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kyseliny delta hydroxyhipurové v modi

Zipal slepého streva u 1idf s podezfenim na toto
onemocn&ni se maZe zjisfovat stanovenim prahové
koncentrace kyseliny d-hydroxyhippurové 10 mg/l
mote. Tato prahovd koncentrace se mize stanovovat
kvalitativné, semikvantitativneg nebo
kvantitativnd zpasoby zahrnujicimi HPLC, TLC,
radioimunozkousku, kolorimetrické zkousky, NMR,
hmotovou spektroskopii, elektroforesu,
zkougkymonoclon&lnich protildtek a enzymatické
zkousky .
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Zpisob zjiZtovéni zdpalu slepého streve mérenim koncentrace

kyseliny ¢’-hydroxyhippurové v mo&

Obf%% techniky

Vyndlez se tyké zpusobu zjiétovéni zdpalu slepého streva
u 1idi. Predevdim se vyndlez tyké zjistov.ni zdpelu slepého
streva ne zéklcdé chemické enslyzy moce 1idi, u kterych Je

podezieni na zépal slepého streve.

Dosavedni stey techniky

Vyznem vynélezu doklada skuteénost, Ze pil disgnostice
zdpelu slepého streva musi léke? Sasto odliScvet toto onemoc-
néni od jinych onemocnéni brisni & pénevni oblesti, Jsko Jje
cbdomindlni sortické sneurysms, pénevni zén&tlivé onemocnéni,
mimodilozni t&hotenstvi, protrZeny nebo perforovany viscus.
gestrointestindlni krvéceni, hemorrhagicka pencreetitis, per-
forovené diverticulum, vejetnikovy absces, Crohnove nemoc,
mesenterickéd sdenitickd intestindlni obstrukce, gastroente-
ritis, diverticulitis, vejetnikové cysta & . vajeéniko vejco-
vodové patologie.

Tekovato onemocn&ni éasto simuluji Bapel slepého streva
e léka?P nemé dssto pln& vyvinuty obraz, eby mohl spolehlivé
zépel slepého streva urdit; potvrzeni periumbilikélni boles-
ti po dobu slespon T2 hodin, migrece tekové bolesti do pravé-
ho spédniho kvedrantu nemocného pii teplot& 37,5 eZ 38,5 °c,
bFidni citlivost, biisni tvrdost, soustitedéni bolesti do pra-
vého spodniho biigniho kvedrentu, zjiéiovéni tvrdosti pTi
rektdlnim vySet¥eni. Zjisténi shore uvedenych diesgnostickych
indikeci naznsduje podezfeni, Ze u nemocného jde o zépal sle-
pého streva. Z mnoha hledisek jsou Cesto uriteén&j8i negetiv-
ni zjisténi nepoméhejici vylouéeni onemocnéni zépedem slepeého
streva. Z nejb&Znéjsi negativnich indikeci se uvédi sympto-
my pretrvévejici déle ne? 72 hcedin, lokslizece boléti v jiné
oblesti, neZ shora uvedenc, teplote pod 37,5 O rebo nad 38,5




O N 7
C & nepritomnost nechutenstvi k Jidlu,

Na ne8té&sti eni pocet leukocytd ani rentgenické snimky ne-
Jeou citlivé nebo specifické pro zdpel slepého stfeva., Kroms
toho dosud nebyly v; yvinuty spolehlivé chemické zkousky pro

zJi8téni zdpelu slepého streva., Froto se disgnostike zépeslu sle- »
pého streva provédéi vétdinou Jediné na z&kladé shore uvede-
nych klinickych vySet®ni. Proto velky rodet nemocnych se do- .

stédvé na operzéni sél pro exploretivni opersce, pridem¥ stred-
ni poéet mylych pozitivnich vySetfeni Je 20 %. Tento pomérné
vysoky: poéet chybnych diasgnos Je prijetelny, jeliko? Jje tre-
ba okemZitych zdsahl, aby se predeslo akutnimu onemocnéni, re-
Senému odnétim slepéhc stieva pro predchézedi jeho protrZend,
zénétu pobrisdnice, dlouhodobému onemocnini a dokonce umrtd,

Fodstatou vynélezu Je umoZnit 1lékedi porovnat skutednost
urc¢itych prahovych koncentraci kyseliny O~=hydroxyhippurové
s uréitym chorobnym stavem, zvldsti se zépelem slepého stre-
va. Tento poznetek je ddleZity, jeliko% kyselina & ~hydroxy-
hippurové se v té&le normélné vytvari v ni#s{ koncentreci.
K tekovému vytvéreni dochdzi pravdépodobnd hlevné konjugeci
orto-hydroxybenzoové kyyeliny /kyseliny selicylové/ a glycinu.
Enzymem, ktery tuto reskci ketelyzéje, Je glycin K-zcylesa a ,
z tohoto oznafeni vyplyvé, Ze jeho plsobeni vede k vytvéfeni 3
c¢etnych rdznych glycinovych konjugdtt. Proto je kyselina
@ -hydroxyhippurovd normdlni sloZkou mofe 1lidi, ele i rdznjch
Zivo¢ichd, Jeko nepiikled koni a ps8. 2Zjistila se také ve -
krevekém mléku., Na 2£4kled& té&chto poznatkl je pracovnikém v o-
boru jasné, Ze teto pozorovéni sema o sob&, neumofnuji zdvé- -
ny o zdroJji této slouceniny v moéi, nepPikled zde jde zcela o ‘
dietni zéleZitost nebo zda Je kyselina @<hydroxyhippurovéd g
zlésti nebo zcela endogenniho ptvodu. Nepfikled nékteré zs- .
kladni biochemické studie prokdzely, %e se orto-hydroxybenzo-
ové kyselina mlZe vytvélet acetdtmelondtovou cestou shikimo-
veé kyseliny. Je také dom&nka, Ze sloudenina mlZe byt odvozena
od tryptofanu.

Ve velké mire se studovalo vylucdovéni kyseliny g -hydroxy-

hippurové modi podédvénim selicylatud e/nebo podévénim samotné




& -hydroxyhippurové kyseliny. Je vSak mnohem omezenéjs8i sou-

bor znelosti se zietelem na fysiologické a patologické Z&very
nedmérného vywareni kyseliny 6 -hydroxyhippurové ve srovnéni

s menifestaci onemocn&ni nebo rozrudenych metgbolickych proce-
st. Nepitikled Jje znédmo, Ze se kyselina of -hydroxyhippurova

jak odfiltrovévé tek vylulujJe ledvinemi, pridemZ k sekreci do-
chézi, elespon v priped® psd, za Vvysoké koncengrace krve, zdé
se teké, Ze se skumuluje v kortexu fezd krdli¢ich ledvin.

7d4 se, %e tuto ekumuleci sniZuje hypoxia. Kyselina g -hyd-
roxyhippurové se meéni, slespon Géste&n&, zpét ne salicylét,

v pPiped® pst sniZje exkreci pera-zminohippuraiu.

P¥{tomnost nebo nepPfitomnost kyseliny & -hydroxyhippu-
rové v lidské modi se zetind spojovat s urcitymi specificky-
mi chrobnymi stavy. Toto spojovéni Je dobte shrnuto v lite-
retuie /nepiiklsd obecn& Clinicel Pharmacology end Therapeu-
tics 15, 2, str. 111 &% 117, 1974/. Neprikled se v tekové li-
tersture uvédi, Ze horedneté stevy obecné mzJi sklon sniZovat
vytvareni kyseliny (r -hydroxyhippurové, Cnemocnéni jeter vsak
obecn& nevyvolévé Zadné zmeny V exkreci kyseliny g -hydroxy-
hippurové. Na druhé strené musq%%keletéhi treuma a b¥idni o-
perece vedou ke zvySenému vyludovéni kyseliny g -hydroxy-
hippurové. ZvyébVéni exkrece kyseliny (I-hydroxyhippurové se
teké zjisfuje u pecientd s anemii 2 s chronickym treumatickym
muskuloskeletdlnim treuma. Zjistilo se teké, e levodopa a
methyl dopa zvy3uji exkreci kyseliny ¢ -hydroxyhippurové. U-
remidti nemocni vykezji zvySenou koncentreci v seru a v dia-
lytické kepalin&. N&kterd podrobnéjsi a doloZend pozorovéni
v literatufre, zemé&fené ns pomer O- -hydroxyhippurové/onemocné-
ni, Jsou uvedeng Vv ndsledujici litersture:

Horetka: Zjistilo se, Ze vytvéreni kyseliny g~-hydroxy-
hippurové ze selicylové kyseliny je znzén& sniZeno u o0sob
s hore&kou /Kepp. Z.M., & Coburn, A.F.: Urinary metebolites
of sodium selicylate, J. biol. Cham., 145, str. 549 g% 565,
1942/ .

Treuma: biPi%ni operece vedcu ke zvySeni vylulovéni kyse-
liny g—-hydroxyhippurové s modi & ke zvydenému vylutovéni hip-
purové kyseliny /Szumiel I., Chmielewska, I. & Minicki, J:



N-substituted peptides in urine in the postoperative period,
N-substituovené peptidy v moéi v pooperacnim obdobi, Bull.
Acad. Fol. Sci. /Biol/ 13, str., 565 a% 567, 4£565/. Zjistilo

se také, Ze mo¢ nemocnych se zévainym muskuloskeletélnim
trzume obsshuje zvySend mnoZstvi tohoto materidlu z endogen-
nich zdrojd. Tento vzrist je 2zvl4sté nédpsdny u jedincd se
Spatnym hojenim ran. V této souvislosti je zajimevé poznemenat,
Ze se salicyléty obecné& uvddéji do vztzhu se zpomelovénim ho-
Jeni ren. Rejsou vsek 24dné odpovidsjici udeje jskéhokoliv
moZného vlivu kyseliny  hydroxyhippurové. Av3ak existence
velxeho mnoZstvi kyseliny & -hydroxyhippurové neznadéuje piitcom-
nost Jjejiho prekursoru, kyseliny salicylové. Izké se zjis-
tilo, Ze kyselina salicylurové v priped& poddni se &dsteldné
hydrolyzuje na salicyléat.

23i8téni zvySené endogenni produkce kyseliny g~ -hydroxy-
hippurové u nemccnych po trsuma teké naznacuje, Ze zvySend ak-
tivita tyrosin-dopa-katecholeaminu se miZe meiit studovénim
exkrece moCi této slouceniny. Ve skutednosti se zvySend ex-
krece miZe vysvétlovet zdhadnym selhdnim pscienta se zévaZnym
chronickym trzuma vylucdovat zvysSené mnoZwstvi ketecholemini a
derivédtd VMA moCi. Ve skutednosti teto slouéenina mi@Ze indiko-
vat druhou slternstivni cestu katacholeminuvého metabolismu
/jiného ne? Jje indolova cesh/.

