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(54) . Stabilni diagnostickd ﬁfipravky ke stano-
veni azokopulovatelnych létek v biologic~
kych Rapalinach a materidlech .
(57) Podstatou reSeni je sloZeni a zplisob
pripravy stabilniho diagnostického pi~-
gravku ke stanoveni azokopulovatelnych
dtek, zejména bilirubinu a urobilinogo-
nu v bislogickych kapalinidch a materid-
lech. Pi*ipravky obsahuji pop#ipadd vhode
nou minerdlni nebo organickou kyselinu 2 2 .

a/nabo kysele reagujici s0l, dile obsa~
huji benzenazosloudeninu obecného vzorce
I a/nebo II, v ndmZ substituenty R} aZ 5
R3 jsou stejné nebo rozdilné atomy nebo : 2
skupiny a R4 a% R7 znadi nezivisle na
sobd vodik, ni231 alkyl nebo oxoskupinu i
a X znadi atom uhliku, kysliku nebo du- ‘
siku, Ve srovnéni s dosud zndmymi pii-
gravky vynikd redeni podstatnd vxééi sta-
ilitou,; umoZnuje pFipravu Erast edkt ;
kteréd dosud nebylo moZné vibec vyrobit
vzhledem ke zna&né nestabilitd ndkterych
diazonizovych soli a lze je pouZit iak
ke spektrofotometrickému stanoveni lé-
tek v roztoku, tak 1 ve formd tablet ne-
bo diagnostickych prouzkd.
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Vynélez ee tyké sloZeni a zplsobu pFipravy stabilniho diagnotického pitipravku ke
_stanoveni azokopulovatelnych liétek, zejména bilirubinu a urobilincgenu v bislogickych
kapalindch a materiélech.

Kvalitativni detekce s kvantitativni stanoveni réznych souddsti biologickych kapa-
1in s materiéld, jako napriklad mo¥e; séra, mozkomiZniho moku, stolice a padobnd se sta-
1o v poslednich desetiletich jednou z nejddleXitdjdich diagnostickych metod; slouzicich
nejen k potvrzeni nebo upFesnini konelné diagnosy, ale umo2iujici v mnohe piipadech sta-
novit disgnostiku onemocndni jedtd difive, nei dojde k jeho klinické manifestaci, Mezi
vyznamné vySetfeni tohoto druhu pet’i mimo jiné i stanoveni létek, poskytujicich vyraz-
né, specifické a kvantitatiwmd probihajici azokopula®ni reakce s diazoniovymi solenmi.
Typickymi pFedstaviteli takovychts azokopuladnich létek v biologickych kapalindch a mate-
riélech Joou‘dvi hlavni 2ludové barviva; bilirubin s urobilinogen, Jejich dikaz a stano=~
veni nepiiklad v mo¥i, séru nebo stolici pledstavuje vyznamny prostiedek p¥*i stanoveni
diagnosy roznych krevaich, jaternich nebo Zludevych poruch s cnemaocnidni.

Pro stanoveni obou uvedenych latek azokopulaini reakci byla v minulosti navrZena ce-
14 Ffada aromatickych diazoniovych soli: z nich se v3ak jako nejvhodn&j8i ukédzaly - a jsou
také nejvic uiivény - diazoniové soli odvozené od anilinu, substituovand na benzenovénm
jéde bud elektronakceptorniai atomy, nebo skupinami, Jako'hulogeny, sulfoskupinou nebo
nitroskupinou pro stanoveni bilirubinu, nebo skupinsmi elektrondonornimi, jako hydroxyl,
alkyly, alkoxyly a podobnd pro stanoveni urobilinogenu. Spolednou nevyhodu v3ech téchto
diazoniovych soli je viek jejich obecn& znémé mald stebilita va8i svitlu, vlihkosti a
Jinym vlivim, takZe pro provedeni pifisludnych stanoveni bilirubinu nebo urobilinogenu
jo pot¥ebné tyto diszoniové soli pfipravovat Zerstvd tdsnd pifed pouZitim, Pondkud lepdd
situace jeo u diagnostickych piripravkd pouiivanych v pevné fézi, tj. u taletovych testd
neba tzv. diagnostickych prouzkd, V téchte pFipraveich jsou diazoniové soli, stabilizo-
vané jako tetrafluorobordtové, chlorzineinaté nebo arylsulfondtové soli, eice pondkud
stabilndjsi, avisk 1 zde je nutné bshem skladovéni piripravky velmi pellivéd chrénit pied
svétlen a vzdudneu vlhkosti, aby nedo3lc k pomdrnd rychlému rozkladu a znehodnoceni pii~
pravka.

