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Povzetek: Raziskave kazejo na povezavo med aktivnostjo lipoproteinske lipaze (LPL; EC 3.1.1.34) in rastjo rakavega tkiva. Zaradi odsotnosti
enostavnih metod za merjenje njene aktivnosti je intenzivnejSe prou¢evanje vioge LPL v razvoju raka omejeno. V raziskavi smo zeleli ugotoviti,
ali je postopek temelje¢ na izluzevanju LPL iz tkiva z raztopino heparina in albumina ter merjenju aktivnosti encima v eluatu s komercialnim
postopkom LPL Activity Kit (Roar Biomedical, New York, ZDA) primeren za merjenje aktivnosti LPL v rakavem tkivu. Ugotovili smo, da je postopek
zanesljiv le ob upostevanju dodatnih, v nasi raziskavi ugotovljenih priporogil glede stabilnosti izluzevalne raztopine in substratne emulzije, merjenja
v encimski reakciji nastalega fluorescenénega produkta vsakih pet minut, individualne ocene ustreznosti poteka encimske reakcije in
standardizacije aktivnosti encima na maso tkiva (nkat/kg). Z vpeljanim postopkom smo ugotovili, da je aktivnost LPL v rakavem plju¢nem tkivu v
povprecju 1,94-krat visja kot v sosednjem, navidezno neprizadetem plju¢nem tkivu istega bolnika (p < 0,001; 10 bolnikov z nedrobnoceli¢nim
pljiu¢nim rakom brez metastaz). Zaklju€ujemo lahko, da je vpeljan postopek primeren za merjenje aktivnosti LPL v tkivih in za nadaljnje prou¢evanje
vloge encima pri preskrbi rakavega tkiva z mas¢obami, nujnimi za rast tkiva.

Kljuéne besede: lipoproteinska lipaza, rakavo tkivo, encimska aktivnost

Abstract: Several studies demonstrated that there is a connection between lipoprotein lipase activity (LPL; EC 3.1.1.34) and cancer tissue growth.
An intensive investigation of the role of LPL in cancer progress is limited because of the lack of simple methods for LPL activity measurements.
Our aim was to optimize the method which is based on the release of LPL from tissue with the solution containing heparin and albumin, and which
is based on enzyme activity measurement with commercially available LPL Activity Kit (Roar Biomedical, New York, ZDA). We also wanted to
find out if this method is suitable for LPL activity measurement in cancer tissue. We came to the conclusion that the method is reliable only by
considering additional — in our study established recommendations regarding the stability of all solutions we used, measurement fluorescent
product in 5 minutes intervals, individual estimation of the appropriateness of enzyme reaction as well as standardization enzyme activity on weight
of tissue (nkat/kg). Using this method we found out that LPL activity was higher in cancer tissue (1.9-fold median difference) than when compared
to adjacent, apparently healthy lung tissue of the same patient (p < 0,001; 10 patients with non-small cell lung cancer without metastases). We
conclude that this method is suitable for LPL activity measurement in tissues as well as for further, better understanding of the role of LPL in
possible mechanisms for increasing the supply of lipid nutrients to the tumour, necessary for tumour growth.
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netumorskem tkivu znizana (2, 3, 4, 5), znizanje pa se stopnjuje s
stadijem bolezni oziroma z napredovanjem in rastjo tumorja (5) ter se v

1 Uvod

Lipoproteinska lipaza (LPL; EC 3.1.1.34) je poglavitni encim znotrajzilne

presnove trigliceridov. Sintetizira se v parenhimskih celicah mnogih tkiv,
od koder se prenese na povr§ino endotelija (1). Tkivno specifi¢no
uravnavanje sinteze in s tem aktivnosti LPL v tkivu omogoca tkivom z
velikimi presnovnimi potrebami ucinkovito ¢rpanje mascob iz krvi (1).

