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Apolipoproteiny A tvofi hlavni bilkovinnou
sloZku plazmatickych lipoproteini o vysoké
hustotg (HDL), kterym se pFisuzuje ochranny
vliv n& cévy, proti ateroskler6ze. Apolipopro-
tsin A-I je schopen zachycovat prebytedny
cholesterol napf. z pénovych bunék v atero-
sklerotickém loZisku a prenaSet jej ve tridé
HDL do jater. Vedle toho apolipoprotein A—I
(Apo A-I) aktivuje enzym lecitin-cholesterol:
acyltransferdzu (LCAT), ktery je nezbytny pro
esterifikaci plazmatického cholesterolu. V roce
1983 na klinice Mayo v USA (1) u nemocnych
s pozitivnim koronarografickym nélezem na-
lezli Maciejko a spol. sniZenou koncentraci
Apo A-I v séru (p<0,001). Plazmatickd kon-
centracz HDL-cholesterolu byla ve vyznamnos-
ti aZ na druh&m misté; pfitom v3ak je tFeba
brat v uvahu, Ze jeho pokles miZe snadno
ovlivnit celd fada nespecifickych faktort, pro-
ti kterym je Apo A-I podstatné odolné131 [le-
ky, viros's, akutni zatéZ atd.).

Obé hlavni izoformy apolipoproteinu B (Apo
B) — Apo B 48, tzv. stfevni, a Apo B 100, tzv.
jaterni — jsou obsaZeny ve vice lipoproteino-
vych tfidach v chylomikronech, v lipoprotei-
nach o velmi nizké hustoté (VLDL), v lipopro-
teinech o nizk3 hustoté (LDL), ale i v Lp (a),
které pii zvySené koncentraci mohou pisobit
aterogenné.

Je proto snahou Kklinickych biochemikd ur-
¢it s vysokou pravdépodobnosti riziko ohroZe-

* Z piisp&vku na IX. celostatni konferenci s mezindrod-
ni udasti ,Klinickd a biochemickd genetika hyperlipo-
proteinémii®.

ni aterosklerotickym procesem, nebo urcovat
takové biochemické markery metabolismu lipi-
dd a lipoproteind, které jiZ pritomné atero-
sklerotické loZisko odhali (2). Smyslem tohoto
sdéleni je tedy podat struény prehled mozZnos-
ti stanovovani hlavnich (majoritnich) apolipo-
proteind A-I, A-II a B, vyclenit metodiky vhod-
n3 i pro mens$i laboratofe a na druhé strané
upozorn‘t na metody, které je moZno aplikovat
i na slozitéjsi techniku, jako jsou napf. auto-
matické analyzatory na vétSich OKB.

Ze starSich metodik, které se dnes objevuji
jiZ jen ojedinéle, které vSak meély zakladni vy-
znam pro vypracovani dalSich technik, je pro
lUplnost vhodn2? pripomenout neimunologické
metody ultracentrifugaéni flotace (3), ultra-
centrifugace v hustotnim gradientu a selektiv-
ni precipitace rtznymi ¢inidly. Z hlediska sta-
noveni apolipoproteinii se dnes ¢4ste¢né pouZi-
vaji jen metody selektivni precipitace, které
vSak v soucasné dobé& proZivaji urcitou rene-
sanci (14).

PrevaZujicimi jsou dnes metodiky imunoche-
mické, coZ logicky vyplyva z toho, Ze apolipo-
proteiny jsou bilkovinné povahy. Z metod, kte-
ré se dnes $iroce vyuZivaji: jednoducha radial-
ni imunodifize, elektroimunostanoveni, imuno-
nefelometrie, imunoturbidimetrie, enzymoimu-
nostanoveni a radioimunostanoveni. Nékteré
zdkladni charakteristiky t&chto metodik jsou
uvedeny v tabulce 1.

Radidlni jednoduchd imunodifize (4) je
svym provedenim nejjednodussi. Je velmi vhod-
né i pro nejskromngjsi podminky. Lze ji vyuZit
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Tab. 1 g/1, resp. 0,1 g/l, coZ jsou hodnoty nevyZadujici

Srovndni nékterych zdkladnich charakteristik imunochemickych ~ pouZiti takto citlivych metod. Navic RIA je pri-

metodik strojové i reZimové velmi naro¢nd. V pfipadé

EIA se vSak d& predpokladat, Ze se v budouc-

Metoda | Citlivost Casové Piesnost 3;;3;:1;: L pf‘eito ]'e’]'i p9UﬁVéni I"OZ?if'i- ?Ude to dflno

(mg/l) ndroky (%) nost prfedevsim tim, Ze EIA se dé4 plné automatizo-

vat, je dosti rychld a v zisadé nenarocCna.

U EIA se zatim uZivd bud oznacdeni peroxida-

Jednoduchd zou, nebo alkalickou fosfatdzou s pouZitim

{;dluil(;lc;ifﬁ- 10 1-3 dny 10-50 | NE sendvitové techniky. U RIA se pouZiva prede-

= vS§im metoda dvoji protiladtky, nebo kompetice

o antigend.

Ecljeslt(;g:)lgéﬁx 1,0 b=ga ki 10 NE V literatufe se d4 najit rada praci, které

Imunonefe- . srovndvaji moZnosti téchto technik navzajem.

lometrie 0,1-02 | 1min2h | 2-5 ANO Vysledky se viak od sebe dosti 1i¥i. Obecné se

Yriiifictis . da fici, Ze dobfe srovnatelné jsou nefelometrie

bidimetrie | 0:2~0»5 | 1-20 min 2-5 ANO a turbidimetrie s elektroimunostanovenim (10).

