakovat

s odstupem 2 - 4 tydnii. ®

Triacylglyceroly (TAG)

Pro vSechna stanoveni TAG enzymovou metodou jsou spolecné prvni dveé
reakce. Nejdiive se provede hydrolyza TAG plsobenim lipasy s pfidavkem
proteolytického  enzymu. Nasleduje fosforylace glycerolu katalyzovana
glycerolkinasou.

V metod¢é podle Bucola a Davida ADP z glycerolkinasové reakce pokracuje
do pyruvatkinasové reakce, kde s fosfoenolpyruvatem (v nadbytku) vznika pyruvat a
ATP. Pyruvat se dale stanovuje v laktatdehydrogenasové reakci jako ubytek NADH
spektrofotometricky pii 340 nm.

Jiné metody jsou zaloZzeny na stanoveni glycerol-3-fosfatu. Ten reaguje
s NAD" za vzniku NADH + H" a vznik NADH je spektrofotometricky stanoven pfi
340 nm. Jina metoda vyuziva reakce s O, za vzniku peroxidu vodiku H,0,, ktery je
stanoven peroxidasovou reakci s 4-chlorfenolem a 4-aminofenazonem za vzniku

¢erveného barevného produktu, ktery je stanoven spektrofotometricky pii 550 nm. 3
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Cholesterol

Pti analyze celkového cholesterolu je tieba brat v uvahu, ze cholesterol se
nachazi ve dvou formach. Jedna tfetina je ve formé volného sterolu a dvé tfetiny ve
formé estert cholesterolu. Pfi kolorimetrickych reakcich davaji estery intenzivnéjsi
zabarveni.

Chemické metody stanoveni cholesterolu jsou z hlediska nakladii levné, ale nejsou
ptili§ presné a specifické, a vyuzivaji nebezpeéné reagencie (silné kyseliny).
Nejjednodussi je piima a jednokrokova metoda podle Liebermanna-Burchardta.
Estery i volny cholesterol jsou dehydratovany a oxidovany smési kyseliny sirové a
acetanhydridu za vzniku zelené zbarvené kyseliny cholestahexaensulfonové, ktera
ma absorptni maximum pii 440 nm. FaleSné¢ zvySené hodnoty mohou zplsobit
hemoglobin a bilirubin, které v této oblasti siln¢ absorbuji.

Spoleénym principem je pocatecni hydrolyza estert cholesterolu na cholesterol a
mastné kyseliny za tucasti enzymu cholesterolesterazy. Nasleduje cholesterol-
oxidasova reakce s O, za vzniku cholest-4-en-3-on a H,0O,, ktery je substratem
indikatorové peroxidasové reakce, pii které se méni indikator z redukované do
oxidované formy.

Pro stanoveni volného a esterifikovaného cholesterolu miizeme pouzit oba
metodické piistupy. Volny cholesterol je extrahovan 2-propanolem, precipitovan
digitoninem a stanoven. Esterifikovany cholesterol se pak vypocte odectenim
volného cholesterolu od celkového cholesterolu.

Stanoveni HDL-cholesterolu (HDL-C) vyuziva rychlé precipitaéni metody.
Precipitace probihd v pfitomnosti smési kyseliny fosfowolframové s hotfecnatou soli,
vysrazi se lipoproteinové frakce VLDL a LDL, v supernatantu zistane pouze frakce
HDL, kde se stanovi cholesterol béznym zptisobem.

Obsah LDL-cholesterolu je mozné vypocitat podle empirického vzorce dle
Friedewalda:
LDL-C (mmol/l) = TC (mmol/l) - HDL-C — TAG (mmol/1)/2,2.3
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2.2.4 Separace lipoproteini

Lipoproteinové komplexy Ize délit elektroforeticky na principu jejich
rozdilného elektrického naboje. Detekce je specificka pro lipidy, nejcastéji se
pouziva barvivo Oil Red 7B. HDL mé nejvétsi pohyblivost a je nazyvan a-
lipoprotein, LDL je B-lipoprotein a VLDL je pre-B-lipoprotein nebo a2-lipoprotein.