Nekatere raziskave nakazujejo povezavo med LPL in rastjo rakavega
tkiva. Na primer, pri ljudeh in zivalih s tumorjem je aktivnost LPL v

primeru odstranitve tumorja normalizira (6). ZviSano aktivnost v tumorju
glede na okolno tkivo so opisali pri sarkomu in rektalnem raku (7).
Stimuliranje aktivnost LPL v netumorskem tkivu z bezafibratom (8)
zmanj$a hipertrigliceridemijo in zavre rast tumorja. Aktivnost LPL v
humanih tumorjih dobro korelira z mitoticno aktivnostjo in stopnjo rasti
tumorja, z izjemo nekrotiénega dela tumorja, kjer je aktivnost znizana (7).
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Postopki merjenja aktivnosti LPL so ve¢inoma zahtevni in zamudni, kar
omejuje njihovo pogostejSo uporabo v raziskovalne in diagnosti¢ne
namene. StarejSe radioizotopne metode (9) so izpodrinile fluorimetri¢ne
metode (10) in metode tekocinske kromatografije, ki so enostavnejse in
hitrejSe (11). Zaradi nizke substratne specifi¢nosti encima LPL in
nestabilnosti naravnih substratov, je metode tezko standardizirati,
reagenti so vecinoma lastne proizvodnje in nestabilni (10, 11, 12, 13).
Komercialno dostopne emulzije so sicer bolj stabilne, vendar manj
specificne. V zadnjem ¢asu se z uporabo monoklonskih protiteles v
encimsko imunskih testih dosega vecje specificnosti (12), vendar se
tudi te metoda v praksi ne uporabljajo. Vsi omenjeni postopki se
obi¢ajno uporabljajo za merjenje aktivnosti LPL v postheparinski plazmi
(13). Merjenje aktivnosti LPL v tkivih zahteva dodatno predhodno
izluzevanje encima iz tkiva (14, 15) z izluzevalno raztopino, kateri je
dodan heparin, saj so dobljene aktivnosti v mediju brez heparina zelo
majhne (16, 17, 18, 19).

Zaradi nedostopnosti enostavnih metod za merjenje aktivnosti LPL v
plazmi in tkivih je prou¢evanje njene vloge v razvoju raka omejeno. V
raziskavi smo zeleli ugotoviti, ali je postopek temelje¢ na izluzevanju
LPL iz tkiva z raztopino heparina in albumina (16) ter merjenju njene
aktivnosti v eluatu s komercialnim postopkom LPL Activity Kit (Roar
Biomedical, New York, ZDA) primeren za merjenje aktivnosti LPL v
rakavem tkivu, ter ga v primeru potrebe dodatno optimizirati.

2 Materiali in metode
Zbiranje tkivnih vzorcev

V raziskavo smo vkljucili 42 bolnikov s plju¢nim rakom. Vklju€itveni
kriterij je bil tumor plju¢ brez metastaz, ki se ni vras¢al v okolno tkivo.
Vsakemu bolniku smo odvzeli dva tkivna vzorca in sicer prvega iz
periferije tumorja (obmocje najhitrejSe rasti) in drugega iz zdravega
(nerakavega) plju¢nega tkiva. Mesto odvzema zdravega, nerakavega
plju¢nega tkiva je bilo od tumorja oddaljeno vsaj 10 cm, tkivo pa je bilo
organolepti¢no neprizadeto. Tkivne vzorce smo najkasneje v 15
minutah po resekciji plju¢ potopili v teko&i dusik, kjer smo jih hranili do
nadaljnje analize.