Anemia v d@sledku trsuma. Pecienti s chronickym trsuma-
tickym muskuloskeletdlnim zren&nim maji egenerstivni hemoly-
cikou anemii, kterd dosud nebyla pln& charekterizovéna. Kro-
m& jiného Jje znémo, Ze tekovi nemocni ztréci nscdmérné mnoi-
stvi Zelezs a2 médi prostfednictvim moe, coZ Je zajimava sku-
tednost se zretelem ns Jejich zvySené vylucovéni kyseliny
o -hydroxyhippurové, coZ je létka znémé k vytvéreni kovovych
chelédtt. Je vssk znémo, Ze tekovi nemocni vyluéuji jiné che-

l14totvorné sloudeniny ze vytvéareni kovovych chel&tl ve sve
moci.

Jeterni onemocnéni. Sni%ené vytvéreni kyseliny hippurové
& jeji sniZend exkrece se pozoruje u nemocnych s extenzivnim

perenchemetickym jaternim cnemocnénim, coZ plirozene vede




ke studiu vytvéreni { -hydroxyhippurové kyseliny a ke studiu
jeji exkrece u téchto nemocnych. Mnozstvi vyluoveni sloude-

niny po podéni aspirinu tazkovym nemocnym je normélni nebo
nizké. V piipadé psd s portocevélnimi zdsahy se vyluuje mo-
¢{ sni%ené mnoZstvi salixylurové kyseliny.

Hypertense. oxkrece kyseliny {~ -hydroxyhippurové Je
zprevidla norméni u jedincl s hypertensi, u nikterych Jednicu
miZe vdak byt mirné zvySena nebo sniZensz.

L-dopa & methyl dopea. Doddni methyl dopa semifkém elbint
krys zptsobuje zvysené vyludovéni kyseliny o -hydroxyhippuro-
rové modi; vsek podéni drogy v terspeutickych dévkach Zenam
& mubGm nem& tento vliv, Fripomind se teké, Ze podle Jjinych
studijnich preci vzorkd mofe nemocnych jedinct, kterym bylo
poddno L-dope pro perkinsonismus, se ve vét3iné pripedd zJjis-
til obseh v&t8iho mncZstvi sloufenin s chrometogrefickymi a
fluorescenénimi vlestnostmi kyseliny<7“—hydroxyhippurové a
pribuznych sloutenin /ilrschule, M.D., & Hegedus, Z.L. -
hydroxyhippurové /alicylurové/kyselina, Jeji klinicky & £y-
siologicky vyznam, Clinicel Fhremacology end Therspeutics,
15, 2, str. 111 82 117, 1674/«

Downtv syndrom. D&ti s Downovym syndromem meii sbnormal-
ni selicylétovy metsbolismus. Po podani aspirinu se ho véZzZe
nedmérné mnozstvi v bunksdch Gervenych krvinek & mnohem nizsi
koncentrsce v plasmé. Po podéni aspirinu je vyludovéni o--hyd-
roxyhippurové kyseliny esbnormélné nizké moci.

Ureme. U nemocnych ledvinovou nedostetednosti se zjisti-
lo zvySené mnoZstvi kyseliny hippurové v t&lesnych kepelindch.
Zvy8ené mnoZstvi se teké nelezlo v jejich seru a také v Jje-
jich dislyzovené kepaliné. Je domnike, Ze tato zvySené koncen-
trace je zodpovidlnd ze nékteré projevy uremie. guk’ Je
tento uzévér oprévnéng, zdctévé k prozkouméni. Aviek odstra-

néni zéveiného mnozstvi sloudeniny dislyzou vede Kk vysvétleni
zéhadnych ztrét Zeleze pii dislyze, jeliko% sloutenina Zelezo

a1

véZe.



Pheochromocytoma., Je znémo, Ze nemocni pheochromocytoma,vy-
luduji velkd mno¥stvi katecholemind zviek jen normélng Tnozst-
vi kyseliny g0“-hydroxyhippurové.

Je nutno poznemenat, e se v literstute JeSt& neobjevilo,
enl se nenavrhovsalo vyuzit pritomnosti kyselinyg~-hydroxyhippu-
rové pro diagnostiku zépelu slepéheo streva. vek JiZ bylo uve-
deno zjistovéni zépalu slepého stifeva se provédi toliko na
zékledé klinického vySetfeni, pricdem¥ Jje gz literstury znéma,

Ze dochédzi k Cestym Klemnym pozitivnim vysledk@m , Semotné
klinické zkoudky nejsou tedy spolehlivé. Eyla by tedy velmi
zédouci chemickd zkouska, kterd by byla Jek vysoce ciitlivé
tak vysoce selektivni a tak mimotf&dn& vhodné pro disgnostiko-
véni zédpalu slepého stieva.

Podstate vynédlezu

Podsteta zplsobu zjistovéni zépelu spepého stieva spodi-
vé podle vynédlezu v tom, %e se od jedince s podezienim na z&-
pal slepého stfeve odebere vzoreck modi s zjié{uje se v ném
koncentrace kyseliny s -hydroxyhippurové, piridem? obszh ales-
pon pribliZng 10 mg/l indikuje zdpal slepého stieva u vySe-
trované osoby. '

ZpUsob podle vyndlezu je tedy zaloZen na kvelitetivnim a
kventitativnim stenoveni urditého preshového mnoZstvi kyseliny
0"-hydroxyhippurové v mo€i a/nebo v krvi jedincd s podezie-

nim nz zépal slepého streva. Naprikled prahovéd koncentrace
kyseliny g -hydroxyhippurové joznadované b&Zné také Jjeko ky-
seliny orto-hydroxyhippurovd kyselina/ v modi Jedincd grpi-
cich zépelem slepého st¥eva je alespon piibliZn& 10 mg/l. Te-
kovéd koncentrzce se mi¥e zjistovat riznymi kventitetivnimi, f
polokventitetivnimi nebo kvslitativnimi chemickymi zpusoby. '
Obzvléasté vyhodnymi zplisoby pro provédéni tekového zjis-
tovéni podle vyndlezu jsou chrometografie v tenké vrstva
/"TLC"/ a vyeokotlekd kapalinovéd chromstografie /"HFLC"/.
Podle zv1&3t vyhodného provedeni vynalezu se za preshovou
koncentreci miZe poveZovet koncentrace, které poskytuje ur-




gité, dsle popsené, empirické indikace tekovych koncentraci,

kdy% se mo& podrobuje urditym procedurém chrometogrefie v ten-
ké vrstvé. NejuZitedn&js8i z techto indikaci empirickych je ob-
jeveni modré fluorescenéai skvray /pfi vizuélnim pozordvéni/
pod zdrojem ultrafialového svétla pri 250 2% 360 nm a/nebo
produkce vizualné pozorovatelné zebarvené skvrny, kdyZ kyse-
lina. O~-hydroxyhippurova reeguje s rdznymi ionty vytvérejici-

mi berevnou reakci, jeko Jsou ionty Fe' T avCu++. ‘zto kon-
centrace kyseliny G -hydroxyhippurové 10 mg/1l je klinicky pro

zépal slepého stieva prezkousena & osvédéila se.

Tro zjidtovéni kyseliny Gf;hydroxyhippurové v lidské rio-
¢i byly vyvinuty je3té& delsi empirické chemické zkouSky pro
z3i8t&ni Jjeji pritomnosti 1 jeji koncentrece, pFriemz se ta-
kové zkoudky mohou provédét také pro zjidténi Jeji pritomnos-
ti v lidské krvi, pridemZ tyto zkousky bude ddle jedté pod-
robn& popsény. Nejvyhodnéjsi a nejspecifidt&j81 z téchto em-
pirickych zmouSek moCe pecientd je predevsim extrekce kyseli-
ny O -hydroxyhippurové a pak Jeji bhromatografie v tenké
vrstvé /"TLC"/. Nekonec se miZe pouzit vizualniho hodnoceni.
Vizudlni hodnoceni se s vyhodou provadi ze pou?iti ultrafia-
lového svétla nebo se provédi berevné reckce ke zgisténi,
zdali je barevnd skvrna se svym retenénim faktorem /rf/ srov-
natelnd nebo Jje nesrovnatelnd se zndmou &istou standerdni

& -hydroxyhippurovou kyselinou. Pr{itomnost tekové skvrny Je
zv1&ste uiiteénym.indikétorem-pfitomnosti kyseliny ¢~ -hyd-
- roxyhippurové v koncentreci alespoﬁ 10 g/1, coz je indikativ-
ni ns zépal slepého streva u jednince s podezPenim ne toto o~
nemocnéni.

Vysledky rychlejsi aviek méng specifické indikelni barev-
né reskéni zkoudky, kierd bude dale porsédna, se mohou pouzit
k doloreni vztehu k zépalu slepého stteve .,PPi vyhodném pro-
vedeni zptsobu méd teto barevnd reekcni zkoudka povahu pred-
b&iné zkousdky, nsdei se provadi exatn&jdi forms zkoudky - /pii-
pomind se, Ze nepritomnost barevné reskce Je rovn&Z jeko ta-
xovéd, velmi uZiteénym negetivnim indik&atorem zépelu slepého
streva/.



Na zgkled& pritomnosti kyseliny ¢’ -hydroxyhippurové ve sha-
ra uvedeném mnoZstvi nebo ve vy88im mnoZstvi neZ 10 mg/l
/které je poveZovéno ne prehovou koncentreci/ jezkoZto indika-
ci zdpelu slepého streva Jsou zaloZeny jek kvalitetivni tak
kventitativni identifike&ni zpisoby. JakoZto dzl3i tekové in-
dikeéni postupy se uvédsji:

vysokotlakd kepalinovy chrrmetogrefie /"HPLC"/
hmotové spektrometrie /st /
vysoce rozliSoveci hmotové spektrometrie /"HRMS"/
plynovéa chrometografickd hmotovd spektrometrie /"GCMS"/
nukleérni msgnetickd resonznéni spektrometrie /YNER"/
ultrefielové absorpéni sv&telnd spektroskopie /uun/
fluorecenéni spektroskopie

infrecervend spektroskopie /"IR"/

spektrofotcometricksd kolorimetrie
. porovnéni s barevnym standardem
monoclonélni zkouSky protilédtek
refioimunozkousky

enzymatické zkousky
elektroforeza,

Vynélez bliZe objasnuje nésledujici podrobny popis s pri-
pojenymi obrazky: na obr. 1 Jsou stupné a zsfizeni pro provi-
d&ni procedury A, sestdvejici ze dvou stupnd; na obr. 2 Jsou
stupné & zarizeni pro provadéni procedury A, sestdvajici ze
dvou stupnt /A a B/.

