Abstrakt

Cholesterol 7oa-hydroxyldza (CYP7A1) je hlavni limitni enzym klasické drédhy syntézy
zlucovych kyselin (BA), kterou je u ¢loveka katabolizovéana pftiblizn€ polovina cholesterolu.
Stanoveni enzymatické aktivity CYP7A1 je klicovym pfedmétem ve vyzkumu lipidového
metabolismu. Piimé stanoveni aktivity CYP7A1 v jaterni biopsii neni vétSinou z etickych
davodt povoleno, proto je vyuzivano nepfimych metod pomoci sérovych markera, napt. 7o.-
hydroxy-4-cholesten-3-onu (C4). Prvnim, metodickym cilem prace bylo pfevedeni zavedené
HPLC metody pro stanoveni C4 na LC-MS s tcelem zvysit citlivost metody. Pii optimalizaci
jsme se zaméfili na extrakéni krok, tzv. SPE extrakci (solid phase extraction), kterd spocivala
v upravé koncentraci a objeml promyvaciho a elu¢niho roztoku. Pfevedenim metody z HPLC
na LC-MS se citlivost zvysila cca 7krat (LD = 1,39 ng/ml). V druhé, klinické ¢ésti nasi prace
jsme se pokusili potvrdit predbézné vysledky naseho pracovisteé o distribuci C4
v lipoproteinovych casticich (LPP), s cilem najit parametr, ktery by koreloval s aktivitou
CYP7AI1 lépe nez samotny C4. Piedbézné vysledky na zdravych jedincich ukézaly, ze
koncentrace C4 je nejvyssi v HDL, a Ze distribuce C4 v jednotlivych LPP je mezi jedinci
podobna. Experiment jsme opakovali na n€kolika jedincich s rozdilnou hladinou cholesterolu.
Koncentrace C4 byla korigovana na koncentraci volného cholesterolu (FC), jenZ slouzil jako
marker velikosti povrchu lipoproteinové ¢astice. Nase vysledky nepotvrdily diive pozorovanou
stabilni distribuci C4 v LPP, pomé&r C4/FC tak nejspiSe nebude spolehlivym ukazatelem aktivity
CYP7AL.
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