Merjenje aktivnosti lipoproteinske lipaze v tkivu

V osnovi smo uporabili postopek Yamazakija in sod. (16), ki temelji na
izluzevanju LPL iz tkiva z raztopino heparina in albumina in merjenju
aktivnosti encima v eluatu z encimskim fluorimetricnim analiznim
postopkom ob uporabi komercialnega reagen¢nega kompleta LPL
Activity Kit (Roar Biomedical, New York, ZDA). Petstopenjski postopek
opisuje Preglednica |. Za potrebe naSe raziskave smo postopek
optimizirali. Pogoji optimiziranega postopka so prikazani v drugem delu
Preglednice I. Od zamrznjenega tkiva smo manjsi kos¢ek (15-30 mg)
oddelili z noZzevo konico in ga prenesli v mikroepruveto (Eppendorf). Na
vsakih 5 mg tkiva smo dodali 100 pl izluzevalne raztopine,
modificiranega Krebs-Ringerjevega pufra v sestavi 100 mM Tris, 150
mM NaCl, 4 mM KCI, 3 mM CaCl, 2H,0, 2 mM MgSO, 7H,0, 10 g/L
albumina (Merck, Darmstadt, Nemgija) in 10.000 IU/L heparina (Krka,
Novo Mesto, Slovenija) uravnanega s HCI na pH 7,4. Zmes smo
homogenizirali z ultrazvokom 2 minuti 30 sekund pri amplitudi 38 %,
pulz 1 sekunda, prekinitev 2 sekundi (Cole-Parmer Ultrasonic
Processor Instrument, Vernon Hilss, llinios, ZDA), jo inkubirali eno uro
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na sobni temperaturi in nato centrifugirali v Eppendorf mikrocentrifugi
5 minut pri relativni centrifugalni sili 4400 x g. 20 yL supernatanta
(izluznine z izluzenim encimom) smo napipetirali skupaj z 200 pL
reakcijske raztopine (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA) in 1 pL
LPL substratne emulzije (LPL Activity Kit) v mikrotitersko plos$¢o
(Microplate White, Greiner Bio-one, Frickenhausen, Nemcija). Zmes
smo inkubirali na 37 °C v predhodno segretem fluorimetru (Genois,
Tecan, Avstrija) in merili v encimski reakciji nastali flurescen¢ni produkt
vsakih pet minut, 1 uro in pol, pri ekscitaciji 360 nm in emisiji 465 nm.
Narisali smo krivuljo narasc¢anja fluorescence v odvisnosti od ¢asa in
od¢itali porast fluorescence v eni uri. Koli¢ino v encimski reakciji
nastalega fluorescenc¢nega produkta v eni uri smo odcitali iz
umeritvene krivulje, ki smo jo naredili v vsaki seriji meritev s pomocjo
raztopin z znanimi koncentracijami fluorescenénega produkta
prilozenimi reagencnemu kompletu. Fluorescence standardnih
raztopin smo prav tako izmerili 1 uro po pricetku spremljanja
fluorescence v merilnem postopku. Ob predpostavki, da je regresijski
koeficient vecji kot 0,999, smo umeritveni krivulji dologili regresijski
koeficient (B) in regresijsko konstanto (A), ki smo ju upostevali pri
izrac¢unu aktivnosti encima v tkivu (enacba 1). Vse meritve smo naredili
v dvojniku in za vsakega pacienta v tumorskem in kontrolnem tkivu v isti
seriji meritev. Rezultate meritev smo standardizirali glede na koli¢ino
tkiva in volumna izluzevalne raztopine in jih izrazili kot kataliticno
aktivnost LPL na kg tkiva (enacba 1).

Enacba 1: |zracun aktivnosti LPL v tkivu
Equation 1: Calculation LPL activity in tissue

Y-A
Aktivnost ——— -V reakcijske zmesi - V pufra - 1000
LPL v tkivu =
(nkat/kg) zatehta tkiva - V supernatanta - 3600

Y — porast fluorescenénega signala reakcijske zmesi v 1 uri (relativna
fluorescen¢na enota, RFU);
A — regresijska konstanta umeritvene krivulje standardov (RFU);

B - regresijski koeficient umeritvene krivulje standardov
(RFU - pL/pmol);

V reakcijske zmesi — kon¢ni volumen reakcijske zmesi
(uL; v nagem primeru 221);