Zplsob podle vynélezu se mlZe provédét rlznymi vyhodnymi
postupy. Nékterd vyhodné provedeni zehrnuji chemické zkousky,
jinéd jsou spi8e epareturni /nepiiklad zkuSebni zarizeni/ dob-
e vhodné pro provddéni uréitych vyhodnych chemickych postupil.

Prikledy provedeni vynalezu

. 2 , . s ¢
Vy¥hodny zpusob stenoveni kyseliny g=hydroxyhippurove primo
v moli za pouziti oxidu kiemif¢itého s ilonicky vézenym trog-
mocnym Zelezem

byl vyvinut obzvlésté ulinny zphsob zlepsSeni reakce




barevné s trojmocnym Zelezitym iontem 2z& vyuZziti kyselé pova-
hy povrchu silikagelu. Citlivost & selektivite a intenzita té-
to barevng reskce se miZe do urdité miry ridit hodnotou pH,
rozpoudtédlovym prostredim & koncentreci Zelezitého ilontu

v roztoku. Nekonec se vyuzivd fixece Zelezitého iontu na po-
vreh oxidu kfemiditého & cxidu kPfemi¢itého k doddni kyselosti
vzorku modey Vysledného meteriglu se méie pouzit jekocZto vol-

né tekouciho présku nebo jakoZto povleku ne pevné podloice @
mi%e se ho pouZivat ve formé zkuSebnich péskd nebo pepirki.
Jeko¥to jiné nosidové meteridly se uvédeéji vedle oxidu kiemi-
¢itého CelitR, hlinke, oxid hlinity a/nebo Yéruvzdornéd cihle.

Vyhodny zpdsob pro priprevu oxidu kiemi¢itého vézsjiciho Ze-
lezité ionty

Razpusti se 40 g hexshydrétu dusicnanu Zelezitého ve 40
ml 25% chlorovodikové kyseliny a prozvuduje se po dobu 15 mi-
nut. Fek se do roztoku dusidnenu Zelezitého pomelu vmiché
100 g oxidu kremi&itého a% do ziskéni volng& tekouciho présku.
Zprecovéni povrchu oxidu ktemid¢itého chlorovodikovou kyseli-
nou pred pridanim do roztoku dusicnenu Zelezitého sktivuje
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povrch hydrosolu k ionickému vézéni Zelezitych skupin.

N~ s

Vyheodny zplsob detekce kyseliny'er%hydroxyhippurové p¥imo v modi

Pro udely této zkoudky se mol peciente s podezlfenim na
zépal slepého stleva pouzivé primo, to znamené, %e se kyseli-
na @ -hydroxyhippurové pred zkouskou z moée neextrehuje.
Reskéni &inidlo - 10C mg oxidu ktremiditého s vazenymi Zele-

zitymi ionty v 1 ml fiole
zplsob detekce - pozorcvéni barvy

Fostup

Vnese se pribliZn& 200 mikrolitrd mode do 1 ml mnoZstvi
oxidu k¥emiéitého s vézenymi Yelezitymi ionty ve ficle. Fic-
la se protfepe & necha se ussdit po dobu dvou minut.
Vysledky

carevnd zméne horni vrestvy kapeliny 2 nermélni mocCe
ze sv&étle ¥luté ne ruZovou, cervenou nebo fislovou indikule

vysokou xoncentreci fenold & zv1&steé kyseliny G -hydroxy-



hippurcvé, coZ je Jako tekové indiketivni pro zépal slepého
streva. Mnohem dGleZit&jsi v piipadé této nespecifické zkous-

ky je, kdyZ nedojde k Z4dné barevné zmén€, coi vylucuje zépal
slepého streve. Této berevné zmény se nejlépe vyuzivé p¥i po-
rovnéni vysledku bud s bsrevnou srovnivecd destidkou nebo

.8 pozitnimi nebo negstivnimi znedkovedi.

Frecovniku v cboru Jje Jesné, Z%e Jje moZno pou?it mnohs dal- -
Sich zplsobl k detekci minimdlni pritomnosti e popripedé ke
mnoho presnéj8imu stenoven# koncentrzce kyseliny o -hydroxy-
hippurové v modi. Tek se mlZe pouZit vysokotleké kepelinové
chrometografie /"HPLC"/, chrometografie v tenké vrstve /"TLC"/
plynové chrometografie /"GC"/ & jinych chrometogrefickych
technik, jekoZ teké mltrefislové /"UV"/, infrelervené /"IR"/
a viditelné spektroskopie, nukledérni mzgnetické resonance
/"NMR"/, hmototvé spektrometrie /GC/hmotové spektrometrie,
specifickych impregnovenych zkuSebnich pepirkd, reckci ba-

’

revnych zmén, monoclonélnich protildtek, rsdioimunoczkoudek
enzymi, elektroforesy a/nebo kombinace tEchto postupd pro
detekei minimélni koncentrece kyseliny g--hydroxyhippurové
/nepriklad 10 mg/l nebo vice mg/l/, kteréd Jje ve vztazhu k zé-
palu slepého streve., Ze shore uvedenych zplsobd Jsou kapali-
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nové chrometografické zplsoby /neprikled HPLC a TLC/ nejvy-
hodnéjsimi pro presné steanoveni a selektivni méfeni koncen-
traci kyseliny & -hydroxyhiippurové, co? je duleZité pro po-
souzeni stavu nemocného; Je v38ak také nutno pripomenout,
Ze svételné spektrofotometrie & zplsoby,zeloZené na barev-

né zméné, davaji rychlejsi av8ak mén& selektivni vysledky.

Jemnéjdi podrobnosti téchto a daldich wyhodnych speci-
fickych zplsobi, kterymi se miZe kyselina ¢~ ~hydroxyhippuro-
vé, JekoZto sloZke vzorku mole identifikovet a kvantiteativné
stanovit, spolu s nékterymi representetivnimi priklady pro-
vedeni téchto technik se zIetelem ne nékteré z téchto ana-
lytickych pouZivenych zpisobl, vyndlez JeSté bliZe objasni.

mnxtrekce pevné féze

Jeliko? je kyselina ¢ -hydroxyhippurové JekoZto sloZka




vzorku mode v roztoku s komplexni metrici bilkovin, soli a Ji-
nych sloucenin normélné obsaZenych v moéi, Jje Zédouci chemic-
ky tuto sloudeninu extrazhovet ze minimélniho mnoZstvi zne-
gisfujicich létek. Jekkoliv ddvaji vynikejicl visledky b&Zné
zplsoby rozpoust&dlové extrekce ze pouziti chemickych systé-
md, jeko Je diethy{Jethen a butenol zs nestaveni hodnoty pH,
je pouZiti zjednoduSené extrekce do pevné féze rychlejsi a
&ist3i. Jekorto dva prikledy tekovych chemickych extrekeci se
uvddsji pouziti C18 oxidu k¥emigitého, pridem? podle prikla-
du /A/ se pouzivé kyseliny or-hydroxyhippurové ve vodném pro-
stredi 2 podle prikledu /B/ se pouzivé nosidld kyseliny s -hyd-
roxyhippurové v methanolovém prostiedi. Uréitéhe extrekéniho
zpisobu se miZe pouZivat v zdvislosti na Z&deném nosilovém
prostiedi potrebném pro daldf anslyticky stupen. Zkouseji se
i jiné vézajici féze, jeko Jsou kretdi aslkylové postrenni Te=-
tézce jekoito féze vyuiivejici jonexové schopnosti jeko

NH, , CN & jinych skupin s obecné& stejnym Uspéchem zs pouZiti
mirng& odlidnych eludnich rozpoustédel, znémych ze stavu tech-
niky.

Prikled A
Extrekce modi do vodného rozpoudtcdle

viko¥to slabé kyseliny vytvéareji fenoly soli se socdikem
a2 s jinymi alkslickymi kovy velmi snadno pri hodnoté pH 2 ne-
bo 3 jednotek nad jejich pKe. Tyto soli Jsou ve vodé velmi dob-
¥e rozpustné, tekZe se ve skuteénosti nezedrizuji ve sloupci
vypln&ném C18 oxidem kremiditym. Froto se ionizece potladuje
pufrovéanim moci na alespon 2 aZ 3 pH jednotky pod Jejich pKa.
Sloutenina se pak zachycuje ve sloupci.

Pro objesnéni tohoto jevu se provéad&ji ndsledujici ex-
trakce:
1/ Fouzije se C18 oxidu k¥emic¢itého v extrekéni trubce
obsahujici 100 mg meteriglu.

2/ Slouec se premyje 1 ml methznolu & pek 1 ml vody.

3/ Okyseli se 1 ml vzorek moce bud 104 /ul koncentrcvené
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kyseliny chlorovodikové nebo 100 mg kyseliny citronové ne-
bo pridénim ionexové pryskyrice & neché se stét po dobu
pribliZn& dvou minut. Ckyseleng mod se pek vede predem kon-
dicionovancu extrskéni trubkou obsghujici 1 ml C18.

4/ Frubke se pak promyje 1 ml vody & promyveci kspalina se
VyhOdi .

5/ ligteridl se pek eluuje 1 ml octenu sodného jekoZto pufru :
o koncentraci 0,05M, hodnote pH 6,0 /mi%e se pousit Jeké-~
hokoliv jiného pufru o hodnoté pH nsd 545/

»luéni kepsline Je pro oli bezbervéd & zluty e hnedy pig-
ment molilzdstel ve sloupei, tek¥e neznedistil eluent.

Fri zkousce na ziskéni a koncentreci jsou dostetedné a
typické prikledné hodnoty, jek dcle uvedeno. Selicylovd kyse-
line vykszuje teké velmi podobné hodnoty, coZ lze Jjen olekd-
vel pro podobnou stukturu.

Ziskéni kyseliny g -hydroxyhippurové je nésledujici:
Bluéni objem % ziskéni Celkové ziskané prowento

1 ml 47,0 % 1.0 %
2 ml T 24,6 % 71,6 % ;
3 ml | 10,7 % 82.3 :
4 ml 6,5 % 88,8 %

Poznémka: PouZiti rlGznych pufrd pH nebo koncentrece se zd§,
Ze méd mely vliv na ziskdni., Studium kyseliny szlicylové pos=-
kytuje podobné vysledky.

