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STANOVENÍ IZOENZYMÚ LAKTĂTDEHYDROGENĂZY NA ACETYLCELULÖZE

M. TIcHÝ, Z. zADÄK

Vojenský lékařský výzkumný a doškolovací ústav j. E. Purkyně, Hradec Králové

Izoenzymy laktátdehydrogenázy [dále LDH]
můžeme Stanovit různými Způsoby. Metodami
elektroforetickými a chromatografickými lze
rozlišit pět izoenzymů LDH. jednotlivé izoenzy-
my jsou chrakteristické pro Orgány, ve kterých
jsou obsaženy (tab. 1). Nejčastěji používanou
metodou pro rozdělení izoenzymů LDH je elek-
troforéza na agaru nebo na papíře [1]. V po-
Sledních letech je často k tomuto účelu vy-
užívána i elektroforéza na acetylcelulóze [2,
3]. Iedna Z metodik Stanovení izoenzymů LDH
na acetylcelulóze [4], upravená pro naše pod-
mínky, je obsahem tohoto sdělení.

Metodika

Používáme pruhy acetylcelulózy firmy Che-
metron (Miláno, Itálie), zvané Cellogel. Pruhy
jsou dodávány v balíčcích po 10 kusech v pro-
Středí 40% methanolu. Vyrábějí se v různých
velikostech. Máme k dispozici rozměr 4><'36
cm. Penetrabilnî strana pruhů je označena
ustříženým rohem vlevo na vzdálenějším kon-

Tab. 1: Obsah izoenzymů LDH u tkáních lidského těla
podle Wilkı'nsona (Wilkinson, I. I-I.: Isoenzymes. E. and

F. N. Spon., London, 1965].
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Obr. 1: Elektroíoreogram izoenzymů LDH na Cellogelu
vyhodnocený na denZitometru ERI 65 Zeiss, Iena. Ne-
mocný V. H., 48 hod. po akutním infarktu myokardu.

ci od nás. Pruhy 4><'36 cm rozstříháme na 4
stejné části [lépe je použít komerčně vyrá-
běný Cellogel o rozměrech 2,5><'14 cm], ozna-
číme penetrabilnístranu ustřižením levého
horního konce a chováváme v dóze Se 400/0
methanolem.
Aparatura: používáme kyvety pro ímunoelek-
troforézu IEP-Z-SEVAC, Praha S platinovými
elektrodami a stabilizovaný Zdroj BS 275 Tesla.
Nárazník: veronal sodný 8,24 g/1000 ml desti-
lované vody. ,
Reagenční roztok: 2 ml laktátu sodného [16 g
700/0 laktátu Sodného doplnit do 100 ml desti-
lovanou vodou] '+ 20 mg NAD/nikotinamid ade-
nin dinukleotid/ + 6 mg INT/Z-p—iodofenyl—B-p—
nitrofenyl-S-feny1-tetrazolium chlorid/+ 0,6 mg
N-methylfenazinmšethosulfátu [není třeba vá-
žit, Stačí malý krystalek] + 8,6 ml destilo-
Vané vody. Místo INT je lépe použít Stejné
množství MTT-brom.idu/3-/4,5-dimethylthiozolyl
-2-/2,5-diphenyl tetrazolium bromid/. Zprůhled-
ňovací roztok: 300/0 kyselina octová.