V pufra — volumen izluzevalne raztopine, v katerem smo
homogenizirali tkivo (pL);

1000 — za preracun mg v g;
zatehta tkiva — masa zatehtanega vzorca (mg);
V supernatanta — (uL; v naSem primeru 20);

3600 - za izracun encimske aktivnosti v sekundi.
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Preglednica I: Opis postopka merjenja aktivnosti LPL v tkivu (po priporocilih Yamazakija in sod. (16) in proizvajalca Roar Biomedical) ter
priporocila glede optimizacije postopka, postavljena na osnovi nase raziskave
Table I: Procedure of LPL activity measurement in tissue (according recommendations of Yamazaki and co. and producer Roar Biomedical)
and recommendations for optimization, established in our study

Stopnja

Priporocilo Yamazakija in sod. (16)
in proizvajalca reagenta (LPL Activity kit,
Roar Biomedical, NY, ZDA)

Nasa priporocila glede optimiziranega
postopka

1. (oddelitev manjSega kosc¢ka
tkiva od zamrznjenega tkiva)

¢ ni podatka

¢ lomljenje tkiva z nozevo konico (pri-70 °C)
¢ tehtanje oddeljenih delCkov tkiva v
predhodno stehtanih plasti¢nih mikroepruvetah

2. (izluzevanje encima iz tkiva)

e 200 pl izluzevalne raztopine na 3-10 mg tkiva

e inkubacija: nezno stresanje na 28 °C 40 min
e centrifugiranje 5 min
e stabilnost izluZzevalne raztopine — ni podatka

¢ 100 pl izluzevalne raztopine na 5 mg tkiva

* homogenizacija tkiva v izluzevalni raztopini z
ultrazvokom (2 min 30 sek, amplituda 38 %,
pulz 1 sek, prekinitev 2 sek)

e inkubacija z ob¢asnim stresanjem: 1 uro pri sobni T

e centrifugiranje 5 min (4400 x g)

e stabilnost izluzevalne raztopine 6 dni

3. (priprava umeritvene krivulje
za izraCun aktivnosti encima
Vv izluznini)

e | PL standardno raztopino (75,7 mmol/L)
red¢imo do ustreznih koncentracij, kjer
pri¢akujemo rezultate meritev analiznih
vzorcev

¢ ni zahteve za pripravo nove umeritvene krivulje
za vsako serijo meritev

e L PL standardno raztopino (75,7 mmol/L) red¢imo
do ustreznih koncentracij, kjer pricakujemo
rezultate meritev analiznih vzorcev

¢ za vsako serijo meritev naredimo novo
umeritveno krivuljo

e fluorescence standardnih raztopin izmerimo
1 uro po pri¢etku spremljanja fluorescence v
meritvenem postopku

4. (merjenje aktivnosti encima
Vv izluznini)

e izluznini z izluzenim encimom (volumen ni
definiran) dodamo 200 pl reakcijske raztopine
in 1 pl substratne emulzije

e inkubacija na 25 °C - 37 °C

e merjenje fluorescence reakcijske zmesi pri
ekscitaciji 370 nm in emisiji 450 nm

e ni podatka o frekvenci merjenja fluorescence

e nj podatkov o stabilnosti LPL substratne
emulzije po njeni prvi uporabi

e ni priporocila o spremljanju poteka reakcij

® 20 pl izluznine z izluzenim encimom dodamo
200 pl reakcijske raztopine in 1 pl substratne
emulzije (reakcijsko raztopino in LPL
substratno emulzijo zmesamo za vse vzorce
hkrati)

¢ inkubacija 37 °C eno uro in pol

e merjenje fluorescence reakcijske zmesi pri
ekscitaciji 360 nm in emisiji 465 nm

e fluorescenco merimo vsakih 5 min

e stabilnost LPL substratne emulzije
en mesec po njeni prvi uporabi

e priporocljiva je individualna ocena ustreznosti
encimske reakcije

5. (izracun rezultatov)

e pri vrednotenju se upoSteva kon¢na absolutna
vrednost fluorescencnega signala reakcijske
zmesi

e ocena aktivnosti LPL relativno na vsebnost
izluZenih proteinov (kon¢na vrednost
fluorescence relativno glede na koncentracijo
izluzenih proteinov).