Priklsd B
Bxtrekce mo¢i do methsnolu
Za pouZziti nepoldrni extrekce & pri uveze, Ze Jsou feno- ;
ly slabymi kyéelinami se ionizace potleduje pufrovénim moéi i
ne zlespon 2 a¥ 3 jednotky pod jeji hodnotou pKs. Sloudenina
se pek ziské kolonou plnénou oxidem kiemicitym C18.
Provede se nasledujici extrekce:
1/ FouZije se extrckéni trubky s oxidem xremicitym C18 obsshu-

Jici 100 mg tohoto meteridlu.
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2/ Sloupec se promyje 1 ml methenclu & pak 1 ml vody.

3/ Ckyseli se 1 ml vzorku mocle bud koncentrovenocu kyselinou
chlorovodikovou v mnoZstvi 100 /ul nebo 100 mg kyseliny
citronové nebo pridénim ionexové pryskviice, neCeZ se ne-
ché stét po dobu dvou minut. Ckyselenéd moé¢ se pek vede ple-
dem kondicionovznou extrakéni trubkou s 1 ml Ci8.

4/ Trubks se pak promyje 1 ml vody & promyvaci kapelina se
vyhodi.

5/ lMzteridl se eluuje 1 ml methenolu.

Berve eluovené kepaliny Je od bezbarvé po Zlutou eZ hné-
dou. V priabéhu procesu se néco mofového pigmentu ze sloupce
odstreni. FPi zkouice na kyselinu ¢ -hydroxyhippurovou je cel-
kové ziskené procento 95 &% 100 %. I v tomto pripad¢ Kyseli-
ne selicyklovd vykeszuje velmi podobné hodnoty, coZ bylo lze o-
dekdvet na zékled& podobné struktury.

Chromatogreifie v tenké vrstvé

Chrometogrefie v tenké vrstvé je pravdépcdobné nejsned-
n&jsim kvelitetivnim zplisobem identifikece prahovych koncent-
raci kyseliny @ -hydroxyhippurové v moli pecientd s podezle-
nim ne zépel slepého stfeve. Tenkd vrstva oxidu kPemiéité-
ho bud na skle, kovu nebo plestické hmot&, s vyhodou bez
jekéhokoliv indikétoru fluorescence se norméln& pouzivéa ad-
koliv pepir & pegr napustény oxidem kfemiditym ddvaji podob-
'né vysledky. Pripomind se, Ze se pouZivé Eerstvych vzorkd mo-
e & s vyhodou pred zmrezenim. Kisto vzorkd mole nebo vedle
nich se teské miZe pouZivet vzorkd krve.

Zplisob

Ne povrch desky se nanese skvrna 1 ai 5 mikrolitrd metha-
nolového extrektu vzorkd mode, ziskenéhno pouZitim extrezkéni-
ho zpdsobu /E/, shore popseného. Deske se pek vyviji ze po-
uziti vzestupné techniky s eludnim rozpoustédlem jakcZito mo-
bilni fézi obsshujicim jéden A1l ledové kyseliny cctové a S9
dild ethylecetatu.



Detekce se provédi jednim ze dvou zpusobt:

e/ pcuZije se ultrefislového svitla 25C a¥ 350 nm, ¢imZ se vy-
tvori modréd fluorescenéni skvrna nebo

b/ deske se postrikd nebo ponori do roztoku dusidnenu Zelezi-
tého v methenolu k vyvoji dervené skvrny.

Vysledky
Vysledky chrometografie v tenké vrstvé ze téchto podminek .
odheluji skvrnu s retenénim fektorem /Rf/ pribli¥n& ¢,4 pro
kyselinu &=hydroxyhippurovou & 0,6 pro kyselinu salicylovou.
VZzdy se provadi zkoudks s destidkou se stenderdem &isté ky-
seliny 6 -hydroxyhippurové pro posouzeni Jakékoliv mendd
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zmény v mobilni f&zi nebo ve slofeni oxidu k¥emiditého. Tem-
to zvlaStni rozpoustédlovy sygtém odddluje kyselinu hippuro-
vou, kyselinu Q--hydroxyhippurcvou s kyselinu salicylcvou.
Jinych systéml se pouZivé pro oddéleni Jinych moZnych nedis-
tote.

Analyza vysckotlezkou kepaslinovou chremetografii

Vysokotlekd ke
ce vghodnd kventitativni chrometogrefickéd metoda pro stznove-
ni prahové a vysSSi koncentrace kyseliny O -hydroxyhippurové i

palinové chromatografickd enelyza Jje vyso-

v moél nemochnych s podezfenim ne zadpal slepého stieva.

Vzorky moéi, s vyhodou Cerstvé a nezmreZené Jsou zpravid
la vhodné pro toto stenoveni i kdyZ se teké podobné miZe pou-
zivet vzorkd krve, JelikoZ Jje tentc zplsob kventitativni a
nékteri nemocni vykazuji koncentrasci nad 2 g/l, mlZe teplota
skladovéni moCe pod 4 °C zplisobit u vzorkl s tek vysokou kon-
centraci kyseliny o -hydroxyhippurové, Ze dojde k vysrdZeni
z roztoku a tek k niZ3im hodnotém pri stenoveni.

Precovnik v ovboru rovn&Z posoudi vhodnost pouziti riz-

nych zplsobd stenoveni, eby se v deném pripsdé vidy dosahlo 5
co nejvEtdi citlivosti a selektivity. Fro delsi vySetreni ne- 4

mocného Jje moZné monitorovéni se zretelem na specifickou dél-
ku vln, fluorescenci, elektrcchemické a hmotové stenoveni.

Zptsob
PouZivd se 5 &% 25 mikrolitrd extrektd vzorkd mole,




-15 =

ziskanych shore popsanymi zplsoby, & tyto vzorky se zavadéji
do systému vysokotlaké kspalinové chromatografie HPLC za né-
sledujicich podminekt

rozpoustédlo

rychlost toku

50 % methenolu a 50 % fosfatového pufru
0,01M o pH 2,3
1 ml/min

sloupec C18 Apex oktedecyl

rozmér 5/um 15 cm x 4,5 mm, vnitfni primér
teplote 20 °c |

detektor UV pri 236 a/nebo 300 nm

Vysledky enalyzy HPLC se kventifikuji za pouziti mnoha-

bodové kalibrece
koncentraeci 1 a% 2000 mg/l.

e ziskd se dobry linedrni souhlas v oboru

Za téchto podminek se objevi pik

s dobou retence 3,0 minut s sbsorbanénim spektrem odpovidaji-
cim kyseliny & -hydroxyhippurcvé. Podobné sepersce se dosdhne
mezi v3emi interferujicimi sloudeninami, jeko je napiiklaé
kyselina hippurové, kyseline selicylové a rGzné jiné fenoliic-

ké slouceniny.

Toho Jje zapotfebi ke sniZeni mylnych hodnot

v disledku podéni selicyldtu.VSechny identifikece sloulenin
e retendni doby se hodnoti za pouziti ¢istych znémych sten-
dardd. Dale je uveden piikled ziskanych hodnot z HPLC stano-

veni pro typicky vzorek pacienti:

Ref Kyselina & ~hydroxyhippurové Kyselina Vysledek
- selicylové chirurgie
mg/l mg/l
138 T43 ' 16 +
151 : 1393 0 +
143 1609 43 +
152 159 0 +
187 524 45 +
196 255 22 +
136 G2 0 +
139 642 460 +
197 56 <10 +
148 331 0 +
145 0 0 -

140 ¢ Y
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Ref Kyselina #'-hydroxy- Kyselina Vysledek

hippurové salicylovd chirurgie
mg/1 mg/1
194 €45 0 +
142 0 0 -
199 0 0 -
147 0 0 -
136/2 20 43 +
149 0 0 -

Tyto vysledky Jasn& doklédaji vzteh prehové koncentrace
kyseliny & -hydroxyhippurové k zédpelu slepého streva, ktery Je
doloZen chirurgicky.

Reekce k ziskéni besrevného derivétu

Se zretelem na fenolické charekteristiky kyseliny o -hyd-
roxyhippurové byl vyvinut zplsob k vyvoldni reskce s barev-
nou zmé&nou ke zviditeln&ni extrshovené kyseliny o -hydroxyhip-

T

purové, ﬁvahy Jsou zaloZeny ne skutednosti, Ze Fe3+++ a Cu
a Jiné kovové soli se jiZ dlouho pouZiveji pro detekei biolo-
gickych slouenin, zv1&3t& fenoll = enold /a teké nékolika
emind/ na z8kled& vytvéreni komplexnich Zelezitych fenoxidd,
Komplex se vytvori pomoci elektronf, které jsou schopny de-
lokalizace na aromatickych jddrech. Produkovand barevni zmé-
ne od zelené k purpurové zévisi na typu fenolu. Tento typ re-
ekce, jakkoliv je citlivd, neni specificky pro urditou feno-
lovou skupinu, tskZe se stenovi vSechny potencidlné remktiv-
ni materidly /nikoliv tedy jeden urdity specificky materidl/.
Prikladné se uvéadi:

Metabolit. Z23ji8tény stav

fenylpyruvat fenylketonuria
p-hydroxyfenylpyruvét tyrosinemia

imidazolpyruvit histidinemia

rozvétvené ketokyseliny javorovy sirup v chorobné modi
S>-hydroxyindoloctové kyselina kercinoid

salicyléty toxicita

fenothiaziny toxicita

Pro pochopeni tohoto mechanismu se uvédé€ji nasledujici

spektrofotometrické a barevné srovnévaci zplsoby:
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Berevné reskce primo s moci

Pro uG&ely této zkoudky se pouzivé primo moli jedince s po-
dezfenim na z&pal slepého stieva, prilemZz se tato mol pred
zkoudkou nepodrobuje extrakci.

