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ReSeni se tyké zplisobu stenoveni skti-
vity enzymu: lecitin cholesterol acyltrans-

ferdzy.

Filtradni papir s vyhodou tvaru disku
o priméru 6 aZ 9 mm se napustf{ ddvkou
2 aZ 8 ml roztoku rediosktivniho choleste-
rolu o koncentraci 0,1 aZ 2 mmol/ml
a radiosktivit¥ 0,36 8% 3,6 MBg/ml. Vy-

sufeny filtradni papir se vdo#

do tmavd

zbarvenych zkumavek, do kterych se napi-
petuje 150 a% 300 ml zkouBens t¥lni
tekutiny obsahujic{ lipoproteiny napiiklead
krevni plasmy, krevnihco sera, lymfy nebo

folikuldrni tekutin

pPi teplot& 2 aZ &

Nechd se v chladu

C po dobu 12 a% 24 hodin

hodin a poté se vyjme filtradni papir a
p g pap

odebere se 20 8%

0 ul takto oznadené t&lni

tekutiny k extrekci a chromatografické
a radiometrické analyse podilu volného
a exterifikovaného cholesterslu pied

a po inkubaci.

K roztoku radiosktivniho cholesterolu,
kterym se napust{ filtraini pepir, lze
pfidat antioxidant. Vyndlez lze vyuZit pro
diagnostiku poruch lipidnfho metabolismu.
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Vynélez se tykéd zplsobu stanoveni aktivity lecitincholesterolacyltrensferdzy.

Lecitincholesterolacyltransferdza, déle jen LCATX je enzym lipidniho metsbolismu,
ktery zprosttedkuje v krevni plasm& i jinjch t&nich tekutindch esterifikaci volnéhe
cholesterolu pienosem vy33{ mastné kyseliny z lecitinu za vzniku cholesteryl esterd
a lysolecitind viz Glomset J. A., Biochim. Biophys. Acta 1962, 65, 128-135, Aktivita
LCAT je m&F{tkem rychlosti pPenosu cholesterolu mezi krevni plasmou a tkén¥mi v orgsnismu
a podle nejnovéjsich vyzkumi je dynemickym indikétorem poruch lipidniho metabolismu
zejména u pacientd ohroZenych kardiovaskuldrnim onemocnénim viz Dobidsovd M., 1983,
Advences in Lipid Research, Vol. 20, Academic Press, New York.

A% dosud jsou viak metody stanoveni aktivity LCAT nejednotné; mezi riznymi lsbore-
to¥emi #patnd srovnatelné a pro svoji nékladnost a pracnost jen omezend vyuZitelné
v Klinické praxi. ' ‘

Existuji t¥i typy metod na stanoveni aktivity LCAT. Prvni z nich je zaloZena na
m&ren{ aktivity LCAT jednotlivého vzorku na jednotném substrdtu, ktery se pfipravuje
tepelrou inaktivaci krevni plasmy nebo sera (které se spojujl z vice dédrct) s nésledujicim
mﬁmmrwmwﬁmmVMWmmd%wmhmkwﬁsememmeWithMMsua
popripadd plasmy priddvéd v emulsi s albuminem, Takto pfipraveny tzv. spoledny substrdt se
smis{ s enzymsticky aktivnim vzorkem, inkubuje a po chromatografickém rozdgleni a zm&feni
redioaktivity se stanovi podil esterifikovaného cholesterolu, ktery je produktem
reskce viz Glomset J. A. & Wright J. L., 1964, Biochim., Biophys. Acta, 89, 266-276,
Nedostatkem této metody je nehomogenni rozd&leni radioasktivniho cholesterolu v tepelné
inaktivovaném &dste¥nd denaturoveném substrdtu, ryshle klessjici stabilite takto
pfipravenéhg substrédtu a zdvislosti kvality substrdtu na individudlnich dércich.
WModifikaci tohoto typu metody Jje pfiprava spoleiného radioaktivnfho substrétu z apopro-
teinu AI, liposomi radiosktivniho cholesterolu s lecitinem a slbuminu viz Pownall H. J.,
Van Winkle W. B., Pao Q., Rohde M. a Gottg‘A. M. Jr. 1982, Biochim. Biophys. Acte 713,
494-503, Tento umdly substrdt je nedmdrn¥ ndkladny, dostupny Jen laboratofim, které
pPipravuji apoprotein Al a krom& toho 1 p¥i nizkych teplotdéch, -20 %C klesé jeho stabilita.