e pri vrednotenju se uposteva porast
fluorescenénega signala reakcijske zmesi
v 1 uri od za¢etka merjenja

e izrazanje kataliticne aktivnosti LPL glede
na maso tkiva (nkat/kg tkiva)

S krepkim tiskom so poudarjene stopnje in postopki, ki jih priporo¢amo glede na izsledke nase raziskave.
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3 Rezultati

Uvodno preizku$anje postopka je pokazalo, da je originalni postopek
potreben obsezne optimizacije. Vpeljane spremembe prikazuje
preglednica |. Kos¢ek tkiva smo z nozevo konico oddelili od tkiva,
potoplienega v suhi led. Tako smo preostanek tkiva ohranili
zamrznjenega za morebitne kasnejSe ponovitve meritev. Odlomljen
koscek tkiva smo homogenizirali v izluzevalni raztopini z ultrazvokom.
S tak8nim postopkom smo iz tkiva izluzili ve¢ encima kot z
maceriranjem tkiva na sobni temperaturi v izluzevalni raztopini s
pomocjo plasti¢ne palcke (rezultati niso prikazani). Za zanesljive
rezultate je iziemnega pomena uporaba svezih raztopin. Preglednica
Il prikazuje ugotovitve o njihovi stabilnosti.

Uporaba raztopin s prete€enim rokom pomembno zmanjs$a izmerjene
aktivnosti LPL v tkivu, kar prikazuje slika 1.

Med spremljanjem encimske reakcije s fluorimetrom v 1 uri v povprecju
razpade 18 % fluorescenénega produkta encimske reakcije (rezultati
podrobneje niso prikazani), zato smo za izracun aktivnosti LPL v
vzorcih uporabili umeritveno krivuljo, dobljeno iz fluorescenc
standardnih raztopin, izmerjenih eno uro po zacetku spremljanja
fluorescence v meritvenem postopku. Umeritveno krivuljo smo naredili
v vsaki seriji meritev in s tem dosegli primerljivost rezultatov med
serijami. Prostor za mikrotitersko plos¢ico v fluorimetru smo pred
postopkom merjenja segreli na 37 °C in tako dosegli obi¢ajni potek
encimske reakcije (slika 2). Kinetiko nastajanja fluorescen¢nega
produkta smo merili v pet minutnih intervalih in individualno ocenili
potek encimske reakcije. S tem smo preverili kinetiko reakcij in zaznali
morebitna odstopanja. V primeru nepravilnega poteka encimske
reakcije je potrebno meritve ponoviti. Slika 2 prikazuje obi¢ajni in
nepravilni potek encimske reakcije.

Rezultate smo standardizirali kot aktivnost LPL na maso tkiva (nkat/kg
tkiva). V izraCunu smo upos$tevali vse spremenljivke, ki vplivajo na
rezultat aktivnosti: volumne pufra, reakcijske zmesi, supernatanta,
zatehto tkiva, ¢as merjenja encimske aktivnosti kot tudi regresijski
koeficient in regresijsko konstanto, ki smo jo dolocili iz umeritvene
krivulje standardnih raztopin (ena¢ba 1). Z natan¢no izraunano
aktivnostjo smo lahko naredili absolutno primerjavo med tkivi.

Z vpeljanim postopkom smo zanesljivo izmerili aktivnost LPL v rakavem
pliju¢nem tkivu in jo primerjali z aktivnostjo v sosednjem, navidezno
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Slika 1: Kinetika encimske reakcije v odvisnosti od uporabe

izluzevalne raztopine stare 6 ali 8 dni.