Rezkéni ¢inidlo: 3M roztok hydrstovaného dusilnenu Zelezitého
v 3M chlorovodikové kyseliné a vodé

detekce: UV-VIS spektrofotometr Hitachi U2000 a pozo-
rovéni barvy

Zpusob

Do 1 ml mode se vnese U,1 ml reaskiniho ¢inidla & vizudl-
né se pozoruje barevnéd zména. Fro hodnoceni m&reni absorbance
se voli 40C e% 900 nm a vypodte se nédsledujici polokvantita-
tivni hodnoceni po posouzeni normélni mole. Pokud Jje odelte-
ni ebsorbence v&tsi ne¥ 2,0, pek se vzorek mole ziredd 1 dil
mode ne 10 dfld vody a pro vypolet se pouzije odpovidejiciho
fektoru. Konstruuje se kalibra&ni kPivka pridénim znémého
mno%stvi kyseliny g -hydroxyhippurové do normélni moce, kte-
réd je lineérni eZ do 300 mg/l. Do téhoZ stendardu se pridéd
mnosstvi reskéniho éinidle pro vytvoreni standardni Tady pro
barevné porovnavéni. Vysledky takovych zkouSek se fotografuji
a pouZivé se jich pro berevné srovnévani zkousenych vzorkd
pro stanoveni prahové koncentrace kyseliny g -nydroxyhippu-
rové.

Vysledky

Jeliko? nejde o specificky zplsob, zaznamendvaji se vel-
ké rozdily v pripadé HPLC stanoveni a rozdily vypo&tu vySet-
fované mode. Hodnoty pfi tomto zpisobu jsou mnohem vy88i, Je-
1ika? se na celkovém vysledku podilejf vSechny reaktivni ma-
teridly. Zalstuae se dobry vztah mezi hodnocenou mo&i /w&t-—
81 ne? 500 mg/l/ a odpovidejicim vzristem absorPee: -
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Ref Eom%r Abs. Konc., barevng Vysledek
redéni 620 nm mg/l zména  chirurgie

OHHA 1:1 v,620 316 ano

NORM 121 9,238 0 ne

138 10:1 0,295 1371 ano +
151 10:1 0,750 3671 ano ¥
143 1021 0,667 3303 eno +
152 121 0,553 159 eno +
187 10:1 0,272 1255 ano +
196 121 1,281 5217 ano +
136 1:1 0,456 110 ano +
139 10:1 0,597 2898 ano +
197 1:1 0,815 292 arno +
148 1 0,714 241 ano +
145 121 0,162 Q . ne -
140 121 1,047 409 . ano -
194 1:1 0,648 207 ano +
142 1:1 0,346 32 ne -
199 1:1 0,756 262 ano -
147 1:1 U,211 -0 _ne -
136/2  1:1 0,474 119 &no +

Jakkoliv je méFeni absorpce pii specifické vlnové dél-
ce presnym mérenim, komplexni povaha vytvéfeni barvy v pripa-
dé mnoha raznych sloZek, obsaZenych v modi, vede k nepresnos-
tem. Fozorovani berevné zmény a nédsledné porovnani se stan-
derdy nebo s barevnou tabulkou poskytuje lepSi vzteh k pri-
tomnosti vysokych koncentraci kyseliny o~hydroxyhippurové.
Neprikled barevnd zména od normdlni svétle Zluté moce k ri-
Zené, Cervené nebo fialové barvé indikuje vysokou koncentra=-
ci fenolickych sloudenin, coZ miZe byt indikativni pro zépal
slepého streva. NMnohem dileZitéjsi pri této nespecifické me-
todé Je skutelnost, Ze Z&dnéd barevnd zména vyluduje zapal

slepého streva.

Barevna reskce v pripadé extrahovené mocle

Pro ulely této zkoudky se mo¢ Jedincl s podezrenim na zé&-

pal slepého streva extrshuje zpdsobem podle odsteavce /B/. Fro
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tuto zkouSku se pouZzivéd 1 ml vzorku methenoluvého extrsktu.

heekéni ¢inidlo 2% roztok hydratovaného dusiénanu Zelezité-
ho v methenolu

Detekce UV-VIS spektrofotometr Hitachi U2000 a foto-
metr k pozorovéani bervy

ZpGsob -

Do 1 ml methanolového extrcktu mode se vnese (,1 ml re-
akéniho ¢inidla a vizuélnd se pozoruje barevnéd zméne. Fro
hodnoceni méreni absorbance se voli 400 2z G00 nm a vypocte
se nésledujici polokventitativni posouzeni po posouzeni
normélni mole., Fokud je odecteni sbsorbance vét3i nei 2,0,
pek se vzorek mofe z¥edi na 1 dil moCe na 10 dild methanolu
a pro vypoéet se pouzije odpovidejiciho fektoru. Lonstruuje
se kelibraéni kiivke zredénim zndmého standsrdu kyseliny
G -hydroxyhippurové, kterd je linedrni aZ do 600 mg/l. Do
téhoZ standardu se pridé mnoZstvi reskéniho &inidla pro vy-
tvoreni standerdni tfady pro bearevné porovnévani. Vysledky ta-
kovych zkouSek se fotogrefuji,a pouZzivéd se Jjich jekoZto pris-
slusSné ¢&ésti barevné tebulky.

Vysledky

Fodobn& jeko v pripad& piedchoziho zplsobu jde o nespeci-
ficky zplsob & zeznamensdvéd se Feda rozdild od stenoveni zpl-
sobem HPLC a od primych vypo¢tl moée, Hodnoty jsou obecné vét-
81 ne¥ pri zplsobu HPLC avdek men3i neZ za pouZiti primo mo-
de. Je to proto, #e na vysledku stenoveni se podileji vSech-
ny sloky moée. Ve srovnéni se stenovenim za primého pouZi-
t{ mo&e jsou vysledky mnohem ni%¥$i v disledku semiselektiv-
ni extrskce. Je dobry vztah s vysoce koncentrovenou moci
/veétsi ne? 150 mg/l/ a odpovidejicim vzrlistem absorbance.

Ref Abs. Konc. Vysledek
600 nm mg/l chirurgie
STD 0,354 272 n/ea

138 0,875 672
151 1,712 1315
143 1,799 1383
152 G,212 163
187 (,655 503

+ o+ 4+ + +
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Ref Abs. Konc. Vysledek
600 nm mg/1 chirurgie

196 0,429 330

136 ¢,153 117 +

139 1,208 g26 +

197" 0,203 156 +

148 G,112 86 +

145 0,066 51 -

140 0,141 108 -

194 6,325 150 +

142 G,054 42 -

399 0,163 125 -

147 0,032 15 -

136/2 0,193 148 +

Jekkoliv je m&reni absorpce pPfi specifické vlnové délce
presnym mé&fenim, komplexni povecha vytvéareni bervy v pPipzdd
mnohe raznych sloZek, obsaZenych v moéi, vede k nepresnostem.
Fozorovéni barevné zmény a2 ndsledujici porovndni se standardy
nebo s barevncu tebulkou poskytuje lepd3i vzteh v pPipedé vy-
sokych koncentraci kyseliny @& -hydroxyhippurové. Neprikled
barevnéd zmé€na od normdlni svétle Zluté mole k rdZové, cler-
vené nebo fialové barvé indikuje vysokou koncentrsci fenolo-
“vych sloufenin, coZ miZe byt indikativni pro zépal slepého
streva, lMnohem ddlezité&jsi prfi této nespecifické metodé Je
skuteCnost, Ze Z&dn& barevnd zména vylucuje zdpal slepého
streva.

Stenoveni struktury e izolece kyseliny G -hydroxyhippurové
z mocle

Pozorovéni modré fluorescenéni skvrny pri posuzovéni vzor-
ki mode Jjedincd s podezfenim na zdpal slepého streva je uve-
deno u chrometografie v tenké vrstvé. Izolece & identifikace
sloudeniny Jje mo¥nd ndsledujicim zpisobem; provédi se takto:
ZpGsob

Vzorky moée, pouZivené pro izoleci rlznych sloiek, se

kombinuji od jedinc®, u kterych byl potvrzen zdpsl slepého
streva & pzk se zprecovaveJi nédsledujicim zplhsobem:
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1/ PouZije se extrskéni trubky s oxidem kiemic¢itym C18 obsa-

hujici 5 g tohoto meteri&lu.

~

2/ Sloupec se promyje 5 ml methenolu & pak 5 ml vody.
3/ No¢ se vede trubkou s C18.

4/ Trubke se pek promyje 5 ml vedy & promyvaci kepalina se
vyhodi.

5/ wgterisl se eluuje 5 ml methenclu.

Berve eluovené kepeliny Je Zlutd aZ hnédd. V pribéhu pro-
cesu se nékteré pigmenty z mole odstreni. kethancl, JekoZto
rozpoudt&dlo, se odstreni za sniZeneho tlzku a surovy zby-
tek se rozpusti v melém mncZstvi methenclu & nésledné se ana-
iyzuje zptsobem TLC & HFLC. Dglsi izolace modrého fluores-
cendniho pésu se provédi nejprve chrometografii /"flash chro-
metography"/ & pek preperstivni chrometografii v tenké vrstvé.

Chrometografie /"flesh chrometography/

Do sklen&né trubky se vnese oxid k¥emicity /"flesh si-
lica"/ 20 - 4Gu & kondicionuje se chlorcformem & vedkery su-
rovy extrekt se vnese na vrstvu, Sloupcem se vede systém
chloroform/methanol /9 : 1/ za pou¥it{ 200 ml rozpoustédle
k extrekei vedkerého modie fluoreskujiciho meterialu. Bx-
trak&ni proces se monitoruje chromatografii v tenké vrstvé a
uv.

Preparativni chromestografie v tenké vrstveé

Jak TLC tak HPLC enslyza doklédd Ze frekce chromato-
grafie /"flash chromatography"/ nejsou Cisté, coZ vS8ak bylo
mo¥no predpovidet. Z t&chto extrektd je v8ak odstranéna véi-
3ina polérnich sloZek. Dal8iho $idténi se doséhne spojenim
frekei, obsshujicich modre fluoreskujici sloudeniny a je-
jich neneseni na preperativni déstidky s oxidem kFemilitym
pro chromstografii v tenké vrstve / v podtu 6/. Pro vyvijeni
destiéek se pouzivé rozpoudtédloveho systému, ktery obsehuje
80 % ethylescetdtu, 20U % metherolu e 3 % kyseliny octové.