Dald1 typ metod dle Stokke K. T. a Norum K. R., 1971, Scand. J. clin. Leb. Invest.
27, 21-27 je zsloZen na stanoveni aktivity LCAT v plasmé nebo seru, které slouii soudasng
jako substrét. Pri této metod¥ se dolasnd inhibuje LCAT 5, 5-dithiobis-2-nitrobenzoovou
kyselinou, pak se plasma oznafi radioaktivnim cholesterolem eplikovanym v emulsi
s @lbuminem. Po uréité dob¥ inkubace ze tepla se enzym reaktivuje pfidénim merkeptoetanolu
a po reaktivaci se serum op&t inkubuje p¥i 37 °C & potom b&#nym zpisobem stanovi podil
nové vzniklého cholesteryl esteru. Nevyhodou této metody Je, %e vedle problematického
zavddsén{ radiosktivntho cholesterolu v emulsi se pFidévd jedtd chemicky inhibitor a l
reektivétor, které mohou byt zdrojem chyb, tak i rozdild v ektivit¥ LCAT mezi nativnim
a chemicky ovlivn¥nym systémed.

Tretim typem metod je stanoveni ubytku volného cholesterolu v plasm& po inkubaci
nativni plasmy nebo sera bud plynovou chromatogrefif viz Marcel Y. a Vezinovéd C. 1973,
Biochim. Biophys. Acta 306, 497-504 nebo nezymatickym stanovenim koncentrece volného
cholesterolu viz Jagasaki T. a Akenuma Y., 1977, Clin, Chim. Acta 75, 371-375;

Dieplinger H. a Kostner C., 1980, Clin. Chim, Actas 106, 319-324. Oba tyto zpisoby stenoveni
dbytku volného cholesterolu, ktery v LCAT reekei &ini pouze 1 a2 4 %, v &asovém useku,

kdy reskce probfhé linedrn&, Jjsou Jjeko vSechna nep*imé m&Feni, zatiZeny vysokou metodickou
chybou.
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Predm&tem vynélezu je zplsob stanoveni aktivity enzymu lecitincholesterolacyltrans-
ferézy, jehoZ podstatou je, Ze filtrad¥ni pepir s vyhodou tvaru disku o priméru 6 aZ 9 mm
se napusti ddvkou 2 e% 8 ml, roztoku radiosktivniho cholesterolu o koncentraci 0,1 aZ
Zlnmol/ml a radiosktivitg 0,36 a% 3,6 MBq/ml, na&ef po vysudeni se filtra&ni pspir vloii
do tmavd zbarvenych zkumavek s rovnym dnem o obsahu 2 aZ 5 ml a do t&chto zkumavek se
napipetuje 150 a% 300 ml t¥lni tekutiny obsahujici lipoproteiny s vyhodou krevni plasmy,
krevniho sera, lymfy, folikulérni tekutiny:a neché se v chladu p¥i teplotd 2 aZ 8 °¢
po idobu 12 af 24 hodin a poté se vyjme filtra&ni pepir a odebere se 20 aZ 50 mul takto
oznadené t&ni tekutiny k extrakei a chromatografické a radiometrické enslyse podilu
volného a esterifikovaného cholesterolu p¥ed a po inkubaci.

Zpisobem dle vynélezu se dosédhne homogenniho zne¥eni lipoproteind subsirdétu nep¥.
krevni plasmy, sera a jinjych tekutin, obsshujfcich lipoproteiny, radicektivnim cholesterclem
zna&enym radionuklidy 140 nebo 3H za chladu. Znafeni se provdd{ interakel jemn&
dispergoveného radioaktivniho cholesterolu na filtra&nim papiru, p¥ipadn& stabilizovaného
meso-2,3-bis (3,4-dihydroxy benzyl)-butanem, s tekutinemi obsehujicimi lipoproteiny po dobu
12 a%¥ 24 hod p¥i teplotdch nepfevySujicich 8 oc,