Figure 1: Dependance enzyme reaction kinetic and usage 6 or 8
days old exstraction solution.
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Preglednica ll: Stabilnost v analiznem postopku uporabljenih raztopin.
Table II: Stability of solutions, used in analytical procedure.

Raztopina Stabilnost
Izluzevalna raztopina 6 dni
Krebs-Ringerjev pufer 10 dni

LPL substratna emulzija 2 meseca in pol
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Slika 2: Obicajni in nepravilni potek encimske reakcije.

Figure 2: Regular and irregular course of enzyme reaction.

neprizadetem plju¢nem tkivu istega bolnika. Aktivnost LPL v rakavem
pliu¢nem tkivu je bila v povprecju 1,94-krat vi§ja kot v sosednjem,
navidezno neprizadetem plju¢nem tkivu (p < 0,001; 10 bolnikov z
nedrobnoceli¢nim plju¢nim rakom brez metastaz). Razlike v aktivnosti
LPL med tumorskim in zdravim tkivom bolnikov prikazuje slika 3.
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Slika 3: Aktivnosti lipoproteinske lipaze (LPL) v tumorskem plju¢nem
tkivu in v sosednjem, organolepticno zdravem plju¢nem tkivu
istega bolnika.

Figure 3: Lipoprotein lipase (LPL) activity in cancer lung tissue
compared to adjacent, apparently healthy lung tissue of the
same patient.

4 Razprava

V nasi raziskavi smo ugotovili, da je postopek LPL Aktivity Kit primeren
za merjenje aktivnosti LPL v rakavem plju¢nem tkivu, vendar je
zanesljiv le ob upostevanju dodatnih, v nasi raziskavi ugotovljenih
priporocil. Z vpeljanim postopkom smo dokazali 1,94-krat visjo
aktivnost LPL v rakavem plju¢nem tkivu kot v sosednjem, navidezno
zdravem pljucnem tkivu istega bolnika.

Uporabljen izhodi$¢ni postopek je v literaturi omenjen le enkrat (16),
tako v izhodis€nem ¢lanku kot v navodilih proizvajalca reagenta LPL
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Activity Kit pa je postopek uporabe zelo skopo opisan. Ni omenjeno,
kako so hranili tkivo in manjsi koS¢ek oddelili za analizo. Na podlagi
preizkuSanja smo se odlocili za oddelitev manjSega kosCka tkiva iz
viale z nozevo konico, pritem pa je bila viala ves ¢as potopljena v suhi
led. Postopek je tehni¢no zahtevnejsi in zamudnej$i od odtajanja
celotnega vzorca, vendar smo zeleli del tkiva ohraniti v zamrznjenem
stanju za morebitne kasnejSe ponovitve.

Prav tako ni podrobneje opisan nacin izluzevanja encima iz tkiva. V
nasi raziskavi smo manjse kosc¢ke tkiva najprej razbili in razkrojili s
pomocdjo ultrazvoka, ki hitro razbije tudi trdnejSe strukture na drobne
koSc¢ke, kar bistveno poveca ucinkovitost izluzevanja encima iz tkiva v
izluzevalno raztopino. Menimo, da je omenjeni postopek enostavnejsi
in primernejsi od maceriranja tkiva s plasti¢no palcko (20), saj pri vseh
vzorcih uporabljamo enake pogoje (amplituda, pulz, prekinitev), Cesar
pri maceriranju s plasticno palcko ne moremo zagotoviti. Cas
inkubacije tkiva v izluzevalni raztopini je bil v izhodis¢nem Clanku 40
minut (16), podrobnejsi pregled ostalih literaturnih virov pa kaze na
zelo raznolike ¢ase inkubacije, ki se gibljejo med 30 in 90 minut (9, 14,
15, 17). Glede na podatek, da se najvedji del encima sprosti iz tkiva v
prvih desetih minutah inkubacije, naslednjih 40 minut pa je izluzevanje
bistveno pocasnejSe ter da ni bistvene razlike v izluzevanju encima iz
tkiva na sobni temperaturi ali pri 37 °C (17), smo se odlogili za enourno
inkubacijo na sobni temperaturi.