Prvnim pokusem o odstrandni tohoto nedostatku byl vyndlez, popsany v britském paten-
tu 1,117,280, Podle tohoto vynédlezu je v tabletovych nebo prouikovych testech, urdenych
ke stanoveni bilirubinu v mo&i nebo séru, nahraiena diazoniové sldl pi¥isludnym triaze-
nem, ktery je v pFipravku dokonale stabilni. Nevyhodou tohoto Fedeni byla vak skuted&-
nost, Ze na tabletu nebo prouZek bylo nutné po naneseni vzorku nanést také silnou mine-
rélni kyselinu, kterou se triazen pifevedl na reakce schopnou diazoniovou sdl, V tomto
ohledu bylo vyhodn&j¥i Fedeni podle ¥s. autorského osvdddeni ¥. 200 664; ve kterdm byly
popsény diagnostické prouiky; obeshujici vedle p#isludného triazenu Jit 1 vhodnou kyse-
linu; takZe proufky byly schopné poskytovat reakci e bilirubinem nebo uraobilincgenem pi¥i-
mo, bez nutnceti daldi operace; tj. naneseni silné kyeeliny. Nevyhodu tohoto Fedeni viak
byla op#t skutednost, Ze priprava téchto proukd byls zna%nd cbtiZnd, protofe v priobs-
hu pFipravy tdchto prouzké bylo nutné zabrénit styku triazenu s kyselinou, aby k piremé~
né triazenu na diazoniovou ddl nedodlo ji% v této fdzi. Navrhované Fedeni, nanddet tria-
Zen z nevodného rozpudtddla na nosid s jiZ nanesenou kyselinou bylo totif pouZitelné
Jen pro nékteré triazeny, protoZe poufité triazeny byly vesmds substituovény hydrofil-
nimi karboxylovymi nebo sulfonovymi skupinemi, které zna&nd snifovaly rozpustnost tria-
zend v nevodnych rozpouitddlech.

Tento nedostatek ifedi predloZeny vynslez, jehoZ podstatou jsou diagnostické pFi-
pravky ke stanoveni azokopulovatelnych souldsti biologickych kapalin a materidld, zejmée
ns bilirubinu nebo urobilinogenu; sbeahujici pop*ipad¥ minerdlni nebo organickou kyse-
linu a/nebo kysels reagujici sdl, ddle sbsahujici benzenazoslouZeninu obecného vzorce I
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ve kterém substituenty Ry aZ Ry jsou stejné nebo rozdilné atomy nebo skupiny, jako vedik,
halogsn, nitroskupina, sulfoekupina, pop¥ipadd N~acylovand skupina amidosulfonové, hy-
droxyl, alkyl nebo alkoxyl s 1 a% 3 atomy uhliku, aralkosy se 7 a% 8 atomy uhliku, tri-
fluormethyl=skupina, skupina=NH.R, ve které R je acetyl nebo benzoyl-skupina, Ry a% R,
zna&i nezdvisle na sobd vodik, ni23i alkyl s 1 aZ 3 atomy uhliku nebo oxoskupinu a X
znadl atom uhliku, kysliku nebo dusiku popi#ipsdd substituovaného ni23im alkylem o podtu
uhlikovych atomd 1 aZ 4, nebo skupinu ocbecného vzorce IIX

1
>N-N=N R, (1)

ve kterém substituenty Ry a2 R3 jsou stejné neboe rozdilné atomy nebo skupiny; jako vodik,
halogen, nitroskupina, sulfoskupina, pop*ipadd N-acylovans skupina amidosulfonovd, hy-
droxyl, alkyl nebo alkoxyl s 1 a% 3 atomy uhliku, aralkoxyl se 7 a% 8 atomy uhliku, tri-
fluormethyl=skupina, skupina NH.R; ve které R je acetyl nebo benzoyl-skupina.