Vyhodou uvedeného zpisobu znadeni substrétu je, Ze je vylouden negativni vliv chemic-
kych 14tek a denaturace teplem na reaktivitu substrétu. Ve srovnéni s metodemi m&Feni
ibytku volného cholesterolu jJe timto zpisobem zaji3téna vysokd citlivost a reprodukova~
telnost stanoveni. Hodnota koreladniho koeficientu pro paralelni m&Feni 62 vzorki LCAT
aktivitd je r = 0,973, Daldfi vyhodou je ekonomické \uspora p¥i niZ81 spotiebd radioaktivni
sloudeniny, kterd je asi 5 a% 10x ni%3f, Zasové uspora pPi stanovenich a moZnost okamZi-
tého pouZiti pro stanoveni LCAT aktivity jednotlivych vzorkd i celych serii,

Metoda miteni gktivity LCAT uvedenym zplisobem je rychld, vysoce citlivi,
reprodukovatelnd a vzhledem k stendardnosti p¥ipravy radiosktivniho substrétu srovnatelnd
mezi laboratofemi & pro svoji jednoduchost pouZitelnd k zjistovéni poruch metabolismu
cholesterolu v b&Zné klinické praxi.

Zatrizeni k provedenf zpisobu podle vyndlezu, sestévd z nédoby s vikem a vyjimatelnou
vlo¥kou s otvory, ve kterych jsou uloZeny tmavé zbarvené uzdtkovené zkumavky s rovnym
dnem, Do zkumavek je vloZen digk filtradniho pepiru nespu3tdny radioaktivnim cholesterolem.

Uvedené zatbizeni se d4 s vyhodou pou¥it zejména pro seriové stenoveni, Vyjimatelnd
vloika s otvory, ve kterych jsou uloZeny nepln¥né tmevd zbarvené uzdtkovené zkumavky
s rovnym dnem, se miZe libovoln¥ p¥emistovat p¥i vZech popisovanych operacich stanoveni
enzymu vietn® skladovéni vzorkd v chledu.

Vynélez je moZno vyu?it jednsk v experimentélnich studifich a ddle na klinickych
pracovistich, kterd se zabyvajl disgnostikou poruch lipidniho metabolismu.

P¥r{iklad 1

Na disky filtradniho pepiru pro analytické d&ely, o primdru 7 aZ 9 mm upevn&né hori-
zontélné se nanese presnym ddvkovadem 5 mul roztoku ]40—4—cholesterolu v benzenu
o koncentraci 0,33 mmol/ml a radioasktivitd 0,7 #Bg/ml. Po vysu3eni v proudu dusiku se
pienesou disky na dno tmavych 4 ml sklen&nych zkumavek s rovnym dnem, které se
uzaviou a skladuji v chladnifce pFi 4 OC. Vlastni stanoveni aktivity LCAT se provédi
tek, Ze se do t&chto zkumavek za chlazeni ledem napipetuje 200 ml krevniho sera, které
je ut od odbdru pFechovévéno v chladu. Zkumavky se uzaviou a ponechaji v chladni&ce 20
hodin p#i 4 %C, Po této dobd, kdy dojde k rovnom&rnému znadeni lipoproteind sera radio-
aktivnim cholesterolem, se vyjme pinzetou papirovy disk, odebere se 30ul sera
pro stenoveni aktivity LCAT v &ase 0 a uzaviend zkumavka se zbytkem tekutiny se pie-
nese do Dubnoffova inkubdtoru k inkubaci p¥i 37 °C po dobu 30 min, kdy probihé& reskce
linedrné&.
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Potom se odebere 30 sl vzorek. Vzorky odebirené pied a po inkubaci se okamZité pipe-
tuji do ! ml ethanolu a promichaji na laboratorni michadce. Promichéni se opakuje je3td
2x po 30 min, sediment se centrifuguje p#i 2 aZ 3 000 otdZkdch za min po dobu 5 minut
a sepernatant se prelije do 2istych zkumevek a odpa¥f k suchu proudem vzduchu pfi
teplot¥ kolem 50 °C, Odparek se rozpusti ngkolika kapkami chloroform-metanolu v pom&ru
2:1 a kventitativn&, opakovenym vymytim rozpustidlem, pfenese na silikagelovou desku.
Vyviji se v soustavé hexan-diethyletheroctan ethylnaty v pomdru 50:50:1,5 obj.