Dalsi separacni metodou je ultracentrifugace, kdy v gravitatnim poli
ultracentrifugy jednotlivé lipoproteinové tiidy sedimentuji nebo flotuji v zavislosti na
hustoté prostiedi. Jejich chovani je charakterizovano tzv. Swedbergovou flota¢ni
konstantou S;. Obecné tato konstanta roste s relativni molekulovou hmotnosti Mr.
Lipoproteiny jsou vzhledem k tomuto pravidlu vyjimkou, jejich lipidova slozka je
leh¢i nez voda a hodnota Sf je mensi, nez by se ocekavalo podle jejich Mr.

Centrifugaci v roztoku NaCl o rizné hustot¢ (1,006 — 1,21g/ml) je mozné

lipoproteiny rozd&lit na jednotlivé frakce, jak ukazuje tabulka 1.3

Tab. 2.1: Piehled d&leni lipoproteind ultracentrifugou™

Hustota prostiedi Flotuje Sedimentuje Rychlost flotace

[g/ml] (S)
1,006 VLDL LDL, HDL, VHDL | 20-400 (VLDL)
1,063 VLDL, LDL HDL, VHDL 0-20 (LDL)
1,210 VLDL, LDL, HDL VHDL -

|

IR

| |
|

|

E =

| HDL

elektroforéza  ultracentrifuface elektroforéza na agarose
na polyakrylamidu
Obrazek 5. Srovnani elektroforetické mobility lipoproteini na polyakrylamidovém

, « , . 14
gelu a na agar6ze s délenim ultracentrifugou




Separace lipoproteini gelovou filtraci

Pro detailn€jsi diagnostiku i zdkladni vyzkum ma vyznam stanoveni velikosti
¢astic jednotlivych lipoproteinti. K tomuto ucelu lze vyuzit bud’ elektroforesu na
gradientu akrylamidu, kterd je velmi pracnd i ¢asoveé naroc¢nd, anebo gelovou filtraci.
Gelova filtrace (angl. synonyma gel permeationn chromatography, GPC, size-
exclusion chromatoraphy, SEC, nebo molecular sieve chromatography, MSC) je
separa¢ni technika, kterou jsou separovany latky podle velikosti a tvaru molekul a
velikosti a tvaru port stacionarni faze. Jako stacionarni faze slouzi silikagel nebo
methakrylatové pryskyfice s definovanou velikosti pord, ptripadné i Sepharosa, jako
mobilni faze slouzi obvykle fyziologicky roztok pufrovany fosfatem. Velké
molekuly se nedostanou do pora a jsou eluovany prvni v potradi; mensi molekuly,
které vstoupi do pori, jsou v nich zadrzovany podle své velikosti. Separa¢ni rozmezi
kolony je urceno velikostmi separovatelnych molekul, a plati pro né linearni
zavislost logaritmu molekulové vahy (velikosti molekuly ¢i Castice) na elu¢nim
objemu (Case). K detekci se vyuziva bud’ charakteristicka vinova délka pro bilkoviny
v UV oblasti (280 nm) nebo post-kolonova reakcecholesterolu ¢i triacylglycerolti na
barevné slouceniny a jejich detekce ve viditelné oblasti (550 nm, event. 340 nm).

Vzhledem Kk velkym rozdilim v obsahu lipidd a bilkovin v jednotlivych
lipoproteinovych tfidach nejsou vySe popsané metody detekce piili§ vyhodné (napf.
ve velkém objemu hmoty VLDL je jen velmi mélo proteinu detekovatelného pti 280
nm). V poslednich letech byl vyvinut specialni detektor, ktery je pro tento ucel
nejvhodnéjsi, tzv. Laser Light Scattering Detector (LLSD), ktery méfi rozptyl
laserového paprsku na molekulach, ev. Casticich v roztoku. Velikost ¢astic I1ze urcit
na zakladé kalibrace kolony. JelikoZ jsou standardy velikosti ¢astic pro lipoproteiny
nedostupné, je tieba tuto kalibraci provést na vlastnich separovanych frakcich,

jejichz velikost byla stanovena pomoci elektronového mikroskopu. ***2
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3. Cil prace