Za zanesljive rezultate je izjemnega pomena stabilnost uporabljenih
raztopin, tako komercialno dosegljivih kot pripravljenih v laboratoriju.
Kinetika encimske reakcije je mocno odvisna od starosti izluzevalne
raztopine, ki je stabilna najve¢ Sest dni. MozZen vzrok nestabilnosti
izluzevalne raztopine je prisotnost govejega serumskega albumina in
heparina. Podrobnejsi organolepti¢ni pregled raztopine s pretecenim
rokom uporabe je pokazal prisotnost drobnih del¢kov (kosmicev), ki
pa jih nismo natancneje proucevali. Vzrokov nestabilnosti izluzevalne
raztopine nismo podrobneje raziskovali, smo pa pri nadaljnjem delu
dosledno upostevali ugotovitve o njeni Sest dnevni stabilnosti in se tako
izognili posledicnemu nepravilnemu poteku encimske reakcije in
nezanesljivemu rezultatu analize.

Poleg nestabilnosti v laboratoriju pripravijene izluzevalne raztopine smo
opazili tudi nestabilnost komercialne substratne emulzije reagencnega
kompleta. Ugotovitev je bila neskladna s pri¢akovaniji, saj proizvajalec
ne navaja podatkov o njeni nestabilnosti po prvi uporabi, pa tudi sicer
je zaprta v temni viali in zas¢itena pred svetlobo. Proizvajalec navaja
le rok uporabe celotnega kompleta nenacetih reagentov, ki smo ga
dosledno upostevali. Domnevamo, da je razpad LPL substratne
emulzije posledica vecCkratnega odpiranja viale in pogoste
izpostavljenosti svetlobi. Pri uporabi substratne emulzije smo namre¢
opazili, da je bila po dveh mesecih in pol bistveno zmanj$anja hitrost
nastajanja fluorescenénega produkta (kljub sveZe pripravljenim ostalim
raztopinam), kar je bilo vidno kot neobi¢ajen potek encimske reakcije.
LPL substratna emulzija je tudi izredno viskozna in nehomogena, kar e
dodatno povzro¢a tezave pri njenem mesanju in pipetiranju. Da bi
preprecili nastete mozne vzroke za nestabilnost LPL substratne
emulzije, smo dosledno upostevali naslednje lastne ugotovitve: 1.) vialo
smo odpirali v temnem prostoru in ¢im manjkrat; 2.) pred in po uporabi
smo jo zavili v za svetlobo nepropustno folijo; 3.) pred pipetiranjem
smo vialo dobro premesali na mesalcu (vortex); 4.) po prvem odprtju
viale smo dosledno upostevali ugotovljen rok uporabe; in 5.) reakcijsko

raztopino in LPL substratno emulzijo smo zmes$ali za vse vzorce v seriji
naenkrat in se tako izognili napaki zaradi pipetiranja neto¢ne koli¢ine
viskozne substratne emulzije (1 pL za en analizni vzorec).

Kljub temu, da tako avtorji izhodi§¢nega cClanka kot proizvajalec
reagencnega kompleta ne omenjajo, smo za vsako serijo meritev
pripravili novo umeritveno krivuljo. S tem smo dosegli bolj$o
ponovljivost med serijami meritev. Sicer pa je tudi nase priporocilo, da
je koeficient korelacije najmanj 0,999, kar pa ob natan¢nem delu ni
tezko dosegljivo.

Prav tako v izhodis¢nem ¢&lanku ni omenjena nestabilnost
fluorescentnega produkta encimske reakcije. Napaki zaradi
njegovega razpadanja oziroma nestabilnosti smo se izognili z
merjenjem fluorescence standardnih raztopin eno uro po zacetku
merjenja fluorescence v meritvenem postopku. Ugotovili smo, da
moramo vsako reakcijo posebej oceniti in sicer tako, da spremljamo
potek reakcije na pet minut. Glede na to, da v izhodi§¢nem ¢lanku to
ni omenjeno, bi lahko spregledali mnogo napac¢nih meritev (v nasem
primeru 17 %).

