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STANOVENI IZOENZYMU LAKTATDEHYDROGENAZY NA ACETYLCELULOZE

M. TICHY, Z. ZADAK

Vojensky lékarsky vyzkumny a doSkolovaci Gstav J. E. Purkyné&, Hradec Krélové

Izoenzymy laktdtdehydrogendzy (ddle LI'H)
miZeme stanovit rznymi zpiisoby. Metodami
elektroforetickymi a chromatografickymi lze
rozlisit pét izoenzymi LDH. Jednotlivé izoenzy-
my jsou chrakteristické pro organy, ve kterych
jsou obsaZeny (tab. 1). NejCastéji pouZivanou
metodou pro rozdéleni izoenzyma LDH je elek-
troforéza na agaru nebo na papife (1). V po-
slednich letech je €asto k tomuto tcelu vy-
uZivdna i elektroforéza na acetylceluldze (2,
3). Jedna z metodik stanoveni izoenzyma LDH
na acetylceluléze (4), upravend pro naSe pod-
minky, je obsahem tohoto sdé&leni.

Metodika

PouZivdme pruhy acetylceluldzy firmy Che-
metron (Miléno, Italie), zvané Cellogel. Pruhy
jsou dodavany v bali¢cich po 10 kusech v pro-
stfedi 40% methanolu. Vyrab&ji se v rfiznych
velikostech. Mdme k dispozici rozmér 436
cm. Penetrabilni strana pruhii je oznacena

ustfiZenym rohem vlevo na vzdalené&jSim kon-

Tab. 1: Obsah izoenzymii LDH v tkdnich lidského téla
podle Wilkinsona (Wilkinson, |. H.: Isoenzymes. E. and
F. N. Spon., London, 1965).

ISOENZYMY LAKTAT - DEHYDROGENAZY

LDM, -MYOKARD ~ERYTROCYTY - LEDVINY - ze svaid M SOLEUS

LDHy ~MYOKARD - ERYTROCYTY ~LEDVINY

LOHy _-__NADLEWINKY LEDVINY ~LELKOCY TY

LM -LEDVINY - SLEZINA -BRZLIK

LDHs - JATRA -KOSTERN SVALY (vyjma M. SOLEUS

TZOENZYMY LDH

LOH, = 378 %
LOH, = 305 %
LOH, =182 %
LDH, = 73 %
LOH, = 62%

Obr. 1: Elektroforeogram izoenzymi LDH na Cellogelu
vyhodnocenyj na denzitometru ERI 65 Zeiss, Jena. Ne-
mocny V. H., 48 hod. po akutnim infarktu myokardu.

ci od néds. Pruhy 4X36 cm rozstfihdme na 4
stejné cCasti (lépe je pouZit komer&n& vyra-
b&ny Cellogel o rozmérech 2,5X14 cm), ozna-
¢ime penetrabilni stranu ustfiZenim levého
horniho konce a chovdvame v d6ze se 40%
methanolem.
Aparatura: pouZivdme kyvety pro imunoelek-
troforézu IEP-2-SEVAC, Praha s platinovymi
elektrodami a stabilizovany zdroj BS 275 Tesla.
Néraznik: veronal sodny 8,24 g/1000 ml desti-
lované vody. _
Reagenéni roztok: 2 ml laktdtu sodného (16 g
70% laktdtu sodného doplnit do 100 ml desti-
lovanou vodou) + 20 mg NAD/nikotinamid ade-
nin dinukleotid/ + 6 mg INT/2-p-iodofenyl-3-p-
nitrofenyl-5-fenyl-tetrazolium chlorid/+0,6 mg
N-methylfenazinmethosulfdtu (neni tfeba va-
Zit, sta¢i maly krystalek) + 8,6 ml destilo-
vané vody. Misto INT je lépe pouZit stejné
mnoZstvi MTT-bromidu/3-/4,5-dimethylthiozolyl
-2-/2,5-diphenyl tetrazolium bromid/. Zprihled-
fiovaci roztok: 30% Kkyselina octova.

