Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémia Intézet
Orvosi Biokémia és Molekularis Bioldgia gyakorlati jegyzet: Szérum koleszterin és triglicerid meghatarozas

SZERUM KOLESZTERIN ES TRIGLICERID MEGHATAROZAS

A koleszterin, a koleszterin észterek, triacilglicerolok vizben oldhatatlan vegylletek. E lipidek a majbdl torténd
szintézist, és/vagy taplalék abszorpciét kdvetdéen a tarolo, felhasznald szdvetek iranyaba keriilnek elszallitasra.
Metabolizmusuk soran keletkezd termékeik tovabbitasa mas szdvetek felé fontos része a lipid transzportnak. A
lipid transzport soran apolipoproteinekkel - specialis carrier fehérjékkel - plazma lipoproteineket képeznek. A
lipoproteinek keletkezése, felhasznalasa soran fellépd zavarok kulonféle hipo-, illetve hiperlipoproteinémiakat
okozhatnak. Ha a szintetizalt és a taplalékkal felvett koleszterin mennyisége meghaladja a biomembranok
képzéséhez, epesavak, szteroid hormonok szintéziséhez sziikséges mennyiséget, a véredényekben a koleszterin
patologias akkumulacioja - ateroszklerotikus plakk - alakul ki. A megfigyelések szerint a vér 6sszkoleszterin szintje
és a késbbbiekben kialakulé coronaria elégtelenségen alapuld megbetegedések valdszinlisége kdzott egyenes
aranyu o6sszefliggés van. Az 6sszkoleszterin szint kb. 75 %-at képez6 LDL-koleszterin szint és az ischemias
szivmegbetegedések gyakorisaga kozott is egyenes aranyu a kapcsolat. Az dsszkoleszterin szint mintegy 25 %-at
képez6é HDL-koleszterin koncentracié forditottan aranyos a késébbiekben kialakuld ischémias megbetegedések
el6fordulasi valdszinlségével.

Koérosan magas vértrigicerid szint mérheté koszoruér-betegségben szenved6k egy részénél. Az eurdpai
szakirodalom, ajanlasok kockazati tényezéként emlitik az emelkedett vértriglicerid szintet, ugyanakkor az Amerikai
Egyesiilt Allamokban végzett vizsgalatokbdl levont kdvetkeztetések elvetik a vértriglicerid szint kockazati

tényezbként valé figyelembevételét.

A szivmegbetegedések kialakulasanak esélye
kicsi emelkedett nagy
Osszkoleszterin <220 220-260 >260
Triglicerid <150 150-200 >200
LDL-koleszterin <150 150-190 >190
HDL-koleszterin f>55 35- 55 <35
HDL-koleszterin n > 65 45- 65 <45

dimenzio: [mg/dl], n=nék, f=férfiak

A gyakorlat menete

A gyakorlat soran normal és beteg szérum dsszkoleszterin, HDL-koleszterin, illetve triglicerid tartalmat hatarozzuk
meg. A veszélyeztetett csoportok mind szélesebb kérben megvaldsulé rutin szlrévizsgalatat az a megfigyelés tette
lehetévé, miszerint polianionok, illetve szulfatalt polianionok és kétértéki kationok jelenlétében a VLDL és LDL
frakciok csapadékot képeznek, centrifugalds utdn a feliluszoban maradé HDL-koleszterin tartalom

meghatarozhato.
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A HDL FRAKCIO ELVALASZTASA

A gyakorlaton a foszfowolframsav-MgCl, jelenlétében végzett kicsapasi médszert alkalmazzuk. A VLDL-LDL
frakciok csapadékat centrifugalassal eltavolitjuk, és a fellluszéban a HDL-koleszterin meghatarozasanal leirtaknak

megfeleléen mérjuk meg a HDL-koleszterin mennyiségét.

Reagensek:

1.) 2 M MgCl; oldat
2.) Kicsapé reagens: 32 g/l foszfowolframsav és 0,4 mmol/l MgCl, 4:1 aranyu elegye

3.) Normadl, illetve beteg plazma, vagy szérum

Az elvalasztas kivitelezése:

500 pl normal, illetve beteg plazma

50 ul kicsap6 reagens

A mintakat Vortex tipusu kever8kkel alaposan kevertetjik, majd 15 percig 5000 fordulat/perc centrifugaljuk. A
feliluszét pipettaval dvatosan eltavolitiuk és ebbdl koleszterin meghatarozast végzink. (A felliluszonak a

centrifugalast kdvetden attetszének kell lennie).

SZERUMKOLESZTERIN MEGHATAROZASA

1. A meghatéarozas elve

A meghatarozas elsd Iépéseként a koleszterinészterek hidrolizisét hajtjuk végre enzimatikus uton (koleszterin
észteraz). Bakteridlis koleszterin oxidaz hatasara koleszt-4-en-3-on és H,0, keletkezik. Peroxidaz enzim hatasara
a hidrogén-peroxid fenollal és amino-4-antipirinnel vords szinl komplexet képez, mely 500-550 nm-en

fotometralhato.

koleszterin-észteraz
koleszterin-észter > koleszterin + zsirsav

koleszterin-oxidaz
koleszterin > koleszt-4-en-3-on + H,0,

peroxidaz
H,O, + fenol + amino-4-antipirin > kinonimin + 2 H,O
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2. Szérum Osszkoleszterin meghatarozas

Reagensek:
1. Reagens: 50 mmol/l PIPES puffer pH 6,9; 24 mmol/l fenol
2. Reagens: 250 U/l koleszterin észteraz, 250 U/l koleszterin oxidaz, 1000 U/l peroxidaz, 0,5 mmol/l amino-4-
antipirin, 2,5 mmol/l NaCl
3. Reagens: 5,17 mmol/l (200 mg/dl ) 6sszkoleszterin standard

Vizsgalati minta: szérum, vagy heparinos plazma

A vizsgalat kivitelezése:

Oldatok 1 2 3 4
Reagens keverék 1 ml 1 ml 1ml 1ml
Osszkol. standard - 20 ul - -
Minta normal - - 20 ul -
Minta beteg - - - 20 ul
Deszt. viz 20 ul - - -

A csovek tartalmat keverjik 6ssze, majd 5 percig 37°C-os vizfiirdében inkubaljuk. Az extinkcio értéket (A) 1 cm-es

kivettdban 500 nm-en a reagens kontrollal (1. cs&) szemben olvassuk le.

