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(57) Anotace :

Dvouslozkové &inidlo sestdvd z vodného roz-

toku fosforetnanového pufru pH 6,7 aZ 8,0 o
koncentraci 50 aZ 300 mmol/l, obsahujiciho
0,5 aZ 10 mmol/1 4-chlor-3-methylfenolu a z
pevné enzymové smési, obsahujfici na 10 kU
urikasy 30 aZ 100 kU peroxidasy, 0,1 aZ 1,0
mol alkalické soli kyseliny hydrogenfosfored-

.né, 6 az 66 milimold alkalické soli kyseli-

ny dihydrogenfosioreéné, 30 aZ 90 milimola
4-aminoantipyrinu, 0,3 aZz 1,5 milimold hexa-
kyanoZeleznatanu alkalického kovu, 0,02 aZ
0,2 milimollG poly-1,6-anhydroglukosy o mole-
kulové hmotnosti 40 000 aZ 120 000 g/mol a
0,1 aZ 1,2 molu siranu alkalického kovu.
Kompletni pracovni roztok se pfipravi roz-
pusténim pevné enzymové smési v roztoku puf-
ru. Dvouslozkové &inidlo je stdlé pii tep-
loté +5 "C nejménd jeden rok, kompletni pra-
covni roztok nejméné 48 hodin. .

stanoveni kyseliny
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Kyselina motovd je hlavnim purinem obsaZenym v plazm& &loviéka a predstavuje kone&ny
produkt metabolizmu puringt. Zé normdlni se povaZujil u muZd hodnoty kyseliny modové do
420 pmol/l a wp Zen do 390,umol/l. Nad tyto hodnoty se jednd o hyperurikemii. Proto je sta-
noveni kyseliny mofové dilezitym diagnostickym prostiedkem a analyza kyseliny moSové v sé-
ru nebo v plazmé nebo v modi patii do b&zné palety laboratornich diagnostickych vySetkeni.

Metody stanoveni kyseliny mofové jsou v podstaté zaloZeny na jeji chemické nebo enzy-
mem urikasou katalyzované oxidaci na allantoin a peroxid vodiku. V prvém pfipadé se vyuzi-
" vd redukénich vlastnosti kyseliny moové a jako oxidovadla jsou vyuZivdny takové 14tky a
systémy, jejichZ redukované barevné formy mohou byt pfimo fotometricky m&feny. Tyto metody
jsou ale mdlo specifické a analyzu rudi redukujicf ldtky b&¥n& pfitomné v séru, jako jsou
kyseliny askorbovd, gentisovd, glukosa, glutathion, cystein a dal%i. Ve druhém pfipadé‘
katalyzuje oxidaci kyseliny moEové enzym urikasa, ktery ptsobi zcela specificky, a lze mé-
Fit bud tbytek kyseliny motové v ultrafialové oblasti spektra, nebo se vyuzivd dalsi re-
akeéni produkt enzymoyé oxidace, peroxidu vodiku, ke stanoveni pomoci oxidaéni kopulace s
vyuZitim dal8ich reakénich systémG. Konetnym msfenym produktem je chinoniminové barvive.
Druhd varianta, vyuZivajici spfaZené enzymové reakce s enzymy urikasou a peroxidanou a
oxidaéni kopulaci 4-aminoantipyrinu a vhodnym derivdtem fenolu, nachézi zejména v posled-
nich létech Siroké pouziti, protoZe pfes nékteré nevyhody, se jednd o postup, ktery lze
snadno automatizovat, a ktery je pfi provedeni rychly a jednoduchy.

PEi enzymovém stanoveni kyseliny moSové s enzymy urikasou a peroxidasou na principu
oxidatni kopulace se pro vlastni analyzu pf¥ipravuje kompletni pracovni roztok, obsahujici
v8echny potfebné chemikdlie. Krom& obou enzymd a pufru jsou to zejména chromogen 4-amino-
antipyrin, vhodny citlivy derivét fenolu, ldtky stabilizujici uvedené reaktanty a latky '
potlagdujici vliv interferujicich konstituentd séra. Stdlost kompletniho pracovniho rozto-
ku je omezend, je proto pfipravovdn na misté, pfed vlastni analyzou a diagnosticky pripra-
vek je obvykle koncipovén tak, ¥e sestdvd ze dvou nebo vice slo¥ek.