Cilem této prace je ziskani zavislosti indexu lomu na koncentraci neboli zménu
indexu lomu na zméné koncentrace dn/dc riiznych vzorki lipoproteinové frakce
VLDL. Za timto ucelem je tfeba zméfit indexy lomu vhodné nafedénych vzorka a
také vysuseni znamého objemu vzorku pro ziskdni hodnoty koncentrace. Dale je tieba
vyhodnotit vysledky a ur€it pozadovanou kalibracni zavislost, kterd je nezbytna pro

dalsi praci.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Pristroje
Laboratorni iprava vody Direct Q 3 UV, Millipore, Praha, Ceské republika

Ultracentrifuga Optima L-100 XP, Beckman Coulter s.r.o, Praha, Ceské republika
Analytické vahy Sartorius Analytic AC 120 S, Goettingen, Némecko

Koncentrator vzorki Thermovap TV10+, Ecom, Praha, Ceska republika

Abbetlv refraktometr, Kriis, Hamburg, Némecko

Vodni termostat Haake 5, Haake DC 10, Thermo electron corporation, Waltham,
USA

4.2 Pouzité roztoky
Ultracista voda 18,2 MQ.cm

Hustotni roztok NaCl ¢ = 1,0062 g/ml
Vzorky VLDL po stoCeni na ultracentifuze byly uchovavany v chladni¢ce pii teploté

4°C
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4.3 Prace se vzorky
Do zkumavek objemu 8 ml, obsahujicich EDTA jako antikoagulans, byly

odebrany vzorky krve od 5 dobrovolnych déarct. Plasma byla separovana centrifugaci
(10 min, 3000 rpm). Do ultracentrifugacni zkumavky bylo odpipetovano 1,5 ml
hustotniho roztoku NaCl (o = 1,0062 g/ml) a 3 ml plasmy. Ultracentrifugace probiha
20 hod pii 38 000 ot/min a 10 °C. Po stazeni se odebere 1,5 ml supernatantu (vzorek
ke stanoveni VLDL). Obsah vzorku, ktery zlstane v ultracentrifugacni zkumavce, se
muze dale pouzit k ziskani frakce LDL.

V odebrané frakci VLDL byl stanoven celkovy cholesterol, TAG a celkové
bilkoviny rutinnimi biochemickymi metodami.

Vzorek se pouzije kméfeni indexu lomu na Abbeho refraktometru, jak

nefedény (100%), tak fedény hustotnim roztokem NaCl na pozadovanou koncentraci.

4.4 Meéreni indexu lomu na Abbeho refraktometru
K Abbeho refraktometru se ptipoji vodni termostat, aby se zajistila konstantni

teplota 25 °C.
Na méfici hranol refraktometru se nanese 50 pl vzorku, ptiklopi se pomocny
hranol. V pravém okularu dalekohledu se nastavi svételné rozrani na nitkovitém kiizi

dle obrazku.

1 — 3Spatné 2 — spravné 3 — Spatné

Obréazek 6. Svételné rozhrani na nitkovitém kiizi®
V levém okuléru se odecte hodnota indexu lomu a zaznamend. Pomocny i

méfici hranol se omyje roztokem mydla a poté destilovanou vodou. Piistroj je

pripraven pro dalsi vzorek.
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5.  Vysledky a diskuze

Stanoveni molekulové hmotnosti pomoci detektoru rozptylu svétla je zalozeno na

rovnici:

K*c 1 [ 1672
_|_

RO = N (rasin®(6/2) + - - ] + 2Azc

R(0) je intenzita svétla rozptylené¢ho pod uhlem 6, K* je opticky parametr, ktery

vyjadfuje rovnice:
K* = [47°n?(dn/do)?)/(\e N,y)

V této rovnici je n index lomu, ¢ koncentrace v mg/ml, A vinova délka svétla ve
vakuu, Na Avogadrova konstanta. V ptivodni rovnice je dale M vazeny prumér
molekulové hmotnosti, ry polomér rotace, A, druhy viridlni koeficient (pifi nizkych
koncentracich, obvyklych u kolonové chromatografie, je tato veli¢ina
zanedbatelnél).18

Pro aplikaci detektoru rozptylu je nutné znat zavislosti n na koncentraci.

