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Pfedmétem vynalezu je stabiln{ enzymo-
vy piipravek pro stanoven{ kysehny mofoe-
Ve,

‘Kyselina mo€ova je hlavnim purinem ob-
saZenym v plasm& a u &lovéka predstavuje
kone&ny produkt purinového metabolismu.
Jeji nadmé&érnd tvorba nebo nedostatetné
vylu€ovdni z organismu, hyperurikemie ma
vztah -k celé Fad®& chorob. Stanoveni Kyse-
liny mofové v biologickych tekutindch, ze-
jména pak v krevnim séru, m4 tedy znal-
ny diagnosticky v¢znam. Metody stanove-
ni kyseliny mofové jsou zaloZeny na jeji
- chemické nebo enzymové oxidaci na allan-
toin. V posledni dob& pFrevlddaji metody
enzymové s enzymem urikasou, které jsou
specifické. Stanovuje se bud allantoin fo-
tometricky v ultrafialové oblasti spektra
nebo se vyuZivd stanoveni pfes soub&Znd
vznikajici peroxid vodiku. Do této skupiny
lze zafadit stanoveni s enzymem katala-
sou, kterd za pritomnosti peroxidu vodiku
oxiduje methanol na formaldehyd, jeZ lze
stanovit kopulaci s acetylacetonem a amon-
nymi ionty jako Zluty 3,5-diacetyl-1,4-di-
 hydrolutidin.

Enzymové stanoveni's urikasou prinasi
Fadu problémid souvisejicich se stabilitou
enzymu. Komertn& je enzym urikasa pte-
"véZné doddvédn bud v lyofilisovaném stavu,
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jako stabilisovany roztok v glycerolu nebo
jako suspenze se siranem amonnym. Jak
bylo ové&feno, jsou roztoky v glycerolu jen
omezend& stdlé, nebot i pFfi uchovdvéni v
chladu klesd aktivita enzymu po n#kolika
mésicich 0 50 aZ 80 %. Suspenze enzymu
v siranu amonném je pro fotometrické sta-
noveni kyseliny moové nevhodnd, nebof

-reakéni smés by bylo nutno filtrovat. P¥i

fotometrickém stanoveni kyseliny mo&ové
je obvykle nutné zarudit, aby koncentrace
urikasy v reakéni smé&si byla asi 0,05 U/ml.
B&Zn& dostupné lyofilisované p¥ipravky vy-
kazuji obvykle aktivitu 0,5 aZ 20 U/mg a
pro stanoveni kyseliny moéove je nutné
enzym vhodnym zplsobem ftedit, p¥FifemZ

.vodné roztoky rychle ztrdceji nudinnost.

K odstranéni uvedenych nedostatki smé-
Fuje stabilni enzymovy piipravek .pro sta-
noveni Kyseliny motové podle vynélezu, je-
hoZ podstata spofivd v tom, Ze na 1 U uri-
kasy obsahuje 0,003 aZ 0,150 g D(—])-N-me-
thylglukaminu, 0,001 aZ 0,05 g D(—}-N-me-
thylglukaminiumchloridu. DA4le mfiZe pii-
pravek obsahovat neutrdlni plnidla na béa-
zi glycidd, napiiklad glukosw, laktosu, sa-
charosu, maltosu nebo jejich smési s vy-
hodou v poméru 1 ku 1 v mnoZstvi 0,002
aZ 0,100 g na 1 U urikasy. V p¥ipads ka-
palného p¥ipravku obsahuje dédle 0,5 aZ 10
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g vody. Stabilni enzymovy pFipravek pro
stanoven{ kyseliny mo&ové podle vynédlezu
miiZe byt piipraven bud v pevném stavu,

nebo v roztoku. P¥ipravek v pevném stavu

je stély stejnd jako napfiklad lyofilisova-

néd urikasa. Kapalny pripravek je stély po-.

dobn& jako napfiklad stabilisovany roztok
urikasy v glycerolu.