Pro stanoveni kyseliny modové je, na rozdil od jinych sérovybh konstituentd jako jsou
napfiklad glukosa, cholesterol, .triacylglyceroly, nutné hledat pro oxidaé&ni kopulaci tako-
vé derivdty fenolu, které poskytuji chinoniminovd barviva s vysokym absorpénim moldrnim
koeficientem. Kyselina moZovd, na rozdil od vy$e uvedenych substrdtt, se nachdzi v séru
a v plazmé v relativné nizké koncentraci. Pro tyto dZely vyhovuji dobie zejména dosud po-
psané fenolové derivédty: 3,4-dichlorfenol, 2,4-dichlerfenol, 4-hydroxybenzoan sodny a ky- .
selina 3,5-dichlor-2-hydroxybenzensulfonovd. Kromé vysoké citlivosti lze vhodnym vybérem
fenolové kopulenty doséhnout i potladeni nekterych sérovych slozek, ktersé pti tomto sta-
noveni rusi.

Zatim co prvéd enzymovd frekvence s urikasou je pro kyselinu moovou reakce zcela spe-
cifickd, je druhd reakéni sekvence s peroxidasou a peroxidem vodiku reakce nespecifickd,
a podobné jako u reduktometrickych metod interferui{ jak redukujici, tak i oxidujici latky
endogenné pFitomné v bilkovinné matrici. Jsou to hlavné bilirubin, kyselina askorbovd a
dalsi redukujici ldtky, které zpésobuji hlavné negativni interference. K potladeni inter-
ference bilirubinu je doporutovdn napfiklad hexakyanoZeleznatan draselny v koncentraci
asi 30 az 60 pmol/l reakéni smési, ktery md potladit vliv bilirubinu a? do jeho koncen-
trac{ 170 jumol/1 séra (D.L.Witte a kol: Clin.Chem. 24, 1778, 1978). Mechanizmus jeho
i¢inku je vyévétlovén oxidaci ferrokyanidu na ferrikyanid. Jini autofi (S5.Klose, M.Stoltz:
Clin.Chem. 24, 250, 1978) pouziti ferrokyanidu zcela odmitaji pro zvy8enou autooxidaci
celého chromogenniho systému projevujici se jeho spontdnnim vybarvovédnim a sniZenou sta-
bilitou. V nékterych pracech byla k odstranéni interference bilirubinu doporucena bili-
rubinoxidasa, kterd sice plsobi specificky, ale za cenu, vysokych finanénich ndklada.
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K potlateni vlivu kyseliny askorbové pouZzivaji v posledni dob& néktefi vyrobci diagnostik
enzym askorbdtoxidacu (P.Fossati a kol.: Clin.Chem. 26, 227, 1980), kterd katalyzuje pfe-
meénu kyseliny askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou, kierd ji? stanoveni neru$i. PouZi-
ti enzymu askorbdtoxidasy je v Ceskoslovensku chranéno (Ptivodni vyndlez NSR P 26 25 834,4,
1976 a jeho ceskoslovensky analog 235 068, 1987). Pouiiti'enzymu askorbdtoxidasa je kromé
toho znatng nékladné a nékolikandsobng zvySuje cenu stanoveni kyseliny moSové. Kromé ne-
specifity druhé enzymové reakéni sekvence s peroxidem vodiku a peroxidasou a néslednych
interferenc{ redukujicimi nebo i oxidujicimi ldtkami, je nutné fesit i daldi problémy.

Vyrobci enzymd pfedpisuji pro uchovavani urikasy teplotu pod -20 °C. Enzym peroxi-
dasa je ponékud stdlejsi a lze jej uchovdvat pfi teplotdch pod o °C. V obou ptipadech ale
poZadavek uchovédvat tyto enzymy za teplot pod O O¢ omezuje az vyluduje vyrobu, distribuci
a skladovani diagnostického ptipravku, pokud neobsahuje prostfedky stabilizujici oba chou-
lostivé enzymy. Zdsadnim problémem je rychld deaktivace urikasy v roztoku obsahujicim sou-
¢asné 1 enzym peroxidasu. Bylo zji¥t&no, Ze aktivita urikasy rychle klesd a roztok obsahu-
jici oba enzymy je stdly nejvy&e 24 hodin. PFi hledéni stabilizitoru Jje ptitom dolezité,
‘aby kromé vlastni stabilizace enzymd stabilizdtory nerusily urikasou katalyzovanocu oxida-
ci kyseliny mofové ani oxida&éni kopulaci, a musi byt s celym analytickym systémem kompa-
tibilni. Jak bylo nalezeno, pro tyto Gcely nevyhovuje napiiklad jinak &asto pouzivany al-
bumin ani vét3ina dal§ich vysokomolekulérnich povrchové * aktivnich ldtek, které vesmés
snizuji citlivost analyzy a podporuji spontdnni oxidaci a ne?ddouci vybarvovani pracovni-
ho roztoku. Nékteré z nich krom& toho vyvoldvaji v reakéni sm&si opalescenci nebo dokonce
zékal. K potladeni autooxidace pracoVnIho roztoku, kterd je obecn& katalyzovéna tézkymi
kovy, nelze napfiklad pouZit ani komplexotvorné l4tky jako je kyselina ethylendiamintetra-
octovd nebo azid sodny, které zna&nd sniZuji citlivost stanoveni. Sm&si nebo roztoky se
4-aminoantipyrinem maji navic dal§i nevyhodnou vlastnost, proto¥fe zejména za pritomnosti
enzymu peroxidasy se oxiduji na nereaktivni antipyrinovou &erven, kterd navic zvysuje
absorbanci pracovniho roztoku.