Benzenazosloudeniny obecného vzorce I, jejichZ pouZiti v diagnostickych pX*ipravcich
tvoi hlavni plfedmdt vyndlezu, jJsou latky dokonale stabilni jak vi&i vzduiné vlhkosti,
tak 1 v0&i plsobeni svdtla. V kyselém prosti¥fedi se viak rozklddaji za vzniku ekvivalent-
niho mnoZstvi pXisluiné benzendiazoniové soli, kters potom vstupuje do vlastni azoko-
puladni reakce. Pifisludnéd kyselina nebo kysele reagujici litka mdZe byt & vyhedou obsa-~
2ena jiZ v prostifedku podle vyndlezu, nebo mOZe byt pifiddna teprve v okamiiku provedeni
analyzy, tj. pii viastnim pouZiti prostfedkd podle vynédlezu.

Diagnostické prostifedky podle tohoto vynélezu jsou podle zplsobu provedeni pouzitel-
né jak pro spektrofotometrickd stanoveni, pfi kterych probihd stanoveni azokopulovatel-
nych l4tek v roztoku, tak 1 ve formd tablet nebo diagnostickych prouZkd. Ve v3ech t&ch-
to pripravcich je moiné ~ podle druhu azokopulovatelné litky - pouZit benzenszoslouZeni-
ny ocbecndho vzorce I substituovanéd na benzenovém jddie nejrdzndjdimi substituenty Ry a%
Rg podle vyde uvedend definice. Pra stanoveni bilirubinu se nejlépe osvddSuji benzenazo-
sloudeniny, ve kterych dva ze substituentd Rl a2 Ry Jsou atomy chloru v polchach 2/4-~;
2,5« nebo 2,6~ a tifeti substitusnt je vaodik, pro stanoveni urgbilinogenu potom benzenazo-
sloudeniny, ve kterych Ry Je ni234{ alkoxyl~ napifiklad methoxyl~ nebo ethoxyl-, nebo aral-
koxyl~, kde R, ne napifiklad benzyloxyskupina a substituenty R1 a Ry jsou atomy vodiku,
popripadd trifluormethyl- skupina. Vedle uvedenych dvou hlavnich azokopulovatelnych sou~
&ssti biologickych kapalin a materidld jsou viak piipravky podle tohoto vynédlezu vhodné
pro ddkaz a stanoveni i daldich azokopulovatelnych latek, jsko je napiiklad kyselina va-
nillylmandlovd, jejiZ stanoveni v modi méd velky vyznam pro diagnosu phsochromocytomu.

vV tomto pFipads je vyhodné pouiit piipravek obsahujici benzenazosloulenimr, ve které

R, je skupina NO, a substituenty Ry & R3 jsou vodikové atomy. Heterocyklickou Z4st ben-
zenazoslou&eniny obecndho vzorce I mOZe tvofit bud morfolin, ve kterém X«O; nebo piperi-
din (X=C) nebo 1 piperazin (X=N); které jsou popifipadd déle substituovény bud skupinami
alkylovémi; jako je tomu napiiklad u 2;6-dimethylpiperazinu (R,=Rg=CH; a RgeR-eH), nebo
Ne-methylpiperazinu (x-N.CHa); nabo oxoskupinami,; jako je nap*iklad diketopiperazin
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(R =RgwO; RS-R7-H). V nékterych pfipadoch jo vyhodné pouziti i substituovanych N,N'-dig-
=(benzenazosloudenin) odvozenych od piperszinug tj. benzenazosloudenin obecného vzorce I,
u kterych X piedstavuje skupinu obecného vzorce II a substituenty R, aZ Ry jsou na obou
benzenovych jédrech stejné,