7 desticky se seSkrébnou modré slotky & meteridl se re-
extrehuje do methenolu. Filtreci & néslednym odstrenénim roz-



pouStédla se ziskd surovy zbytek, ze kterého se mohou vysré-
Zet bilé krystaly pridénim nékolike kepek ~methenolu,

Identifikece fanolické slouéeniny hmotovou spektrometrii

Predpoklédd se pritomnost slouceniny fenolického typu =a
provede se pocételni vySetreni GC hmotovym spektrometrem. To-
to vy8etfeni dokl&ds moZnou pritomnost skespon t#i sloudenin
hlevn& kyseliny hippurové, kyseliny 5¢-hydroxyhippurové a Ky—
seliny salicylové. Dalsi vzorek spektra po elektronovém bom-
bardovani /EI/ pri teplot& 200 °C nazneluje, %2e 1/ Jje obsa-
Zeno vice neZ jedna sloZka a 2/ jedna ze sloZek mé molekulovcu
hmotnost 195. Hlevni fregmenteéni vzorek ve velké miYe ko-
responduje s hydroxybenzoylglycinem /kyselina ¢ -hydroxyhippu-
rovd/. Ndsledujici fregmentalni vzorek vykezuje fragmenty
185 = 177 - 149 - 135 - 121 - 932 nebo S6b. -

Podily /a/ a /b/ ochotné& ztréceji NHCH, /za vzniku methyl-

aminu/ nebo NH3 avsck v8t8ine fregmentece metelské molekuly

se léme ve slebé vazbé CO-NH.

ZkouSky EI teké potvrzuji pritomnosti intenzivniho 105
molekulérniho iontu, ktery koresponduje s benzoylovym podilem.

Identifikece sloudeniny ultrafislovou spektrometrii

’
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(istény materidl vykeszuje UV ebsorpéni mexima pri 3C2
a 236 nm., To souhlesi s ¢istym standardem kyseliny & ~-hyd-

(o

roxyhippurové.

Identifikace fenolické sloZky N-M.R. spektrometrii

360 MHZ NMR spektra ¢i¥téné frakce zpoddtku vykazuji
sm&s hippurové kyseliny a kyseliny G -hydroxyhippurové v po- 3
méru 3 : 6. Po dsl¥im &isténi Jje moZné izolovet &istou frekei,
kterd mé identické spektrum Jjako &isté kyselina & -hydroxy-
hippurové.

Del81 identifikece HPLC

K potmgrzeni sprévnosti izolovené slouéeniny se provede
daldi esterifiksce produktu. #ely podil kyseliny hippurové,
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kyseliny g -hydroxyhippurové a kyseliny p-hydroxyfenyloctové
se prevede vidy ne jejich estery zeh?ivéanim pod zpétnym chla=-
ditem v methenolovém roztoku, obsshujicim bortrifluorid. Fak
se estery izoluji. Identifikuje se HPLC stopa té&chto estery,
kterd Je stejné jeko je podobné stope &istych obchodnich stan-
dardd tii shore uvedenych sloucenin.

Klinické posouzeni

Frovede se 100 & 51 postupnych stenoveni kyseliny g -hyd-
roxyhippurové ve vzorcich moce pacientd /v&t8inou jde o paci~
enty Swedish Medicel Center, Englewood, Coloredo nebo Lutheran
Medical Center, Arveda, Colorsdo/, kde se analyza moe prova-
di jako soudést klinického vySetfeni osob s bolestmi bricha
/s podezienim ne zdpal slepého streve/. Vysledky zkousky se
posuzuji se zretelem na specifidnost a eéitlivost. Jzkkoliv Je
dobfe zndm velky podet chybnych pozitivnich a chybnych nega-
tivnich vysledkd v pripad& tohoto onemocnéni, pridemZ v tomto
pripadé vidy 8lo o jedince s podezienim na zépal slepého stire-
va, jsou vysledky zkoudky analyzy mocl vyscce smérodatné., Vy-
sledky takové zkousSky se musi hodnotit teké z tekového hle=-
diska, Ze dosud neexistupji jineé spolehlivé chemické zkoud-
ky pro zjigtovani onemocné&ni zépelem slepého streva. Popsa-
né zkoudky se pouZilo jen Vv pripedd jedinctd s podezfenim na
zépal slepého streva po standardnim klinickém hodnoceni. Zkous-
ka Jje povaziovéne 2za pozitivni, pokud se pozoruje modra fluo-
rescendni skvrna v oblaesti souhlasici s kyselinou @ -hydroxy-
hippurovou. *ato piitomnost se pak potvrdl HPLC. Vysledky
téchto zkousek jsou nésledujici.

35/151 skutednd kladné /zkoudka 1 chirurgie pozitivni/

3/151 klsmn& negetivni /zkouske negetivni, chirurgie pozitivni/

1/151 klemné& pozitivni /zkouske pozitivni, chirurgie negativni/

104/151 skutedné negetivni /zkouske negetivni, chirurgie ne-
getivni nebo zbyte&nd/

8/151 pozitivni zkouska av3sk ddle nesledovéni.



citlivost =
skuteéng& positivni =
T . 3 =923
skute¢né pozitivni + klemné& negetivni 35 + 3
specifiénost =
skute¢né negativni - _104 = 99.0 %
= = o
skutetné negetivni + klamné pozitivni 104 + 1 ’

Tyto vysledky Jsné potvrzuji objev vztzhu prehové /mini-
mélni/ koncentrace /10 mg/l/ kyseliny O —hydroxyhippurové
v moéi Jjedincl se zépalem slepého streva, na kterém Je zpa-
sob podle vyndlezu zaloZen.

Vyhodné zefizeni pro provadéni vyhodného zpisobu stanoveni
kyseliny g¢--hydroxyhippurové v mocli

Za vyuziti shore uvedeného vztshu mezi obszhem kyseliny
(-=-hydroxyhippurové v modéi a zdpalem slepého streva byla vy-
vinuta rtznd diagnostickd zaerizeni pro zjié{ovéni zépalu sle-

pého strevea. Vét3iny téchto diagnostickych zerizeni se pou-

Zivéd pro dvoudilnou diegnostickou zkousku pro zjistovéni ekut-

niho zépalu slepého streva. Yskkoliv Je vyhodné tekové zku-
Sebni zarizeni ze dvou &&sti, jsou moZnd taeké dvé odd&lend
za¥izeni pro provdd&ni na sob& nezévislych oddélenych dvou
zkousek zjidténi zdpelu slepého streva. Spolefné pouZiti obou
gésti v8ek dévd spolehlivéjsi vysledky, na JejichZ zékladé

je moZno provddét rozhodnuti o operaci. Ukolem dizgnostického
zatizeni je moZncst dobrého provédéni zkousky identifikace
chemické sloudeniny /kyseliny g--hydroxyhippurové/ v dosta-
tednych koncentracich k potvrzeni zépalu slepého streva. Ta-
to sloudenina, ozhefovand neddle jakoito "merker" pri pojed-
névéni o zphsobu a zarizeni, neni zprevidla v moli v koncen-
treci 10 mg/l nebo v&ts8i nebo v krvi zdrevych osob & pritom=-
nost tohoto "markeru" v uvedenych koncentrecich indikuje 2za-
pel slepého streva. Fodle nejvyhodn&jéiho provedeni zkousky
se m@Ze obou céasti zerizeni pouzivet oddélené, prilemZ obe
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¢dsti poskytuji pouzitelné vysledky.

Jsast A zkcousky s vyhodou poskytuge rychlé vytridéni vzor-
k8 s obsshem merkeru v mocil ze vyuziti reakce oxidu kiemi-
itého s Zelezitymi ionty k vyvoléni barevné zmény V pritom-
nosti merkeru u jedinct se zépelem slepého sireve.

Cist B zmoudky potvrzuje vysledky 2ze pouziti extrekce &
chrometograiie v tenké vrstvé, pri které se merker o0ddéli =
sviditelni se jeskoZto bsrevna skvrna. Tento druhy postup slou-
%1 k potvrzeni, Ze pozitivni vysledek dgsti A zkcuk8y neni
zplsobem né€jakou interferujici necistotou.

Chemicksé podstatz postupu

lést A vyhodnénho provedeni zkousky Je zeloZena n& re-
ekei vazenych Zelezitych inotd nz oxidu kfemiditém jekoZto
matrici, které reczguji & merkerem /s kyselinou o’ -hydroxyhip-
purovou/ v moCi z& vzniku rdfcvého a% tmevo hnédého nebo pur-
purového seberveni. Cést B této zkousky se s vyhodou rozpadé
do tri procedur: 1/ extrckce vzorku pevné féze k izoleci
sprévného merkeru, jek bylo shore popsSéno, 2/ chromeatografie
v tenké vrsivé a 3/ vyvoléni merkeru k vytvoreni okem pozoro-
vatelné barevné skvrny, kterd se porovnévd s kontrolou za u-
gelem pozitivni identifikece.

Meterialy pro provédéni zkousky

Slozek pro totoe vyhodné provadéni zkousky se miZe pou-
sivat jekoZto Jednotky. fiviak soulésti pro tést zkousSky A @
soud&sti pro &ést zkoudky B mohou tvorit teké samostetind ze-
¥{zen{. V keZdém pripedé vyhodné provedeni zehrnuje tyto
dixy:

ést A barevnd reakéni fiola

[ a3

x

polyethylenové kapatko

berevné porovnavecl desticka

Gést B 3 ml stiikecke s citrétovym pufrem
C18 extekéni trubks
fiole promyveci vody

fiole extrekiénino rozzoudticdle



fiole pro shromeZdovéni vzorku

tenkovrstivda destickea v dridku
eplikdétor pro 5 /Ul skvrnu
sklenénd vyvijeci nédoba
fiole s vyvijecim roztckem
kontrolni porovnaveci destilka

Shromazdovani vzorku
Pro zkouSku se pouzZivé vzorku Cerstvé moce; moCe stadi

[AVN

i 1 ml, zkouska se vS8ak mé& provést co nejrychleji po zisk

114

ni moce. Vysledky zkousky monou ovlivnii Konservecni pIris
dy, uréité potreviny a urcita léciva.

[

Provdadéni &ésti A zkouSky

1/ Vnese se 10 &% 15 kapek vzorku mo¢e ne 1 ml oxidu kIemi-~
¢itého s Zelezitymi ilonty.

2/ Ze Géelem promiSeni se fiola né&kolikrét obrati.

3/ V nikolika sekundéch vytvorené zesberveni zlstdva stdlé po
n&kolik hodin. Vysledky zkouSky se mohou odelist za 20
sekund, s vyhodou ne dobrém svétle proti bilému zékledu.

Vysledky Césti A

Zebarveni modi na rdfovou &Z tmavo hnédou nebo purpuro-
vou barvu indikuje moZnost zépalu slepého stleva. Barve se
nG%e snadno odedist za pouZiti kontrolni porovndveci destic-
ky. Kontrolni porovndvaci destika s vyhodou zehrnuje radu
pozitivnich barevnych reskci spolu s negativnim oborem vy-
sledkt. Neni zepotiebi- 2édnych vypodtl. JestliZe Jje cast A .
zkousky pozitivni, pek se v&tdinou provédi JesSté ¢ast B
zkoudky k potvrzeni vysledku zjisténych &dsti A zkoudky.
Modi, poufitou pri &ésti B zkoudky neni tatd? moé, které
se pouzilo pri &&sti 4 zkoukdy sle druhé Cést vzorku ode-

breného pecientovi. 4st B zkoudky tzké nepoméhd uréit moz-

v
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ny chybny vysledek zkousky vlivem jinych znedistujicich lé-
tek.