D(—}-N-methylglukamin s D{—)-N-me-
thylglukaminchloridem piedstavuje slabd
alkalicky pufr, jehoZ pH se pohybuje v-roz-
mezi 8,5 aZ 10,5, jeZ je optimélni pro sta-
bilisaci urikasy ve vodném roztoku, D{—)-
-N-methylglukamin méd soudasng mohutny
solubilisalni efekt a usnadiiuje prevedent
urikasy do roztoku. Neutrdlni plnidla na
- béazi glycidt slouZi jako triturace a usnad-
fuji manipulaci, zejména navaZovéni nebo
odmérovén{ pevného piipravku.

Jak bylo ové&feno, lze stabilnf enzymovy
pifipravek podle vyn&lezu vyhodn& uZit pro
stanovenf Kkyseliny modové a mnili¥e byt
snadno . vyroben z dostupnych surovin.

Pro ilustraci sloZen{ stabilntho enzymo-
vého pfipravku ke stanoveni kyseliny mo-
Cové slouf nésledujici p¥iklady.

P¥iklad 1.

Pfipravi se pevnd smé&s obsahujici 1 U
urikasy, 150 mg D(~—)}-N-methylglukaminu,

50 mg D(—)-N-methylglukaminiumchloridu -

a 100 mg sacharosy.

Fiklad 2

PripravI se pevna stids obsahujxci 72 J
urikasy, 66 mg D(—) Nmethylglukamfnu
22 mg D(—)-N- methylglukaminiumchlorldu
a 200 ing glukosy.

Pfiklad 3

Pfipravi se pevnd smé&s obsahujici 1 U,
urikasy, 3 mg D(—)-N-methylglukaminu, 1
mg D(—)-N-methylglukaminiumchloridu a
2 mg smé&si laktosy s maltosou v pomd&ru
1 ku 1. PFed pouZitfm se rozpusti v 0,5 ml
vody.

Priklad 4

Pfipravi se pevnéd sm&s obsahujic{ 10 U
urikasy, 30 mg D(—)-N- methylglukaminu,
10 mg D(-—)-N-methylglukaminiumchlori-
du. PFed pouZitim se rozpust! v 5 mg vody.

Pro fotometrické stanoveni kyseliny mo--
gové se ve zkumavce smich4 0,2 ml vzor-
ku, napfiklad séra, pfid4 se ¢inidlo obsa-
hujici enzym katalasu acetylaceton a me-
thanol ve fosfdtovém pufru o0 pH 6,7, pro-
miché se a pfidajl se 3 mg pevné smési po-
dle p¥fkladu 2 nebo 4 .mg pevné smé&si po-
dle prikladu 1 nebo 0,1 ml roztoku uriké-
zy podle prikladu 3 nebo 4. Inkubuje se

pii 37 °C po dobu 70 min a zmé&ii se absor-

bahce v kyvet& 1 cm pfi vinové délce 420
mm proti vod¥. Soulasn® se provede m¥-
Feni standardniho roztoku a slepého. poku-
su. M#&feni slepého pokusu se provddf bez
enzymu urikasy.

PREDMET VYNALEZU

- 1. Stabilni enzymov§ p¥ipravek pro sta-
noven{ kyseliny mo&ové, vyznafeny tim, Ze
na 1 U urikasy obsahuje 0,003 a% 0,150 g
D(--)-N-methylglukaminu a 0,001 a¥ 0,05 g
D(—])-N- methylglukamlmumchloridu
2. Stabilni enzymovy pfipravek pro sta-
noveni Kkyseliny modové podle bodu 1 .vy-
znateny tim, Ze obsahuje 0,002 aZ 0,1 g ne-
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utrdinich plnidel na bézi glycidd, nap¥i-
klad glukosu, laktosu, sacharosu, maltosu
nebo jejich smésl s vfhodou v poméru 1
ku 1.

3. Stabilni enzymovy piipravek pro sta-
noven{ kyseliny mo&ové podle bodu 1 vy-
znaéeny tim, Ze obsahuje 0,5 a% 10 g vody.

zdvod 7, Most
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