RF cholesterylesteru jako produktu LCAT reskce je v tomto uspoféddni rovno 1, RF
volného cholesterolu = 0,31, Po vysuSeni desky se cholesterylestery a cholesterol detektu-
J1i bud eutoradiografii, pri expozici 2 a% 4 dny, s jodovymi paremi, nebo pouze jodovymi
parami, priemZ vystoupi hn¥dé zbarveni cholesterylesteri a velmi sv&tlé zabarveni
volného cholesterolu. Plochy odpovidajici{ cholesterolu a cholesterylesterim se vystifhaj{
a pienesou do lahvi&ek pro kapaln¥ scintiladni m&Feni, P¥idd se po 5 ml scintildtoru
"XPPO-2,5-difenyloxazol 4 g/l, POPOP-1,4-di/2-/5-fenyloxazolyl//-benzen 200 mg/l v toluenu
a ponechéd v temnu pres noc. Vzorky se m&*{ na pfistroji pro beta~ kapelnou scintilaci.

Po zm&feni se vyjadri procento cholesterylesterd), které po pfepoltu na dobu inkubace
dédvéd hodnotu frakéni esterifikae&ni rychlosti v % nod™' a po vyndsobeni koncentraci volného
cholesterolu v plasmd moldrni exterifikadni rychlost vyjéd¥enou jakoJumol.i". hod".

P¥iklad 2

Postupuje se stejnd jako v pFikladu {, ale 8 tim rozdilem, Ze papirové disky se pied
nanddenim radioaktivniho cholesterolu impregnuji ponofenim do ethenolického roztoku
antioxidantu nap¥, meso-2,3bis/3,4dihydroxybenzyl/-butanu o koncentraci 2 fimol/ml a
-rozpustidlo se odpafi. -

Priklad 3

Pro seriové stanoveni se vyjme z néddoby vlioZka se sadou sklen&nych tmav¥& zabarvenych
zkumavek s rovnym dnem, obsehujfei filtradni disky radiosktivniho cholesterolu. VloZka se
umi{sti do nddoby s ledovou vodou a déle se poufije jako universélni stojének pro celou
sadu p#i viech nésledujicich operacich, jak uvedeno v pfedchozich p¥ikladech.

-

PREDMET VYINALEZU

1. Zpisob stanoveni sktivity enzymu lecitincholesterolacyltrensferdzy, vyznaZeny tim!'

" %e filtradni pepir napiffklad tvaru disku o prim&ru 6 a% 9 mm se napusti ddvkou 2 aZ 8. pul !

roztoku radioaktivniho cholesterolu o koncentraci 0,1 af 2 umol/ml a radioakfcivi;é

0,36 a% 3,6 MBq/ml, nadeZ po vysudeni se filtradnl papir vlio%i do tmav& zebarvenych zkume-

vek s rovnym dnem o obsahu 2 aZ 5 ml a do t¥chto zkumavek se nepipetuje 150 aZ 300 ul

t3lnl tekutiny obsahujici lipoproteiny nepfiklad krevnf plasmy, krevniho sera, lymfy, |

folikuldrni tekutiny a nechd se v chladu p#i teplot& 2 a% 8 °C po dobu 12 af 24 hodin '

a poté se vyjme filtradni papir a odebere se 20 a% 50 i1 tekto oznadené t&lni tekutiny

k extrekei a chromatografické a radiometrické analyse podilu volného a esterifikoveného

cholesterolu p¥ed a po inkubaci.

2, Zpisob stanoveni podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze k roztoku radioaktivniho
cholesterolu, kterym se napusti filtrani papir, se p¥idéd entioxident nap¥ikled meso-2,3
bis( 3, 4-dihydroxybenzyl)-butan o koncentraci ! af 10 umol/ml nebo se uvedenym entioxi- .
dantem impregnuje filtra¥ni papir pfed nepustdnim radioaktivnim cholesterolem,

Severografia, n. p., MOST ‘Cena 2,40 Kés



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