Problémy spojené s pramyslovou vyrobou diagnostického p¥ipravku pro enzymové stano-
veni kyseliny modové na principu oxida&ni kopulace lze tedy charakterizovat takto: na-
lezeni citlivého derivdtu fenolu, ktery by se 4-aminoantipyrinem tvofil stabilni chino-
niminové barvivo, nalezeni stabilizatort enzym& a celého analytického systému kompatibil-
nich s vlastnim principem stanoveni kyseliny moCové, nalezeni ldtek potladujicich inter-
ferenci komponent sérové matrice vzorku a nalezeni takové formulace vyrobku umoZnujici
jednoduchou vyrobu a nédslednou pfipravu kompletniho pracoVniho roztéku u spotrebitele.

Uvedené problémy odstranuje dvousloZkové &inidle pro enzymové stanoveni kyseliny mo-
cové na‘principu oxida&ni kopulace s enzymy urikasou a peroxidasou, vyznatujici se tim,
Ze sestdvd z vodného roztoku fosforednanového pufru pH 6;7 az 8,0 o koncentraci 50 a?

300 mmol/1 obsahujiciho 0,5 aZ 10 mmol/l 4-chlor-3-methylfenclu a z pevné enzymové smdsi
obsahujfci na 10 kU urikasy 30 az 100 ku peroxidasy, 0,1 a% 1,0 mol alkalické énli ky~
seliny hydrogenfosfore&né, 6 a? 66 milimold alkalické soli kyseliny dihydrogenfosforedné,
30 az 90 milimold 4-aminoantipyrinu, 0,3 a¥ 1,5 milimolt hexakyanoZeleznatanu alkalické-
ho kovu, 0,02 az 0,2 milimold poly-1,6-anhydroglukosy o molekulové hmotnosti 40 080 a3
120 000 g/mol a 0,1 a% 1,2 molu siranu alkalického kovu.
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DvousloZkové ¢inidlo podle vyndlezu je pfi teploté +5 ¢ stélé‘nejméné jeden rok. Roz-
tok enzym@ pripraveny rozpuiténim pevné enzymové smési ve vodé je za stejnych podminek std-
ly nejménd 14 dnd a kompletni pracovni roztok pripraveny smichdnim obou sloZek je v temnu
a chladu pri teploté +5 % stélf nejméng 48 hodin. .

Vysoké stability dvousloZkového &inidla, roztoku enzymd i kompletniho pracevniho roz-
toku je dsaZeno synergickym dinkem a presnym pom&rem ochrannych ldtek spolu s vhodnou
volbou derivdtu fenolu, jim? je 4-chlor-3methylfenol. DvousloZzkove ¢inidlo, ani kompletni
pracovni roztok nevykazuji za vySe uvedenych podminek zmé&ny, které by indikovaly rozklad
a které by zt&Zovaly nebo dokonce vyluEovaly pouZit pracovni roztok k analyze kyseliny mo-
Gové. V reakénim systému nedochdzi k spontannimu vybarvovdni vlivem oxidace 4-aminoantipy-
rinu nebo vlivem spontdnni oxidaéni kopulace mezi komponentami reakéniho systému kataly-
zované obvykle enzymem peroxidasou nebo hexakyanoZzeleznatanem.

DvousloZkové €inidlo a z néj pfipraveny pracovni roztok pfitom vyrazné potlacduje in-
terferenci bilirubinh a kyseliny askorbové. Tak napfiklad pfi stanoveni kyseliny moové ve
vzorcich obsahujicich bilirubin o koncentraci 10 az 170/um01/1 nebylo pozerovdno sniZeni
obsahu kyseliny mofové o vice neZz 1 %, pfi analyze stejnych vzork s &inidlem obsahujicim
jen zdkladni, pro reakci nezbytiné chemikdlie bez uvedenych specifickych stabilizatord,
tedy jen urikasu, peroxidasu, pufr, 4-amincantipyrin a fenol byl pi#i obsahu bilirubinu
170 /umol/l nalezen obsah kyseliny mofové aZ o 30 % niZs{,