Minerélni nebo organické kyselina a/nebo kysele reagujici sdl, obsaZens popiipadsd v
prostfedcich podle vyndlezu mé dvoji funkci: jednak, jak bylo uvedeno vyde, zplisobuje
pFedmnu bsnzenazoslouZeniny obecného vzorce I na pi‘isludnou diazoniovou 801, jednak vy~
tvéri 4 vhodnd kyselé prostiedi, nutné v ndkterych pripadech pro fédouci pribsh azoko~
pulaini reakce se stanovovanou létkou. Pro tento Glel je moZné pouzit jakékoliv pevné
nebo kapalné kyseliny, jake je nap*ikled kyselina chlorovodikevé, kyselina metafosfored=
né. kyseline citronové, vinné] sfavelovd, nebo aromatické sulfonové kyseliny nebo jejich
sndsi nebo 1 kysele reagujici scli, jako napiFiklad kysely siran draselny; popiipadd vy-
2aduje-14 vlastni azokopuladni reakce rudité hodnoty pH, i smdsei kyselin 8 alkalickymi
soleai kyselin.

Je samozifejmé, Ze piipravky podle vynélezu mohou vedle uvedenych dvou hlavnich lé-
tek, tj. benzenazosloudeniny obecného vzorce I a popiipadd kysele reagujici létky, obsa-
hovat s vyhodou i dal¥i sloiky; které cely piripravek jedtd déle stabilizuji, popiipads
podporuji a urychluji probéh vliastni azakopuladnt reakce.

Jeou to v prvé Fadd roznéd povrchové aktivni litky. Tyto létky, jejichZ vyhodnost
pouiti v obdobnych pfipraveich je obecnd znémé, urychluji prébséh vlastni azokopuladni
reakce 8 v ndkterych piipadech 1 stabilizuji azobarvive vzniklé p#i azokopuladni reakci,
Jejich piFitomnost v diagnostiokych p¥ipravcich je dokonce nutné, jde-li o stanoveni azo-
kopula&nich létek, u kterych probihd szokopuladni reakce bez tdchto akceleratord tak
pomalu, Ze je timto zpdsobem nelze praktiocky vibec stanovit. Typickym piedstavitelem
takovychto azokopulovatelnych létek je nap¥iklad tzv. “nepiimy" bilirubin. Jako vhodné
povrchovd sktivni létky mohou byt v pFipravcich podle vyndlezu poufity létky anionak-
tivniho, ketionaktivniho nebo i neionogenniho typu, jako jsou napi¥iklad lauryleulfat,
dialkyestery kyseliny sulfojantarové, cetyltrimethylamonium chlorid nebe bromid, ben-
zyledi-methyl=hexadecylamonium chlorid, polyethylenglykel nebo rdzné polyoxyethylenfeno-~
ly. Tyto latky dokonce v mnoha pFipadech zvyduji i intenzitu vzniklého zbarveni pi*i azo-
kopuladni reakei, &im% lze dosdhnout L zvySeni citlivosti pifipravkd va&i stanovované
azokopulovatelné sloZce vydetiovaného biologického materidlu. :

Proti dosud zndmym p¥ipravkdm ke stancveni azokopulovatelnych létek vyniké rfedeni
podle vynilezu nejen podstatnd vydsi stabilitou va&i vzdudné vlhkosti a svitlu, ale umoi-
fuje i p*ipravu prostiedkd, kteréd dosud nebylo moZné vibec vyrobit vzhledem ke znadné
nestabilitd ndkterych diazoniovych scli, jaks je napiiklad diazotované kyselina sulfani-
lové neboc sulfanilamid, které jsou v pevném suchém stavu aZ vybudné.