Vlastní provedení: Z dózy vyjmeme potřebný
počet pruhů acetylcelulóz'y [na jedno Stano-
vení dva] a na 10 -minut dáme do misky
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S veronalovým nárazníkem. Pak proužky vy-
jmeme, osušíme filtračním papírem a polo-ží-
me - na __podložní mik'roskopické Sklíčko, a kte- _
ré umístíme do dělicí kyvety [při použití
kyvety SEVAC maximálně 5 kroužků pro
jedno dělení). Proužky m-usí být penetrabil-
ní Stranou nahoru, tj. ustřižený roh musí
být na levém horním konci. Kyvetu uza-
vřeme a na 10 minut zapneme proud. Pak
naneseme mikropipetou 20 mikrolitrů vzor-
ku, 1,5 cm do katodického konce. Dělíme
45 minut při napětí 280V, tj. 5 mA a 28 V
na jeden proužek. Mezi tím Si připravíme
tzv. reagenční membránu tak, že Stejný počet
proužků acetylcelulózy jako vzorků dáme do
nádoby s reagenčním roztokem a umístíme na
30 minut do temna. Po skončeném dělení po-
ložíme na každou dělicí membránu reagenční
proužek, lehce osušený filtračním papírem.
Membrány musí být na sebe přiloženy penetra-
bilními Stranami. Proužky ponecháme na pod-
ložním Sklíčku a umístíme do komůrky na dně
S nasyceným roztokem chloridu sodného. Ko-
můrku dáme do termostatu na 90 minut při
37°C. Po této in-kubaci sejmeme horní prou-
žek [reagenční membránu] a ponoříme jej na
5 minut do 30% kyseliny octové. Pak proužky
položíme na čisté Sklo a dáme usušit při 60 až
70°C do Sušárny. '

Vyhodnocení:
provádíme na extinkčním registračním zaří-
Zení S integráto'rem ERI 65, Zeiss, Iena. Pod
elektroforeogram podkládáme pruh bílého
kancelářského papíru. Vyhodnocení pak pro-
vádíme v odraženém Světle při filtru 510 nm
a štěrbině 1. Izoenzymy číslujeme od anody ke
katodě 1—5. Před frakcí 1 Se obvykle zná-

zorní albumin, který odečítáme od hodnoty
izoenzymu 1. Průměrné hodnoty a Směrodatná
odchylka izoenzymů LDH, které jsme ,_ získali
vyšetřením Skupiny 25 zdravých lidí ve věku
40—60 let při použití popsané techniky, jsou
tyto: LDH1=30 0/0 ±4,35, LDH2=37,5 0/0±3,9,
LDH3=22,7 0/0 ±4,5, LDH4=7,2 0/0 j: 1,2, LDH5==
2,65 0/0 ±2,4.

kReprodukovatelnost metody jsme zjistili vy-
šetřením koeficientu variace, jehož hodnoty
byly: pro LDH1 6,9 0/0. pro LDH2 3,9 0/0, pro
LDH3 3,0 0/0, pro LDH4 2,3 0/0 a pro LDH5 5,4 0/0.

Souhrn

V práci je“ popsána modifikované metoda
Stanovení izoenzymů laktátdehydrogenázy po-
mocí elektroforézy na acetylcelulóze [Cello-
gel, Chemetron, Italie]. Popsaná metoda je
jednoduchá, rychlá a umožňuje vyhodnocení
rozdělených izoenzymů na dostupném denzi-
tometru ERI 65, Zeiss, Iena.
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Dne 30. června 1973 Zemřel plukovník Zdravotnické služby MUDr.
IAN HAUER, CSc., Zástupce náčelníka II. vnitřního oddělení
Ústřední vojenské nemocnice.

je tomu právě rok, kdy jsme ve Vojenských Zdravotnických listech
vzpomněli u příležitosti jeho šedesátin, jakým významným' dílem
přispěl k současnému dobrému jménu vojenského vnitřního lékař-
Stvi. Odešel nejen výtečný lékař, ale také čestný, skromný a poctivý
člověk, který za dobu dvacetiletého působení v Ústřední vojenské
nemocnici Odedal veliký kus práce. Celoživotní činnost soudruhu
plukovnika MUDr. j. Hauera byla Oceněna tím, že mu bylo uděleno
presidentem republiky Státní vyznamenání Za vynikající práci. Sou-
druh plukovník dr. Hauer s Ovláštní Svědomitosti plnil své úkoly

a tuto vlastnost prokazoval i jako dlouholetý člen redakce VZL.
Bude _postrádán nejen v kolektivu II. interny ÚVN, ale i v širokém kruhu vojenských lékařů,
mezi nimiž byl velice vážen.
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