1/

2/

3/

4/

1/

Frovédéni ¢asti b

Tato zkouZka se rozpedd vétSincu do tri stupng.

Stupen 1 sxtrekce vzorku z pevné fdze k izoleci merkeru

Vnese se 1 ml vzorku mode do 100 mg kyseliny citronové e
mirn¢ se promisi k rozpudténi bilych xrystell.

Roztok se zavede do predem kondicionovené C18 extrekini
trubky & protekld mo¢ se zehcdi.

Extrekéni trubkou se neché protéci 1 ml vedy k odstrenéni
soli a protekld kapeline se vyhodi.

sxtrekéni trubkcu se nechd protéeci 1 ml methenclu k vyj-
muti kyseliny o -hydroxyhippurové & elusnt se uschova ve
fiole pro dsl&i stupen.

Stupen 2 - Seperece chrcmetogrefii v tenké vrstvé

Ze pouZiti mé&doby sklenéné pro chrometografii v tenké vrst-
vE se vnese 2 ml roztoku 1% kyseliny octové v methenclu na

’

dno nédoby & nédobe se prikryje ke sniZeni cdperovéni.
Ze pouriti destic¢ky v driéku /nepifikled v lepenkovém dr-
yéku/ se poloZi systém destiéka/drZgk ns plochy povrch.

V tomto stupni se destidky nedotykame. Ze pcuziti 5 ml
kepildry se kapkea vzorku nanese do stredu scuboru /oz-
nzéeného Jeko /ﬁacientﬁv vzorek"/, na kterém je desticka.
V pripsd& potrebné koncentrsace kyseliny ¢ -hydroxyhippu-
rové mé byt skvrna rozpoudtcdle priblizné |1 a% 2 mm,
Skvrne se nechd nékolik minut zeschnout /miZe se vyuzit
nirného foukéni/. Destidke se vyjme z drzdku a umisti se
svisle do sklen&né nédoby. Rozpoustédlo se nechéd vzlinat
na destiéku &% népfiklad po vysku 5 mm od horniho konce
destit¢ky. Tentc proces trvéa zprevidla piibliZné dvé ninu-
ty. “ek se destitke z nadoby vyjme, neché se asi minutu

zaschnout & vrati se do lepenkového drZzéku.

Stupen 3 - Vyvoj merkeru Xk vytvoreni vizuélni berevné skvrny

1/ Za pouiti roztoku dusicnanu Yelezitého v methanolu se

vnese 4 nebo 5 kepek tohotc roztoku na ebsorptni konec
m&kké cupeniny. Mokrou cupeninou ce potiré okénko lepen-
kového drzéku hledkym pohybem. V oxénku se bezprostredné

objevi berevné skvrny & vysledek se m&Ze porovnat s xon-
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troinim standardem.
Vysledky &ésti B zkoudky

Vysledkl ¢ésti b zkousky se mlZe pouZit k povrzeni vy-
sledkd zkouSky Cdsti A, Parevnéd skvrne ve stejné vertikdlni
poloze v okénku destidky jeko ne konirolnim vzorku, povrzuje
pozitivni vysledek, Jjek Je ukézéno ne obr. 1 a 2.

Eokud Je skvrna v interferenéni kontrolni oblasti, nemu-
s1 to nutné znemenat, Ze Je zkoudka negativni. MiZe to vsak
znemenat, Ze nemocny brel néjeké léky, které mohou poskyto-
vat klemné poczitivni vysledky. V tekovém pripsdé se zkouska
mé po moznosti opakovat za 12 hcadin & v opskovani zkouSky po
12 hodinéch se pokreduje tek dlouho, 2% skvrne v interferen-
¢ni kontrolni oblasti zmizi. PFi tomto zvlé$tnim provedeni Je
zkoudke kvelitetivni e toliko semikvantitstivni a intenzita
skvrny neni sm&rodatné. rozorovani Jekékoliv jasn& definova-
né skvrny naznséuje moZnost zépalu slepého streva,

Prezcovnikim v cboru Jje jesné, Ze pri interpretaci zkous-
ky je treba teké klihickych udveh a profesiondlniho posouzeni
stavu vySetrované osoby. V mnoha pripedech se klinicka diag-
noza neprovddi na zdkled& Jjediné zkouk8y ale spfSe se z do-
stupnych klinickych a leboretornich vysledkd skl4d4d celkovy
obreaz o nemocném, Nicmén& vysleky zkouSky podle vynélezu po- ;
skxtuji velmi hodnotnou informeci pro predb&iné diagnostiko-
véni zépalu slepého streva. Negativni vysledky t&chto zkou- .
ek podle vyndlezu nevyluéuji totdlné moZnost zdpalu slepého :
streva, jelikoZ koncentrece urinarniho markeru miZe byt tak .
nizkd, Ze je pro zkousku nedostateénd. Nasopak pozitivni vys-
ledek nemti¥e rovné%# znamenat koneénou diesgnozu bez potvrzeni
deldich projevld onemocnéni a bez posouzeni delSich faktord.

D R PR P IO R
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Frecovnikim v cboru Je rovnéZz jasné, %e obseh & mnoZ-
stvi kyseliny o ~hydroxyhippurové v moéﬂlze posoudit i Jiny-
mi zpdsoby, neZ bylo pPikledné popsédno a Ze tedy shorz uve-
dené prikledy neznemenaji %8dné omezeni vyndlezu.

Rovné&? ukolem pripojenych obrézkd je zpisob bliZe objesnit &
nikdliv omezit. vnasi
Ne obr. 1 Je zndzornino kapdtko, kterym seylc az 15 keapek
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mode do trubky s oxidem k¥emiditym s nanesenymi Zelezitymi

ionty, nékres hodin, ukezujicich, Ze se mirné promichévéani

provédi 20 a% 30 sekund & barevnd porovnéveci desticCka

s barevnym vzorkem r&iovym eZ hn&dym nebo purpurové cerve-
. nym. Tento obrézek se tyké prikladného provédéni ¢&ésti A

zkousky .

Ne obr. 2 jsou postupn¥ zobrezeny jednotlivé féze Casti B.
Vnési se 1 ml mode ze stiikalky 1 s citrédtovym pufrem, ne-
ché se protéci extrakéni trubkou 2, z fioly 3 s promyvaci
vodou se vnese 1 ml promyveci vody, z fioly 4 se necha pri-
téci 1 ml methanolu; do sklenéné nddobky 5 se vnese vyvo-
ldvaci rozpoudtédlo, skvrna zkouSené moCe se nanese na des~
tidku 6 v drzdku 7, desticka § se vloZi do sklenéné nédobky
5, na absorpéni konec m&kké cupaniny 8 se nanese 4 nebo p)

kepek dusilnenu Zelezitého a timto xioncem m&kké cupaniny 8
se potird destiékea 6 v drZéku 7, pridem¥ se v nékolika se-
kunddch na ni zviditelny barevné skvrny.

PrAmyslova vyuZiltelnost

Rychly zplsob ke spolehlivému doplnéni diagnostickych zpisobu
zépalu slepého streva. Je zaloZen na skutednosti, Z%e v moli
nemocnych zépalem slepého streva je zjistitelné preshova kon-
centrace kyseliny G ~-hydroxyhippurové.
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1, Zpuisob zjié%ovéni zdpalu slepého stieva, vyzneleny

tim, %e se odebere vzorek mo¢i jedince, u n&hoZ Jje podezte-
ni na zépal slepého stieva a stenovi se V ném koncentrace
kyseliny ¢ -hydroxyhippurové, pricemZ onemocnéni indikuje
alespon pribli%n& 10 mg/l moli.

2. Zpusob zjié{ovéni zépelu slepého streva, vyznaleny
tim, %e se odebere vzorek moCi jedince, u n&hoZ je podezle-
ni na zépel slepého streva a ktery trpi nevolnosti, zvrece=
nim 2 bolesti bificha,a stenovi se v né&m koncentrace kyseliny
g~ -hydroxyhippurové, pricemz onemocn&éni indikuje obsah O -
hydroxyhippurové kyseliny pfibli%n& 10 mg/1l moce.

3. Zpusob zjistovéni zépalu slepého stireva, vyznaleny
tim, %Ze se odebere vzorek modi jedinci, u n&hoZ je podezle-
ni na zépel slepého stireva 2 ktery trpi nevolnosti, zvrece-
n{m a bolesti bPicha, a stanovi se v ném koncentrace kyse-
liny ¢ -hydroxyhippurové v mnostvi alespon 10 mg/l chemic-
kym identifikaénim zplsobem ze souboru zahrnujiciho chroma-
tografii v tenké vrstvé, vysokotlakou kepalinovou chromato-
érafii, spektrofotometrickou kolorimetrii, chemickou reakci

probihajici za vyvoldni barevné zmény, pouzitf desticéky s ba-

revnymi stendardy, monoclondlni testy protilétek, radioimu-
nologické zkoudky, enzymetické zkousky, nukledrni megnetic-
kou resonenci, ultrsfialoveé sv&tlo, hmotovou spektrometrii

g elektroforesu.

4. Zpusob zjistovéni zépelu splepého stfedg vyznadeny
tim, Ze se odebere vzorek modi jedinci, u néhoZ je podezre-
ni na zdpal slepého stleva & ktery trpi nevolnosti, zvrace-
nim & bolesti brichm a stanovi se v n&m koncentrsce kyse-
liny o -hydroxyhippurové v mnozstvi alespoﬁ 10 mg/l za
vyuziti chrometogrefie v tenké vrstve,

5e 7pisob zjidtovéni zépalu slepého st¥eva, vyzneleny
o - . . . v . v,
tim, Ze se odebere vzorek moi jedinci, u nehoz je podezre=

n2éd
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ni ne zépel slepého stfeva a ktery trpi nevolnosti, zvrece-
nim a bolest{ bficha, kyselina ¢~ -hydroxyhippurové se ze
vzorku modi chemicky extrahuje a vysokotleskou kapzlinovou
chrometografii se stznovuje koncentrace kyseliny ¢~-hydroxy-
hippurové, pridemZ Jjeji mnoZstvi glespon 10 mg/l mode Je in-
dikativni pro zdpel slepého streva.