Vlastni provedeni: z d6zy vyjmeme potrebny
pocet pruhli acetylcelulézy (na jedno stano-
veni dva) a na 10 minut ddme do misky
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s veronalovym nédraznikem. Pak prouZky vy-
jmeme, osu$ime filtraénim papirem a poloZi-

me _na podloZni mikroskopické sklicko, kte- .

ré umistime do délici kyvety (pFi pouZiti
kyvety SEVAC maximélné 5 krouZkd pro
jedno dé&leni). ProuZky musi byt penetrabil-
nf stranou nahoru, tj. ust¥iZen§ roh musi
byt na levém hornim konci. Kyvetu uza-
vieme a na 10 minut zapneme proud. Pak
naneseme mikropipetou 20 mikrolitri vzor-
ku, 1,5 cm do katodického konce. D&lime
45 minut p¥i nap&tf 280 V, tj. 5 mA a 28 V
na jeden prouZek. Mezi tim si pFipravime
tzv. reagentni membrénu tak, e stejn§ pocet
prouZkl acetylcelulézy jako vzorkii ddme do
nddoby s reagen&nim roztokem a umistime na
30 minut do temna. Po skon€eném dé&leni po-
loZime na kaZdou dé&lici membrdnu reagené&ni
prouZek, lehce osu3eny filtradnim papirem.
Membrény musi byt na sebe pfiloZeny penetra-
bilnimi stranami. ProuZky ponechdme na pod-
loZnim skli¢ku a umistime do komiirky na dng&
s nasycenym roztokem chloridu sodného. Ko-
mirku ddme do termostatu na 90 minut pfFi
37°C. Po této inkubaci sejmeme horni prou-
Zek (reagen¢ni membrénu) a ponofime jej na
5 minut do 30% kyseliny octové. Pak prouZky
poloZime na &isté sklo a ddme ususit pii 60 aZ
70°C do su3érny.

Vyhodnocent:

provddime na extink&nim registraénim zafi-
zeni s integrédtorem ERI 65, Zeiss, Jena. Pod
elektroforeogram podkldddme pruh bilého
kancelarského papiru. Vyhodnoceni pak pro-
vaddime v odraZeném svétle p¥i filtru 510 nm
a 3térbiné& 1. Izoenzymy &islujeme od anody ke
katodé 1—5. Pfed frakci 1 se obvykle zna-

zorni albumin, ktery ode€itdme od hodnoty
izoenzymu 1. Primérné hodnoty a smérodatné
odchylka izoenzym@ LDH, které jsme ziskali
vySetfenim skupiny 25 zdravych lidi.ve vé&ku
40—60 let pii pouZiti popsané techniky, jsou
tyto: LDH;=30 % 4,35, LDH,=37,5 %=%3,9,
LDHz=22,7 % *+4,5, LDH,=7,2 % F 1,2, LDH5=
2,65 % +2,4.

Reprodukovatelnost metody jsme zjistili vy-
Setfenim koeficientu variace, jehoZ hodnoty
byly: pro LDH; 6,9 %, pro LDH; 3,9 %, pro
LDH; 3,0 %, pro LDH,4 2,3 % a pro LDH; 5,4 %.

Souhrn

V préaci je popsdna modifikovand metoda
stanoveni izoenzymi laktdtdehydrogendzy po-
moci elektroforézy na acetylceluléze (Cello-
gel, Chemetron, Itdlie). Popsand metoda je
jednoduchéa, rychld a umoZiiuje vyhodnoceni
rozdélenych izoenzymi@i na dostupném denzi-
tometru ERI 65, Zeiss, Jena.
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Dne 30. éervna 1973 zemiel plukovnik zdravotnické sluZby MUDr.
JAN HAUER, CSc., zdstupce ndéelnika II. vniténiho oddéleni
Ustiedni vojenské nemocnice.

Je tomu prdavé rok, kdy jsme ve Vojenskych zdravotnickych listech
vzpomnéli u prileZitosti jeho 3edesdtin, jakym vyznamnym dilem
prispél k souéasnému dobrému jménu vojenského vnitiniho lékar-
stvi. Odesel nejen vijteény lékar, ale také Cestny, skromny a poctivy
élovék, ktery za dobu dvacetiletého piisobeni v UstFedni vojenské
nemocnici odevzdal veliky kus prdce. CeloZivotni ¢innost soudruha

plukovnika MUDr. |. Hauera byla ocenéna tim, Ze mu bylo udéleno
presidentem republiky stdtni vyznamendni Za vynikajici prdci. Sou-
druh plukovnik dr. Hauer s obzvld$tni svédomitosti plnil své tkoly
a tuto vlastnost prokazoval i jako dlouholety d&len redakce VZL.
Bude postrdddn nejen v kolektivu II. interny UVN, ale i v $irokém kruhu vojenskych lékafii,

mezi nimiZ byl velice vdZen.
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