Meéreni indexu lomu frakce VLDL

Tab. 5.1: Pfehled indextiu lomu riiznych latek, které jsme proméfili

Me¢tena latka Index lomu
destilovana voda 1,3318
fyziologicky roztok NaCl 1,3320

(0= 1,0062 g/ml)

fedény vzorek 1:1 1,3340
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M¢teni zavislosti n jako funkce ¢ pro nasleduji vzorky:
B... Zena 37 let

T... Zena 66 let

J... muz 30 let

S... zena 22 let

K... Zena 22 let

B+J... smés frakce VLDL vzorku B aJ

Veskera méfeni byla provadéna pti konstantni teploté¢ 25 °C.

Frakce VLDL ziskanad ultracentrifugaci byla nafedéna na pozadovanou
koncentraci, vysledny objem byl vzdy 200 pl a byl proméfen index lomu.

Obsah VLDL v ptuvodnich vzorcich byl stanoven gravimetricky vysusenim

znamého objemu vzorku.

Tab. 5.2: Indexy lomu vzorku B (2x koncentrované;si)

() nq Ny N3 n SD
1 1,3342 11,3343 13344 13343 0,8.10"
0,8 13339 13338 1,3341 11,3339 12.10"
06 1,3338 1,3339 11,3338 11,3338 0,5.10*
04 13340 11,3338 11,3337 11,3338 12,10"
02 173336 1,3336 1,3337 11,3336 0,5.10"

Obrazek 5.1: Graf zavislosti indexu lomu (77) na koncentraci

VLDL index lomu (B 2x konc.)

1,3344 .
5 i y = 0,0009x2 - 0,0003x + 1,3337
E 13342 R? = 0,9062
~ 1,334 -
[}
21,3338 |

1,3336 &

1,3334

0 0,2 0,4 0 0,6 0,8 1 1,2

@ =1 odpovida 16,2 mg/ml
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Tab. 5.3: Indexy lomu vzorku T

¢ N1 Ny N3 n SD
1 13348 11,3349 11,3347 11,3348 0,8.10™
0,8 1,3345 11,3344 1,3346 11,3345 0,8.10*
06 1,3343 11,3342 11,3345 1,3343  12,10*
04 13340 11,3343 11,3341 11,3341  12,10*
0,2 1,3338 11,3337 11,3335 11,3337  12,10*

Obrazek 5.2: Graf zavislosti indexu lomu (72) na koncentraci

VLDL index lomu (T)
1,335
y =-0,0004x2 + 0,0017x + 1,3334

21,3345 1 R?=0,9867
k)
x
2 1,334 1
£

1,3335

0 0,2 04 o 06 0,8 1 1,2

¢ = 1 odpovida 18,4 mg/ml, biochemické parametry: TC =0,79; TAG =1,53; CB =0,1 [g/l]

Tab. 5.4: Indexy lomu vzorku B

0} Ny N> N3 n SD
1 13338 11,3339 11,3339 11,3339 0,5.10*
0,75 1,3338 11,3339 11,3338 11,3338 0,5.10*
05 1,3335 11,3335 11,3336 1,3335 0,5.10"
0,25 1,3334 13334 11,3333 11,3334 0,5.10*

Obrazek 5.3: Graf zavislosti indexu lomu (72) na koncentraci

VLDL index lomu (B)
1,334

1,3339 - y =0,0007x + 1,3332

1,3338 1 Rz = 0,9529
1,3337 A

1,3336
1,3335
1,3334
1,3333

index lomu

@ =1 odpovida 13,4 mg/ml
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Tab. 5.5: Indexy lomu vzorku J

o N1 1)) N3 n SD
1 13339 11,3340 11,3339 11,3339 0,5.10_4
0,75 1,3339 11,3338 11,3339 11,3338 0,5.].0_4
05 1,3337 11,3337 11,3338 11,3337 0,5.10_4
0,25 1,3333 1,3334 11,3334 11,3335 0,5.].0_4