V izhodis&nem c&lanku (16) so pri izracunu aktivnosti LPL upostevali
kon¢ne absolutne vrednosti fluorescenénega signala. Prepric¢ani smo,
da je primerneje upos$tevati porast fluorescence v eni uri od zacetka
merjenja. S tem se tudi izognemo morebitnemu vplivu nehomogenosti
vzorcev na velikost nastalega fluorescenénega signala (7). V
izhodis¢nem ¢lanku (16) so aktivnost LPL izrazili relativno na vsebnost
izluzenih proteinov v vzorcu tkiva. Tak§no podajanje koncentracije
kataliticne aktivnosti encima je neprimerno, saj koncentracije proteinov
v izluznini zaradi dodanega albumina (20) s postopkom po Lowryju ne
moremo zanesljivo izmeriti (meritev zahteva preveliko redcitev vzorca).
Alternativni pristop merjenja koncentracije proteinov z biuretnim
postopkom se je prav tako izkazal za neprimernega zaradi premajhne
obcutljivosti postopka in previsoke meje detekcije (20). Pri izraCunu
aktivnosti encima je nujno upostevati tudi zatehto tkiva, ki ga z nozevo
konico pridobimo iz viale, volumen izluZzevalne raztopine, v kateri
homogeniziramo tkivo ter volumen izluznine uprabljene v reakcijski
zmesi. Poleg tega smo zeleli aktivhost LPL podati v standardiziranih
enotah (katalih) in ne kot razmerje med razli¢nimi tkivi. Standardna
raztopina, prilozena reagenc¢nemu kompletu, nam je omogocala
pripravo umeritvene krivulje in natan¢no dologCitev v reakciji nastalega
produkta, s tem pa dologitev aktivnosti encima v standardiziranih
enotah izrazenih na zatehto tkiva.

Prav tako ni v izhodi§¢nem ¢lanku (16) nobenega opozorila, da je
potrebno fluorimeter oz. merilno komoro pred pricetkom merjenja
segreti na 37 °C. Opazili smo, da v primeru odsotnosti predhodnega
segretja merilne komore na temperaturo reakcije, dobimo nezazelen
potek encimske reakcije, ki onemogoca pravilen izracun porasta
fluorescence v eni uri. Vzrok je najverjetneje v prepocasnem
segrevanju reakcijske mesanice.

Z vpeljanim postopkom smo dokazali statisticno znacilino (p < 0,001)
zvecano aktivnost LPL v tumorskem tkivu v primerjavi z navidezno
zdravim plju¢nim tkivom. Glede na to, da ima zvi§ana aktivnost LPL v
tkivu pomembno fiziolosko vlogo pri prerazporeditvi mas¢ob in preskrbi
teh tkiv z lipidi (1), lahko razmisljamo o pomembnem prispevku tega
dejavnika pri preskrbi mascob tudi rakavega tkiva in posledi¢no vpliva
na rast tumorja.
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Zakljuc¢imo lahko, da je ob doslednem upostevanju nasih priporogil
encimski fluorimetri¢ni postopek LPL Activity Kit proizvajalca Roar
Biomedical primeren za merjenje aktivnosti LPL v tkivu. V primerjavi z
drugimi objavljenimi postopki je hiter in enostaven, kar je njegova velika
prednost.

Ugotovitve meritev na bolnikih predstavljajo pomembno osnovo
nadaljnjega proucevanja vloge LPL v rasti in razvoju plju¢nega raka. Za
potrditev dejanske vloge LPL ter njeno morebitno diagnosti¢no in
terapevtsko delovanje, pa bi bile potrebne obseznejSe raziskave.
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