Enzymo- Naopak pomérné mélo koreluje RIA s jednodu-
imunosta- | 0,05-0,1 | 12h-3dny | 5-10 ANO chou radidlni imunodifdzi (11).

noyenl DiileZitou fazi stanoveni apolipoproteint je

Radio- . také problém homogenizace riznych lipopro-

Eounoioe | | W 3h-5dni | 5-10 ANO teinovych t¥id pfi méFeni daného apolipopro-

teinu. Napf. Apo B se nachézi jak ve VLDL, tak

predevSim pro stanoveni apolipoproteind v tfi-
dé HDL (pfedevS§im Apo A-I a Apo A-II), méné
vhodnd je pro stanoveni apolipoproteini ve
tFidé LDL a VLDL (Apo B). Nevyhodou je dél-
ka provedeni vlastniho stanoveni, moZné zkres-
leni vysledk@ v dtsledku agregace bilkovin
rozdilné velikosti lipoproteinovych molekql,
skuteCnost, Ze se metoda neda automatizova@.

Elektroimunostanoveni (dle Laurella ,raket-
kovéa technika®) je velmi vyhodna metoda (5).
Je realizovatelnd i ve skromnych laboratornich
podminkach. Neuplatiiuje se zde vliv agregace
a rozdilnd velikost molekul, d4 se soucasné
provadét stanoveni Apo A-I i Apo B. Jistou ne-
vyhodou jsou malé série stanoveni, protoZe
kaZdou agardézovou vrstvu je nutno kalibrovat
samostatné.

Metody vyuZivajici zdkal tvoreny komple-
xem antigen-protildtka v kapalném prostfe-
di — imunonefelometrie a imunoturbidimet-
rie — se staly v poslednich letech pfevaZujicimi
metodami pro stanoveni plazmatickych apoli-
poproteint (6, 7). Velikou pfednosti téchto me-
todik je rychlost, automatizovatelnost a citli-
vost, ¢imZ spliiuji zdkladni poZadavky na mo-
derni kvantitativni technologii. V ptripadé tur-
bidimetrie se daji vyuZivat dnes jiZ dosti roz-
jifené automatické analyzatory. Podle naSich
zku$enosti se komeréni antiséra proti apolipp-
proteintim daji pouZit nap¥. v systému analy-
zatord Multistat III (kinetickd turbidimetrie).
Pro nefelometrii jsou pouZivadny pfistroje do-
vaZené vyhradné z devizové oblasti (nap¥. PDQ
Hyland).

Pokud jde o uZiti enzymoimunostanoveni
(EIA) (8) a radioimunostanoveni (RIA) (9)
v podstaté neni divodu pro zafazeni téchto
metodik se zesilovacim prvkem, protoZe v pii-
padé Apo A-I a Apo B jsou koncentrace radu

v LDL. Obé tyto hustotni frakce se 1iSi relativ-
ni molekulovou hmotnosti, velikosti atd. To
znamend, Ze pri stanoveni protildtka prich4zi
do styku se stejnymi antigennimi strukturami
v riznych prostorovych moZnostech. Aby ten-
to rozdil byl co moZnd nejmens$i, provadi se
homogenizace nebo delipidace vzorku. Nejstar-
§im je delipidace vzorkii organickymi rozpous-
tédly nebo vysoce uéinnym chaotropnim ¢inid-
lem. Holmquist (12) prokézal, Ze vétSina or-
ganickych rozpoustédel extrahuje jistd mnoz-
stvi riiznych apolipoproteinii, a proto jsou pro
tento G¢el nevhodna. TotéZ plati pro pouZiti
chaotropnich ¢inidel. Mnohem vhodnéjsi je uZi-
ti slabsich detergentli, které nerusi imunoche-
mickou reakci a jejichZ G¢inek na vytvareni
homogenni populace antigeni je vyrazny, napf.
Tween 20. V§borné se uplatnil pfedevsim u ne-
felometrie a turbidimetrie. Oblibené je pouZiti
také polychlorpolyfluorovanych uhlovodiki, je-
jichZ vliv na bilkoviny séra je minimdlni a
s nimiZ se dobfe zachdazi (13). Dosud Casto po-
uZivané a s dobrym vysledkem je srédZeni VLDL
a LDL pfi stanoveni Apo A-I pomoci Kkyseliny
fosfowolframové v piitomnosti hofec¢natych
iontd.

Problémem je také stanoveni rozmezi hod-
not pro zdravou populaci. Literatura je v tomto
ohledu velice nejednotnd, publikované udaje
se li§i aZ témér dvakrat. Proto pro zvolenou
metodiku a standardni materidl je nutno vy-
pracovat vlastni normy. PPesto v tabulce 2
uvddime koncentrace apolipoproteint A-I, A-II
a B, které mohou byt povaZovany za normadlni
pro zdravou dospé&lou populaci.

Z nékterych problémi nastinénych v tomto
¢lanku je zfejmé, Ze stanoveni apolipoproteini
je ndroc¢né, ale pii splnéni urcitych zdkladnich
predpokladli dostaneme vysledky, jejichZ Kkli-
nickd aplikace je nejen moderni, ale i velice
prinosna.



VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY ROCNIK LV, 1986, &. 1

24
Tab. 2
Koncentrace majoritnich apolipoproteinit pro zdravou dospélou
populaci
Stfedni hodnota Smérodatnd
Apolipoprotein rozmezi odchylka
(/D (&M
Apo A-I 1,65 0,17
Apo A-II 0,34 0,06
Apo B 0,9 0,2
Souhrn

V ¢lanku autofi strué¢né shrnuji nékteré za-

kladni moZnosti stanoveni apolipoproteind rtiz-

nymi technikami. Zabyvaji se otdzkou delipida-

ce a homogenizace méreného vzorku. Jsou uve-

deny koncentrace Apo A-I, A-II a B pro zdra-

vou dospélou populaci.
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