Pti analyze vzorkd obsahujicich kyselinu askorbovou bylo nalezeno, Ze kyselina as-
korbovd az do obsahu 570 /umol/l séra také pozorovatelné neinterferuje p¥i stanoveni ky-
seliny modové. ProtoZe fyziologickd koncentrace kyseliny askorbové v séru je asi B85 /umol/l,
lze s dvousloZkovym Cinidlem podle vyndlezu analyzovat prakticky v8echna séra odebrand na
lagno a u pacientt s intenzivni 1é&bou vitaminem C vzorky sér po vysazeni vitaminové te-
rapie na dobu 24 hodin. Je tedy zfejmé, Ze dvousloikové €inidlo podle vyndlezu vykazuje
nejen velmi dobrou stdlost, ale soutasn& vyrazné potladuje vliv hlavnich ruivych ldtek
ze sérové matrice, bilirubinu-a vitaminu C, které jinak pfi analyze kyseliny moové in-
terferuji a jejichz vliv je nutné ndkladnym zptsobem eliminovat, napiiklad jiz zmin&nymi
enzymy bilirubinoxidasou a askorbatoxidasou. Dvouslofkové &inidlo pro stanoveni kyseliny
motové lze pfitom vyrobit jednoduchym zpGsobem a s vylouZenim ndkladnych a ebtiZné& do-
stupnych surovin.

Pfiklady provedeni

Pfiklad 1

a) Pripravi se roztok fosforegnanového pufru o koncentraci 50 mmol/l s pH 6,7 obsa-
hujici 0,5 mmol/l 4-chlor-3-methylfenolu.

b) Pfipravi se pevnd smés obsahujici na 10 kU urikasy 30 kU peroxidasy, 0,1 molu
didraselné soli kyseliny hydrogenfosforeéné, 6 milimold sodné soli kyseliny di-
hydrogenfosfore¢né, 30 milimold 4-aminoantipyrinu, 0,30 milimolG hexakyanoZe-
leznatanu sodného, 0,02 milimold poly-1,é6-anhydroglukosy o molekulové hmotnosti
40 000 g/mol a 0,1 molu siranu draselného.
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Priklad 2

a) P¥ipravi se roztok fosforednanového pufru o koncentraci 300 mmol/l s ph 8,8 obsa-
hujici 10 mmol/1 4-chlor-3-methylfenclu.
B) Ptipravi se pevné smés chsahujfci:

Urikasa : 10 kU

Peroxidasa 100 kU
Disodnd stl kyseliny hydrogenfosforeéné 1 mol
Draselnd stl kyseliny dihydrogenfosfore&né ' 66 mmol
4-aminoantipyrin . 90 mmol
HexakyanoZeleznatan draselny 1,5 mmol
Poly-1,é6-anhydroglukosa ' © 0,2 mmol
Siran sodny 1,2 mol

Pfiklad pouziti

Roztok enzymd

V 5,0 ml destilované vody se rozpusti navdzka pevné enzymové smési podle pFikladu 1lb)
nebo 2b) odpovidajici katalytické koncentraci urikasy 16 U Roztok enzym& je pii teplotd
+5 9¢ stdly nejméné 14 dnl.

Pracovni roztok :
Pripravi se smichdnim 5 ml roztoku enzym& se 100 ml roztoku pufru podle pfikladu la)
nebo 1b). Pracovni roztok je pfi teplot& +5 o¢ stdly nejméné 48 hodin.

Postup analyzy ,

Ve zkumavkdch se smichd S0 /ul vzorku (séra, standardniho roztoku kyseliny motové
nebo vody) s 1,0 ml pracovniho roztoku. Inkubuje se 10 min pri pokojové teploté a zm&fi
se absorbance vzorku a standardu proti roztoku s pracovnim roztokem s vodou v kyvete 1 cm
pfi vlnové délce 490 aZ 510 nm. :

PATENTOVE NAROKY

Dvouslo?kové &inidlo pro enzymové stancveni kyseliny moGové na principu oxidaéni kopu-
lace s enzymy urikasou a peroxidasou, vyznaéujicivse tim, Ze sestdvd z vodného roztoku fos-
fore&nanového pufru pH 6,7 aZ 8;8 o koncentraci 50 aZ 300 'mmol/l, obsahujiciho 0,5 aZ 10 mmol/
/1 4-chlor-3-methylfenolu a z pevné enzymové sm&si, obsahujici na 10 kU urikasy 30 aZ 100 kU
peroxidasy, 0,1 aZ 1,0 mol alkalické soli kysellny hydrogenfosforacné 6 a7 66 milimola
alkalické soli kyseliny dihydrogenfosforeéné 30 aZ 90 milimold 4- aminoantipyrinu 0,3 aZz 1,5
milimold hexakyanoZeleznatanu alkalického kovu, 0,02 aZ 0,2 milimolu poly-1,6-anhydroglu-
kosy o molekulové hmotnosti 40 000 a% 120 000 g/mol a 0,1 aZ 1,2 molu siranu alkalického kovu.
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