Jak bylo vy3e uvedeno, lze pXipravky podle vyndlezu pouiit jak ke spektrofotometrice
kému stanoveni azokopulovatelnych létek v roztoku, tek i ve form& tablet nebo tzv. diag-
nostickych prouikd. Provedeni piipravku podle uvedenych zpl@sobl pouZiti je sameziejmd
rozdilné, jak je zFejmé z niZe uvedenych pFiklada.

Priklad 1
Diagnostické prouiky ke stanoveni urcbilinogenu v mo&i.

Filtra&ni papir o plodné hmotnosti 120 g/l2 se postupnd naimpregnuje nife uvedenymi
roztoky A a B do nasyceni tak; Ze po kaZdé impregnaci se papir dokonale vysudi proudem
vzduchu o teplotd 60 °C, Naimpregnovany a vysudeny papir se potom nareZe na &tveredky o
rozadru 6x6 mm a nalepi pomoci oboustranné samolepici pésky na jeden konec podloZky z bi-
16 plastické hmoty o rozmdru 6x90 mm,

Impregnadni roztok A:
Kyselina citronové 20,0 g
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Kyselina 1;6~naftalendisulfonovd 2Na-s' 1 14,0 g
Laurylsulfét sodny 2,6 ¢g
Voda destilaovand 100 al
Impregnadni roztok B:
N-(4~Benzyloxybenzenazo)morfolin ojes g
Octan ethylnaty ' 100 =l

Tyto prouZky se po namoleni do mole obsahujici urobilinogen barvi jasnd Servens/
p¥i¥emZ intenzita tchoto zbarveni je p#imc dmdrnd koncentraci ursbilinogenu v rozmezi
5 aZ 200 ,umol/l. V tomto ohledu jsou prouiky zcela rovnocennéd dosud zndmym prouzkim
cbsshujicim misto Ne(4~benzylexybenzenazo)morfolinu diazoniovou 881 ndvozeneu od p-benze
zyloxyenilinu; Jsou vak podetatnd etabilndjsi jak vi&i vzdudné vlihkosti, tak zejména
proti phscbeni svdtla., Prakticky identické vlastnosti vykazuji i prouiky, u kterych byl
N-(4~benzyloxybenzenaze)morfolin nahrazen N-(4-methoxybenzenazo)~piperidinem.

P*iklad 2
Diagnoetickéd prouZiky ke stanoveni bilirubinu v moli,

Diagnostické prouiky se piipravi zplscbem popeanym v pikladu 1, aviak s poufitim
filtradniho papiru o plo3né hmotnosti 180 g/m2 a impragnadnich roztokd o nésledujicim
sloZenis

Impregna&ni roztok At

Kyselina motafosforednd 10j0 g
Kygelina vinné 31lg
Tetrafluocroboritan sodny 1o g
3,9-Diethyl-6=hydraoxy-tridekan-l-sulfonevé kyselina,

sodnd sdl; 25% vodny roztok ' 275 ml
Voda destilovand 100 =l

Inpregnadni roztok B3
N~(2]/6~-dichlorbenzenazo)morfolin 0,l1g
Octan ethylnaty 100 =l

Tyto prouiky indikuji p*itomnost konjugevaného bilirubinu v mo3i stejnd jako proui-
ky s diazoniovou soli odvozenou od 2/6-~dichloranilinu, jaou v3ak podstatnd stabilndjdi
a neddvaji nespecifické reakce s Fadou daldich azokopulovatelnych souldeti mode. Navic,
jejich reakce s bilirubinem je intenz{wn¥j3i a vyrazndj3{, takie umoifuji nejen stano~
veni 1 nejnifdich nadfyziologickych koncentraci bilirubinu v mo8i, ale i jsho spolehli-
v8j3i semikvantitativni stanoveni v rozsahu 6 aZ 100 /umol/lv