Obrazek 5.4: Graf zavislosti indexu lomu (77) na koncentraci

VLDL index lomu (J)
1,334
1,3339 1 y =-0,0004x2 + 0,0010x + 1,3333
2 13338 | R2 =0,9943
21,3337 1
x
9 13336 1
£ 1,3335
1,3334 :
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1.2
P
¢ =1 odpovida 13,2 mg/ml
Tab. 5.6: Indexy lomu vzorku B+J
¢ Ny n, N3 n SD
1 1,3336 11,3337 11,3336 1,3336 0,5.10*
0,75 1,3334 11,3335 11,3335 11,3334 05.10*
05 1,3332 11,3333 11,3332 11,3332 0,5.10"
0,25 1,3331 11,3330 11,3331 11,3331 05.10*
Obrazek 5.5: Graf zavislosti indexu lomu (72) na koncentraci
VLDL index lomu (B+J)
1,3337
1,3336 1 y = 0,0004x2 + 0,0002x + 1,3330
o 13835 R2 = 0,9966
g 13334 |
S 1,3333 -
&S 1,3332 -
T 13331 -
T 1,333 ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
P

® =1 odpovida 11,7 mg/ml
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Tab. 5.7: Indexy lomu vzorku S

0] Ny Ny N3 n SD
1 1,3345 1,3346 11,3345 1,3345 0,5.10"
0,8 1,3345 1,3344 1,3342 1,3344 12.10-4
0,6 1,3342 11,3342 11,3342 11,3342 0
0,4 13340 1,3340 1,3339 11,3340 0,5.10"
0,2 13339 13338 11,3338 1,3338 0,5.10"

Obrazek 5.6: Graf zavislosti indexu lomu (72) na koncentraci

VLDL index lomu (S)

1,3346
_ 1,3344 | y = -0,0004x2 + 0,0013x + 1,3335
IS R2=0,9965
S 1,3342
® 1,334 1
e}
£ 1,3338

1,3336 : : : :

0 0,2 04 o 06 0,8 1 1,2

® =1 odpovida 15,6 mg/ml, biochemické parametry: TC = 0,21; TAG = 0,61;
CB =0,02 [g/1]

Tab. 5.8: Indexy lomu vzorku K

[0) ny n, N3 n SD

1 1,3345 11,3346 11,3348 11,3346 13.10*
0,8 1,3344 11,3343 11,3346 1,3344 13.10*
06 1,3343 11,3343 13343 11,3343 13.10*
04 1,3340 11,3341 11,3343 1,3341 13.10*
02 1,3341 11,3340 11,3340 11,3340 13.10™

Obrazek 5.7: Graf zavislosti indexu lomu (77) na koncentraci

VLDL index lomu (K)

1,3348

1,3346 A y = 0,0008x + 1,3338
g 1,3344 - R?=0,9868
% 1,3342 -
2 1,334 -

1,3338

0 0,2 0,4 0 0,6 0,8 1 1,2

¢ = 1 odpovida 17,6 mg/ml, biochemické parametry: TC =0,89; TAG = 2,54 CB = 0,06 [g/I]
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Tab. 5.9: Hodnoty spolehlivosti R podle typu a trendu regrese

Typ trendu a B

regrese (2xkonc.)
exponencialni 0,8396
linearni 0,8396

logaritmicky 0,7252
polynomicky 0,9062
mocniny 0,7253

T
0,9825
0,9826
0,9715
0,9867
0,9715

B
0,9529
0,9529
0,9005
0,9529
0,9005

J
0,9657
0,9657
0,9978
0,9943
0,9978

B+J
0,9797
0,9797
0,8887
0,9966
0,8887

S
0,9878
0,9878
0,9708
0,9965
0,9708

K
0,9868
0,9868
0,9088

0,99
0,9089

Z tabulky 5.9 je patrné, Ze zévislosti indexu lomu na koncentraci nejlépe vyhovuje

funkce polynomicka, ktera bude vyuzita pro vypocty.
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6. Zavér

U sedmi riiznych vzorkl lidské krevni plasmy byly ultracentrifugaci separovany
lipoproteiny VLDL. Celkova hmotnost byla stanovena gravimetricky.
Refraktometricky byla u sledovanych vzorkli stanovena zdvislost indexu lomu na
koncentraci lipoproteinu, které nejlépe vyhovovala polynomicka funkce.

Souvislost s chemickym sloZenim lipoproteinu, predevsim s obsahem hlavni lipidové

slozky — triacylglycerolt - bude tieba uréit na zakladé studia vétsiho poétu vzorku.
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