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Apolipoproteiny A tvoří hlavní bílkovinnou
Složku plazmatických lipoproteinů o vysoké
hustotě [HDL], kterým se přisuzuje ochranný
vliv nä cévy, proti ateroskleróze. Apolipopro-
tain Az-I je Schopen zachycovat přebytečný
cholesterol např. Z pěnových buněk v atero-
Sklerotickém ložisku a přenášet jej ve třídě
HDL do jater. Vedle toho apolipoprotein A—I
[Apo A-I] aktivuje enzym lecitin-cholesterol:
acyltransferázu [LCAT], který je nezbytný pro
esterifikaci plazmatického cholesterolu. V roce
1983 na klinice Mayo v USA [1] u nemocných
S pozitivním koronarografickým nálezem na-
lezli Maciejko a spol. Snížen-ou koncentraci
Apo A-I v Séru [p<0,001]. Plazmatická kon-
centrace HDL-cholesterolu byla Ve významnos-
ti až na druhém místě; přitom však je třeba
brát v úvahu, že jeho pokles může snadno
ovlivnit celá řada nespecifických faktorů, pro-
ti kterým je Apo A-I podstatně odolnější [lé-
ky, virosìs, akutní zátěž atd.]. .

Obě hlavní izoformy apolipoproteinu B [Apo
B] —— Apo B 48, tzv. Střevní, a Apo B 100, tzv.
jaterní —- jsou obsaženy ve více lipoproteino-
vých třídách v chylomikronech, v lipoprotei-
nech o velmi nízkéı hustotě [VLDL], v lipopro-
teinech o nízké hustotě (LDL), ale i v Lp [a],
které přiL zvýšené koncentraci mohou působit
aterogenně.

je proto Snahou klinických biochemiků ur-
čit s vysokou pravděpodobností riziko ohrože-

* Z příspěvku na IX. celostátní konferenci s mezinár-od-
zní účastí „Klinická a biochemická genetika hyperlipo-
proteinémií“.

ní aterosklerotickým procesem, nebo určovat
takové biochemické markery metabolismu lipi-
dů a lipoproteinů, které již přítomné atero-
Sklerotické ložisko odhalí [2]. Smyslem tohoto
Sdělení je tedy podat Stručný přehled možnos-
ti Stanovování hlavních [majoritních] apolipo-
proteinů A-I, A—II a B, vyčlenit metodiky vhod-
né i pro menší laboratoře a na druhé Straně
upazorn’t na metody, které je možno aplikovat
i na Složitější techniku, jako jsou např. auto-
matické analyzátory na větších OKB.

Ze starších metodik, které se dnes objevují
již jen ojediněle, které Však měly základní Vý-
znam pro Vypracování dalších technik, je pro
úplnost Vhodné připomenout neimunologické
metody ultracentrifugační flotace [3], ultra-
centrifugace v hustotním gradientu a Selektiv-
ní precipitace různými činidly. Z hlediska sta-
novení apolipoproteinů Se dnes částečně použí-
vají jen metody selektivní precipitace, které
Však v Současné době prožívají určitou rene-
sanci [14].

Převažujícími jsou dnes metodiky imunoche-
mické, což logicky vyplývá z toho, že apolipo-
proteiny jsou bílkovinné povahy. Z metod, kte-
ré se dnes široce využívají: jednoduchá radiál-
ní imunodifúze, elektroimunostanovení, imuno-
nefelometrie, imunoturbidimetrie, enzymoimu-
nostanovení a radioimunostanovení. Některé
základní charakteristiky těchto metodik jsou
uvedeny V tabulce 1.

Radiální jednoduchá imunodifúze [4] je
Svým provedením nejjednodušší. je velmi vhod-
ná i pro nejskromnější podmínky. Lze ji Využít



ROČNÍK LV, 1986, Č. 1 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 23

`-7Tab.]

Srovnání některých základních charakteristik iniunochèmických
- metodik

Automa-
tizovatel-

nost

Přesnost
(%)

Casové
nároky

CitlivostdMeto a (mg/1)

Jednoduchá
radiální
imunodifú-
ze

10 1—3 dny 10-50 NE v

Elektroımu- 1,0
nostanovení 6-36 h 10 NE

Imunonefe-
lometrie 0’1—0’2 l min-2 h ANO

Imunotur-

Enzymo-
imunosta-
novení

Radio-
imunosta-
novení

0,05-0,1 12 h-3 dny 5-10 ANO

0,01 3 h——5 dní 5—10 ANO

především pro Stanovení apolipoproteinů v tří-
dě HDL [především Apo A-I a Apo A-II], méně
vhodná je pro Stanovení apolipoproteinů ve
třídě LDL a VLDL [Apo B]. Nevýhodou je dél-
ka provedenívlastního Stanovení, možné zkres-
lení výsledků v důsledku agregace bílkovin
rozdílné velikosti lipoproteinojvých molekul,
Skutečnost, že Se metoda nedá automatizovat.