6. Zptsob zjistovani zépelu slepého stieva, vyzneleny
tim, Ye se odebere vzorek moli jedinci, u ného%Z je podezre-
ni ne zdpasl slepgho stfeva z ktery trpi newolnosti, zvreace-
nim & bolesti bficha, kyselina 7~ -hydroxyhippurova se ze
vzorku mo¢i chemicky extrzhuje & chrometografii v tenké vrst-
v& se stanovuje koncentrece kyseliny g~ -hydroxyhippurové,
pridemZ jeji mnoZstvi alespoﬁ 10 mg/l mode Je indikativni

pro zdpel slepého streva.

T Zpusob zjistovani zépelu slepého stleva, vyznaleny
tim, Ze se odebere vzorek modi jedinci, u n&hoZz je podezre-
ni na zépel slepého stieva a ktery trpi nevolnosti, zvrece-
nim a bolesti bPicha, kyseline 0~ -hydroxyhippurové se ze
vzorku moé¢i chemicky extrshuje a vysokotlakou kepalinovou
chrometografii se stenovuje sloike kyseliny ¢ -hydroxyhippu-
rové, prifemZ kyselina g~ -hydroxyhippurové v mnoZzstvi ales-
pon 10 mg/l modi je indikstivni pro zdpal slepého streva.

8, Zpusob zjistovéni zépelu slepého st¥eva, vyznedeny
tim, Ze se odebere vzorek mo&i jedinci, u n&hoZ je podezre~-
ni ne zépal slepého streva & ktery trpi nevolnosti, zvrece-
nim & bolesti biicha, sloZka kyseliny o~-hydroxyhippurové

se z modi chemicky extrzhuje za pouZitd chemického extrskéni-
ho systému voleného ze souboru zzhrnujiciho diethylether,
butenol , oxidu kiemifitého C18 pro kyselinu hydroxyhippu-
rovou ve vodném prostredi nebo se pouzivé oxidu kTlemicitého
C18 pro kyselinu G -hydroxyhippurovou v methanolovém prostre-
di k vytvoreni bsrevné reakce mezi kyselincu g—~hydroxyhippu-
rovou & chemickym extrakénim systémem & zji8téni koncentrece
kyseliny g--hydroxyhippurové ve vzorku mode alespon 10 mg/l

se poveZuje za indikstivni pro zdpel slepého streve, piidemZ
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se toto zjisténi provadi chromatografii v tenké vrstvé = pak
pomoci ultrafialového svétla o délce vlin pPibliZné& 250 &%
pribliZné 360 nm, prifemZ zviditeln&ni modré fluorescenéni
skvrny 8 retenénim faktorem shodnym se standardem potvrzuje
koncentreci kyseliny J -hydroxyhippurové a tak zdpal sle-

pého stieva.

S. ZpGsob zjistovéni zépelu slepého streva, vyznadeny

tim, Ze se odebere vzorek modi jedinci, u néhoZ Je podezle- -
ni na zdpel slepého streva a ktery trpi nevolnosti, zvrece-

nim a bolesti b¥icha, pritomnost kyseliny J=hydroxyhippuro-

vé se ovéri nejprve v Césti vzorku mole trojmocnym Zelezitym

ijontem nebo s m&dnetym iontem, které jsou schopny barevné re-

akece s kyselinou . g=hydroxyhippurovou a vysledek barevné re-

ekce uvedenych iontd s kyselinou g=hydroxyhippurovou se po-

rovnd s predem priprevenou barevnou stendardni tabulkou,

¢im¥ se zjisti zépal slepého strevs.

10, Zplsob zjistovéni zépelu slepého stfeva, vyznaleny
tim, ¥e se odebere vzorek modi jedinci, _.u n&hoZ je pode-
z¥eni na zdpel slepého streva e ktery trpi nevolnosti, zvrace-
nim & bolesti bricha, pifitomnost kyseliny g~=hydroxyhippuro-
vé se ovEF{ nejprve v prvni &ésti mode reskci s Zelezitym ion-
tem vézanym na silikegel, pPidemZ Zelezity iont Je schopen ba-
revné rezkce s kyselinou Cfﬁhydroxyhippurovou, sloZke kyse-
liny @~hydroxyhippurové se ze vzorku mole extrahuje chemickym
systémem ze souboru zahrnujiciho diethylether, butanol, oxid

kfemidity s vézenym ¥elekitym iontem nebo C18 oxid kPfemidity
pro vneseni sloZky kyseliny & -hydroxyhippurové do vodného
prost¥edi nebo C18 oxidu kPfemic¢itého pro vneseni sloZky
kyseliny o ~hydroxyhippurové do methanolového prostredi,

priéemZ se zji%tuje koncentresce kyseliny @--hydroxyhippuro-

vé ve druhém podilu vzorku mole alespoﬁ 10 mg/l podrobovénim
tohoto druhého vzorku mode chromatografii v tenké vrstvé a pek
pomoci ultrefislového svétle o délce vin pribliZné 250 nm &%
36G nm, pridem? zviditelnéni modré fluorescenéni skvrny s re-
tenénim fektorem pPribli¥n& 0,4 Je indikaci zépelu slepého
streva. 1
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11. Zplscb podle bodu 10, vyznedeny tim, Ze se trogjmoc-
ného relezitého iontu pouZivéd ve formé vézené na oxid kiemi-
¢itye

12. Soubor pro stenoveni pritomnosti kyseliny 6 -hydroxy-
hippurové v lidské moCi v koncentreci slespon 10 mg/l vyzna-
geny tim, %e zahrnuje fiolu obsehujici Jeko reegencni ¢i-
nidlo cxid kPemidity s vézenym Yelezitym iontem, do které se
vnési zkoudenéd mol, prostlredky pro priddvéni odméreného mnoZ-
stv{ mo&i k reckénimu &inidlu ne bézi oxidu kfemicitého a
trojmocného Zelezitého iontu k vytvoreni barevné reskce a
tebulku berevnych stendardd pro porovnani barvy vzniklé re-

aked.

13. Scubor podle bodu 12, vyznedeny tim, Ze flola ob-
sahuje priblizn& 1 ml &inldle ne bézi oxidu kremiditého e Ze-
Jezitého iontu, pric¢emZ prostledkem pro vnéseni mole Je ka-

patko a2 moce se odm&iuje 10 aZ 15 kepek.

14, Soubor pro stanoveni pritomnosti kyseliny 7v-hydroxy-
hippurové v lidské mo¢i v koncentreci alespon 10 mg/l, vy-
znedeny tim, Ze zahrnuje strikeclku s citrétovym pufrem pro
ptijem odméreného mnorstvi mode, extrskéni trubku obsahuji-
ci C18 reskéni &inidlo a schopnou prijimet kepelinu ze stri-
kedky, fiolu s vodou pro zevédeni vody do extradni trubky
obsehugjici C18 reakéni ¢inidlo, piriéemZz se voda po pricko-
du trubkou vyhazuje, fiolu s rozpoudtédlem schopnym extra-
hovet kyselinu (J*hydroxyhippurovou 2 C18 extrek&ni trub-
ky, fiolu pro shromezdovéni vzorku rozpoustédle a kyseli-

ny g~ -hydroxyhippurové z extrekéni trubky, nédobu pro
vzorek rozpoudtédla a kyseliny (T=hydroxyhippurové, dr-

34k se vmontovenou destickou pro chrometografii v tenké
vrstvd pro prijiméni vzorku rozpousStédla a kyseliny o
hydroxyhippurové s okénkem, které se potiréd cupaninou im-
pregnovencu systémem rozpoustédlo - kyselina?ﬁ?droxy-
hippurové & cupaninu & kontrolni stenderd pro porovnéni
umisténi skvrn ne ckénku s kontrolnim stendardem.
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15. Soubor pro stenoveni pritomnosti kyseliny & =hydroxy-
hippurové v lidské mo&i v koncentrszci alespon 10 mg/l, vyzna-
¢eny tim, Ze zahrnuje fiolu obsshujici jakoZto reekéni &inid-
lo oxid kfemility s Zelezitymi ionty, do které se vnasi prv-
ni zkoumené mnoZstvi mole, prostfedky k pridévéni odm&te-

ného mnoZstvi moée k reekénimu ¢inidlu na bdzi oxidu kremidi-
tého a Zelezitych iontd, barevnou porovnévaci destidku, St¥i-
kacku s citratovym pufrem pro piijem odmér¥eného mnoZstvi mo-
e, extrekéni trubku obsashujici C18 reekéni &inidlo a schop-
nou prijimet kapalinu ze strikecky, fiolu s vodou pro zavédé-
ni vody do extrakéni trubky obsahujici C18 reekéni éinidlo,
priéemZ se voda po priéchodu trubkou vyhazuje, fiolu s rozpous-
t&dlem, schopnym extrzhovat kyselinu & -hydroxyhippurcoveu

z C18 obsefenym v extrekéni trubce, fiolu, pro shoomafdovéni

vzorku rozpoudtédla a kyseliny 5 -hydmoxyhippurové z extrak-
¢ni trubky, nddobu pro vzorek rozpousStédla a kyseliny © -hyd-
roxyhippurové, drZék se vmontavenou destickou pro chrometo-
grafii v tenké vrstv&, meiici prvni plochu desticky k prijmu
vzorku rozpoudté&dla a kyseliny ¢ -hydroxyhippurové a plochu
okénka pro prijem systému rozpoust&dlo a kyselina & =hydro-
xyhippurovéd ze napusténé cupeniny, pricemZ se aleSpoﬁ gést
vzorku rozpoustidla a kﬁgeliny (@ -hydroxyhippurové dostane
na plochu okénke destiéky, cupaninu a kontroln#standard pro
porovnéni polohy skvrn na ploSe okénka destilky a na kon-
trolnim standardu.

16. Soubor podle bodu 15, vyzngéeny tim, Ze fiola s ob-

sahem reskéniho &inidla na bézi oxidu kiemiditého a trogjmoc-
nych iontd Zeleza obsahuje 1 ml tohoto reakéniho ¢inidla na

bézi oxidu kFemiditého a trojmecnych iontd Zeleza.

17. Soubor podle bodu 15, vyzneleny tim, Ze stfikaéka s cit~-

pétovym pufrem obsshuje priblizné 100 mg kygeliny citronové
jakoZto citrétovy pufr a rozpoudtédlo pro extrakei kyseliny
G~ -hydroxyhippurové ze C18, kterym je pribliZné 1 ml metha-

nolu,
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