Stanoveni cholesterolu

Teorie: cholesterol je sloucenina lipidové povahy, patii mezi steroidy. Pfitomen je ve vSech
zivocisnych tkanich, v krvi, ve zluci. Je diileZitou soucdsti bunécnych membrdan. Zdrojem je
potrava zivoc¢iSného ptivodu, ale existuje i endogenni syntéza cholesterolu.

V krevni plazmé se vyskytuje volny (cca 30 — 40%) nebo v podobé esterii s mastnymi
kyselinami. Aby mohl byt transportovan k cilovym mistiim v organismu, je nutna jeho vazba
na bilkoviny, které¢ plni funkci nosic¢ti, potom hovotime o lipoproteinech.

Lipoproteiny jsou castice s komplikovanou stavbou, v centru se nachazeji triacylglyceroly a
estery cholesterolu a toto jadro je nepolarni, tedy nerozpustné ve vode. Obal Castice je potom
tvoten fosfolipidy, neesterifikovanym cholesterolem a apoproteiny. Lipoproteiny vznikaji ve
stieve a v jatrech.

Lipoproteiny krevni plasmy tvoii velice heterogenni skupinu, Ize je tfidit podle nékolika
kritérii. Nejcastéji se pouzivd dé¢leni lipoproteidi v analytické centrifuze podle tzv.
hydratované hustoty.

Rozlisuji se tyto frakce:

VLDL (lipoproteiny o velmi nizké hustoté) 0,95 — 1,006 g/ml
LDL (lipoproteiny o nizké hustoté) 1,019 — 1,063 g/ml

HDL (lipoproteiny o vysoké hustoté) 1,063 — 1,210 g/ml

Tzv. ,,dobry a Spatny cholesterol:

LDL cholesterol: lipoproteinové Castice tohoto typu transportuji cholesterol do tkani, obsahuyji
prevazné aterogenni (aterosklerdzu podporujici) typ cholesterolu.

HDL cholesterol: tyto lipoproteinové Castice obsahuji méné cholesterolu a vice bilkovin,
transportuji pfebytecny cholesterol z tkani zpét do jater, odkud je vylu¢ovan do zluce. Toto je
tedy ptiznivé pusobici cholesterol.

Norma pro celkovy cholesterol: 3,87 — 5,2 mmol/l
Norma pro HDL: 1,25 — 2,59 mmol/l

Pro posouzeni rizika ateroskler6zy je nutné komplexni vySetfeni celého lipidového profilu
krevni plasmy, véetné posouzeni rodinné zatéze, zivotospravy, stravovacich navykua apod.

Jako hruby orienta¢ni znak mutze slouzit tzv.
aterogenni index: Celkovy cholesterol / HDL

U trénovanych osob: 3,5
Standardni riziko 5,0
Vyrazné¢ vyssi riziko vzniku aterosklerézy: 20

Postup stanoveni celkového cholesterolu a HDL cholesterolu:
Stanoveni se provadi se pomoci komeréné doddvaného setu vyrobce Pliva Lachema.



Chemicky princip stanoveni: enzymatické stanoveni cholesterolu pomoci cholesteroloxidazy
a oxidacni kopulaci 4-aminoantipyrinu a fenolu peroxidem vodiku, katalyzované peroxidasou.
Vlastni stanoveni se provadi spektrofotometricky.

Pracovni roztok obsahujici reakéni slozky je jiz pfipraven

Plasmu pro stanoveni ziskame odbérem kapilarni krve z prstu do 4 ks hematokritovych
kapilar, které jsou uz od vyrobce zevnitt potazeny heparinem. Konce kapilarek zatavime a
kapilarky centrifugujeme jako pifi stanoveni hematokritu. Poté velmi jemnou kapilarkou
stdhneme plasmu ze vSech kapilar od jednoho darce do Eppendorfovy zkumavky. Z tohoto
mnozstvi plasmy budeme pouzivat:

25 pl pro stanoveni HDL cholesterolu

2 x 10 wl pro stanoveni celkového cholesterolu, stanovi se dva paralelni vzorky, pokud neni
plasmy dostatek, potom pouze jeden vzorek.

Stanoveni celkového cholesterolu: do oznacenych zkumavek pipetujeme:

Blank: 10 ul dest. vody + 1 ml pracovniho roztoku
Vzorek 2 paralelky: 10 ul plasmy + 1 ml pracovniho roztoku
Standard: 10 ul standardu (od vyrobce) + 1 ml pracovniho roztoku

Obsah zkumavek protfepeme a inkubujeme pii 37°C, inkubacni smés nutno chranit pred
pifimym svétlem Do 10 minut po skonceni inkubace zméfime absorbanci vzorku a standardu
oproti blanku pii 480 nm.

Vypocet: celkovy cholesterol (mmol/l) = 5,17 . A vzorku / A standardu

Stanoveni HDL cholesterolu:

Nejprve je nutno vysrazet v plazmé chylomikrony, VLDL a LDL lipoproteiny.

Postup pfi sraZeni:

Do Eppendorf, zkumavek napipetujeme 25 ul plazmy a 50 pl srazeciho roztoku. Promichame
a po 10 minutové inkubaci pfi pokojové teploté centrifugujeme 2 minuty pii 3 000 ot. Pro
stanoveni HDL pouzijeme supernatant.

Do oznacenych zkumavek pipetujeme:

Blank: 50 ul dest. vody + 1 ml pracovniho roztoku

Vzorek: 50 ul supernatantu + 1 ml pracovniho roztoku

Standard: 5 ul standardu + 45 ul dest. vody + 1 ml pracovniho roztok
(standard je stejny jako v pripad¢ celkového cholesterolu)

Obsah zkumavek protfepeme a inkubujeme pii 37°C, inkubacni smés nutno chranit pred
pfimym svétlem Do 10 minut po skonceni inkubace zméfime absorbanci vzorku a standardu

oproti blanku pii 480 nm.

Vypocet: HDL cholesterol (mmol/l) = 1,537 . A vzorku /A standardu