Elektroimunostanovení [dle Laurella „raket-
ková technika“] je velmi výhodná metoda [5].
je realizovatelná i ve Skromných laboratorních
podmínkách. Neuplatňuje Se Zde vliv agregace
a rozdílná velikost molekul, dá Se Současně
provádět stanovení Apo A-I i Apo B. jistou ne-
výhodou jsou malé Série Stanovení, protože
každou agarózovou vrstvu je nutno kalibrovat
Samostatně.

Metody využívající zákal tvořený komple-
xem antigen-protilátka V_ kapalném prostře-
dí — imunonefelometrie a imunoturbidimet-
rie -, se Staly v posledních letech _převažujícími
metodami pro stan'ovení plazmatických apoli?ı
poproteinů [6, 7]. Velikou předností těchto me-
todik je rychlost, automatizovatelnost a citli-
vost, čímž Splňují základní požadavky na mo-
derní kvantitativní technologii. V případě'tur-
bidimetrie Se dají využívat dnes již dosti raz—-
V’Vsırené automatické analyzátory. Podle našich
Zkušenosti Se komerční antiséra proti apolipp-
proteinům dají použít např. v Systému anal'y-
zátorů Multistat III [kinetická turbidimetrie].
Pro nefelometrii jsou používány přístroje do-
vážené výhradně Z devizové oblasti (např. PDQ
Hyland].

Pokud jde O užití enzymoimunostanovení
[EIA] [8] a radioimunostanovení [RIA] [9]
v podstatě není důvodu pro zařazení těchto
metodik se zesilovacím prvkem, protože v pří-
padě Apo A-I a Apo B jsou koncentrace řádu

g/l, resp. 0,1 g/l, což jsou hodnoty nevyžadující
použití takto citlivých metod. Navíc RIA je pří-
Strojově i režimově 'velmi náročná. V případě
EIA Se však dá předpokládat, že se v budouc-
nu přesto její používání rozšíří. Bude to dáno
především tím, že EIA Se dá plně automatizo-
vat, je dosti rychlá a v zásadě nenáročná.
U EIA Se zatím užívá buď Označení peroxidá-
zou, nebo alkalickou fosfatázou S použitím
Sendvičové techniky. U RIA Se používá přede-
vším metoda dvojí protilátky, nebo kompetice
antigenů.

V literatuře Se dá najít řada prací, které
srovnávají možnosti těchto technik navzájem.
Výsledky se však Od sebe dosti liší. Obecně Se
dá říci, že dobře Srovnatelné jsou nefelometrie
a turbidimetrie S elektroimunostanovením [10].
Naopak poměrně málo koreluje RIA s jednodu-
chou radiální imunodifliúzí [11].

Důležitou _fází Stanovení apolipoproteinů je
také pr'oblém homogenizace různých lipopro-
teinových tříd při měření daného apolipopro-
teinu. Např. Apo B Se nachází jak ve VLDL, tak
v LDL. Obě tyto hustotní frakce Se liší relativ-
ní molekulovou hmotností, velikostí atd. To
znamená, že při Stanovení protilátka přichází
do Styku se stejnými antigenními strukturami
v různých prostorových možnostech. Aby ten-
to rozdíl byl co možná nejmenší, provádí Se
homogenizace nebo delipidace vzorku. Nejstar-
ším je delipidace vzorků Organickými rozpouš-
tědly nebo Vysoce účinným chaotropním činid-
lem. Holmquist [12] prokázal, že většina Or-
ganických roz'pouštědelextrahuje jistá množ-
ství různých apolipoproteinů, a proto jsou pro
tento účel nevhodná. Totéž platí pro použití
chaotropıních činidel. Mnohem vhodnější je uži-
tí Slabších detergentů, které neruší imunOche-
mickou reakci a jejichž účinek na vytváření
homogenní populace antigenů je Výrazný, např.
Tween 20. Výborně Se uplatnil především u ne-
ielometrie a turbidimetrie. Oblíbené je použití
také polychlórpolyfluorovaných uhlovodíků, je-
jichž vliv na bílkoviny séra je minimální a
S nimiž Se dobře Zachází [13]. Dosud často po-
užívané a S dobrým výsledkem je Srážení VLDL
a LDL při Stanovení Apo A-I pomocí kyseliny
íOSwOlframové v přítomnosti hořečnatých
iontů.

.Problémem je také stanovení rozmezí hod-
not prflo zdravou populaci. Literatura je v tomto
ohledu velice nejednotná, publikované údaje
Se liší až téměř dvakrát. Proto pro zvolenou
metodiku a Standardní materiál je nutno vy—
pracovat vlastní normy. Přesto v tabulce 2
uvádíme koncentrace apolipoproteinů A-I, A-II
a B, které mohou být považovány za normální
pro Zdravou dospělou populaci.

Z některých problémů nastíněných v tomto
článku je zřejmé, že Stanovení apolipoproteinů
je náročné, ale při Splnění určitých Základních
předpokladů dostaneme výsledky, jejichž kli-
nická aplikace je nejen moderní, ale i velice
přínosná. * -
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