Szamitas: Aninta ! Astandara ¥ N
mmol/l: n=>517
mg/dl: n =200

3. A HDL-koleszterin meghatarozasa:

Reagensek:

1. Reagens: 50 mmol/l PIPES puffer pH 6,9, 24 mmol/l fenol

2. Reagens: 250 U/l koleszterin észteraz, 250 U/l koleszterin oxidaz 1000 U/l peroxidaz, 0,5 mmol/l
amino-4-antipirin, 2,5 mmol/l NaCl

3. Reagens: 1,3 mmol/l (50 mg/dl ) HDL-koleszterin standard

Vizsgalati minta: a kicsap6 reagenssel kezelt szérum, vagy heparinos plazma
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A vizsgalat kivitelezése:

Oldatok 1 2 3 4
Reagens keverék 1ml 1ml 1ml 1 ml
HDL-kol. standard - 50 ul - -
Minta normal - - 50 pl -
Minta beteg - - - 50 pl
Deszt. viz 50 ul - - -

A csovek tartalmat keverjik 6ssze, majd 5 percig 37°C-os vizflirdében inkubaljuk. Az extinkcio értéket (A) 1 cm-es

kivettaban 500 nm-en a reagens kontrollal szemben olvassuk le.

Szamitas: Aninta ! Astandarg * N
mmol/l: n=1,3
mg/dl: n =250

Szorozzuk meg a kiszamitott értéket 1,1-el a kicsap6 reagens higité hatasa miatt.

A SZERUM TRIGLICERID MEGHATAROZASA

1. A meghatarozas elve:

lipoprotein-lipaz

trigliceridek + H,O > glicerin + zsirsavak

glicerinkinaz
glicerin + ATP >

Mg®*

glicerin-3-foszfat + ADP

glicerin-3-foszfat-oxidaz

glicerin-3-foszfat + O, > H,0, + dihidroxi-aceton-foszfat

peroxidaz
H,O, + 4-amino-antipirin + ESPAS >

voros kinon-szarmazék + 4 H,O

ESPAS: N-etil-N-szulfopropil-m-anizidin
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Reagensek:

1. Reagens: 50 mmol/l PIPES puffer pH 7,5, 1 mmol/l N-etil-N-szulfopropil-m-anizidin

2. Reagens: 1100 U/l lipoprotein lipaz, 800 U/l glicerinkindz, 3000 U/l glicerin-3-foszfat oxidaz, 350 U/
peroxidaz, 0,7 mmol/l 4-aminé-antipirin, 0,3 mmol/l ATP

3. Reagens: 2,28 mmol/l glicerin standard (triolein ekvivalens), 200,0 mg/dl

Vizsgalati minta: szérum, vagy heparinos plazma

2.A vizsgalat kivitelezése:

Oldatok 1 2 3 4
Reagens keverék 1ml 1ml 1ml 1 ml
Standard - 20 ul - -
Minta normal - - 20 ul -
Minta beteg - - - 20 ul
Deszt. viz 20 ul - - -

A csbvek tartalmat keverjik 6ssze, majd 5 percig 37°C-os vizflirdében inkubaljuk. Az extinkcio értéket (A) 1 cm-es

kivettaban 545 nm-en a reagens kontrollal szemben olvassuk le.

Szamitas: Aminta/ Astandard *n

mmol/l: n=2,28
mg/dl: n =200
gll: n=2

Linearitas: 11,4 mmol/l értékig a fényelnyelés egyenesen aranyos a koncentracioval.

Az LDL-koleszterin koncentracié kiszamitasa

Az 6ssz- és HDL-koleszterin, valamint a triglicerid meghatarozas adatainak felhasznalasaval a szintén fontos LDL-

koleszterin is meghatarozhat6 a kdvetkezd dsszefiiggés segitségével:

LDL-koleszterin = dsszkoleszterin - (HDL-koleszterin + triglicerid/5)

A fenti képlet 400 mg/dl-rel egyenld vagy magasabb triglicerid érték, illetve I. és lll. tipusu hiperlipoproteinémia
esetén nem alkalmazhat6. Szérum koleszterin, triglicerid és lipoprotein koncentraci6 méréséhez vérvételre a
pacienst reggel, éhgyomorral kell berendelni, mivel ezek szintje az étkezés idejétél fliggben allanddan valtozik.
Szamos tényezd nehézkessé teszi a szérum koleszterin és triglicerid normal szint definialasat. A szérum
koleszterin és triglicerid szint n6é az életkorral is.
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Az arterioszklerozis, plakkok stb. kialakuldsa szorosan kétddik e témakérhdz, terjedelme azonban tulmutat a

gyakorlati jegyzet keretein.

Kérdések

1. Magyarazza meg a 'beteg' szérumban mért triglicerid, 6ssz-, HDL-, illetve LDL - koleszterin értékeinek

lehetséges okait?

2. Ismertesse, hogyan csdkkenthetd a plazma lipidszintje hiperlipidémiadban?
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