Obdobné vlastnosti vykazuji i prouiky,; u kterych byl N-{2;6~-dichlorbenzenazo)morfo-
lin nehrazen stejnym hmotovym mnoZstvim 2,4~ nebo 2,5-dichloranalogu, nebo i N;N’~bise
~(2/6~dichlorbenzenazo)~piperazinem. P*i poufiti 2,4~ nebo 2,5-dichlersubstituovanych
benzenazosloudenin se vidak prouiky p#i reakci s bilirubinem barvi fiaslovs aZ modrofia=~
lové a pFi pripravd prouzkd s N/N’=bie=(2;6~dichlorbenzenazo)piperazinem je moiné této .
benzenazosloudsniny pouZit pouze v polovidnim hmotovém mnozetvi,

P#iklad 3
P¥ipravek pro stanoveni bilirubinu v séru

Jemnd rozetiené homogenni smds o sloZeni

uhli&itan sodny bezvedy B 25 g
laktosa (monchydrét) 9,9 g
chlorid sodny : 130 g

N-(2/4=dichlorbanzenazo)~N’~ethylpiperazin , 38,6 g
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se 0 sobd zndmym zplscbem slisuje do tablet o hmotnosti 0,10 ge-

Pro poutiti t¥chto tablet p¥i stanoveni bilirubinu v séru se tableta rozpusti v
10 ml kyseliny chlorovodikové o koncentraci Chc1 * 0,165 mol/l, obsahujicicih polyethy=
lenglykoldodecylether. K 1,60 ml tskto pi¥ipraveného roztoku ee piidéd 0,10 ml vySetifova~
ného séra a reakini roztok se po promichéni neché etét pri teplotd mistnosti ve tmé po
dobu 20 minut. Po této dobd se zm&Xi absorbance tohoto roztoku p¥i vlnové délce 530 aZ
640 nm proti kontrolnimu roztoku. Ze zjist¥né hodnoty absorbance se potom vypo&te (na-
pFiklad pomoci piedem p*ipravené kalibra&ni primky) obsah celkového bilirubinu ve vydetio-
vandm vzorku séra.

Provede-1i se rozpoudténi tablety a dald3i stanoveni s pouiitim stejndho mnoZstvi ky=-
seliny chlorovedikové o stejné koncentraci, avéak bez piidavku polyethylenglykoldodecyl-
etheru! a vzniklé zbarveni se vyhodnotl forometricky piesnd po & minutdch, odpovidé ode-
&tensd hodnota absorbance obsshu tak zvaného p¥imého, konjugovandho bilirubinu ve vydetio-
vaném vzorku séra.

pPEREEOMET VYNALEZU

Diagnosticky p¥ipravek ke stanoveni azokopulovatelnych soudésti biologickych kapa-
1in & materidld, zejména bilirubinu a urobilinogenu, obeahujici pop¥ipadd minerdlni nebo
organickou kyselinu a/nebo kysele reagujici sfl; vyznalujici se tim, %o obsahuje benzen-
azosloudeninu obecného vzorce I

R Ry Ry
Re — NeN-N X (1)
B3 Rq Rg

ve kterém substituenty Ry a2 Ry Jeou stejné nebo rozdilné atomy nebo skupiny, jeko vodik,
halogen; nitroskupina, sulfoskupina, popiipadd N=acylovansd skupina amidosulfonovd, hy-
droxyl; alkyl nebo alkoxyl s 1 a% 3 atomy uhliku, aralkoxyl se 7 aZ 8 atomy uhliku, tri-
fluoromethyl=skupina, skupina=NH.R, ve kterd R je acetyl nebo benzoyl-skupina,

Ry 8% R4 znadi nezdviele na sobd vodik, ni%d{ alkyl s 1 a% 3 atomy uhliku nebo oxoskupi=-
nu a X znadi atom uhliku, kysliku nebo dusiku popFipadé substituovandho nifsim alkylem

p podtu uhlikovych atomd 1 aZ 4, nebo skupinu obecného vzorce II

> NNt @“Rz (11)
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