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(57) Reseni se tyks &inidla pro stanove-
ni katalytické koncentrace gama-glutamyl-
trensferasy, které se pouZivé v huménni
medicind p¥i diagnostice jaternich chorob,
Cinidlo podle vynélezu obsahuje kyselinu
amidosulfonovou nebo jeji soli, kyselinu
naftalen -2,5-disulfonovou nebo jeji soli,
N-naftylethylethylendiamin & polyethylen-
glykol v ur&itych moldrnich pomérech

a déle polyethylenglykol a popiipadd kyse-
1inu, Cinidlo déle obsahuje amidosulfonan
amonny, kyselinu naftalen-2,5-disulfono-
vou v dané koncentraci. Cinidlo je ve
erovnédni e doposud pouZivanymi metodami
stabilni, citlivé,
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vyndlez se tjké Cinidla na stesnoveni katslytické koncentra-
ce gemg-glutemyltransferasy.

stanoveni ketalytické kouncentrace gama~glutamylirensferasy
v krevnim séru nebo plazmé je velmi cennou snalysou, umo¥nujicd
snadnd zpPesndni diferencidlni disgnostiky jaternich chorob, Pro-
to se stelo od svého zavedeni do klinick4 prexe v prvni poloving
sedmdesdtych let jednou 2z nejtast&ji provad&nych analys v klinic=-
ké biochemii. Gama=glytemyltransferasa (E.C.2.3.2.2.) katalyzuje
zejména reskci gama~glutemyl=-NH-R s eminokyselinou za vzaiku game-
~zluteamylaminokyseliny a organického aminu. Nej&astdji pouZivenymi
doncrovymi substiraty jsou gama«glutamyl«4—nitroanilid a v posledni
dob¥ stéle dastéjl gamamL-glutamy1~3—karboxy~4~nitroanilid, dopOo~
rudcvany jako donorovy substrat i referenini metodou Mezindrodni
Federaci klinické biochemie (IFCC). Stanoveni katalytické koncen=
trace enzymu GMT lze provést dvima zdkladnimi zplhsoby:

Sledovént verGstd koncentrace barevného regkéniho produktu
omemino~S-nitrobenzodtu v zévislosti na ¢ase, kinetickd metoda.

Iotalyzovand regkce se nechd probihat urenou dobu, poté se
veukee zastevi okyselenim, napPrklad kyselinou octovou nebo chlo=
rovodikovou a urdi se koncentrace reskéntho produktu. Kineticka
metoda sisnoveni vyfaduje specidlni pristrojové vybeveni, kteréd
e ndklainé. Proto s= katalytickd koncentrace enzym stanovuji
prevding metodou s konstentnim Yasem. Metoda s konstantnim ¢easem
se provédi v podstaté dvéma zpusoby; v prvaim se regkce zastavi
pridédnim kyseliny, zpravidle kyseliny octové a zmdF{ se absorban-
ce roztoku. Ve druhém p¥ipadé se vyuZivd barevné reaskce reekéniho
produktu katalyzovené reakce, napl. s N-naftylehhylendiaminenm ze
vBodnych podminek. Prvnil z tSchto dvou mofnosti mé ty nevyhody,
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Ye ke ka¥dému vzorku je tteba provést kontrolnf sérovy roztok,
co¥ zdvojndsobuje pracnost i ndklaedy na analysu. Krom& toho,
moldrni sbsurbandni koeficient regkéniho produktu je nizky a me-
tode je proto médlo citlivé, &imZ se zhorduje jeji diegrosticka
hodnota. Druhé moZnosti bylo dosud vyuZito pouze s 4-nitroani=-
linem jeko reskénim produktem; citlivost této reakce Jje sice n¥-
kolikandsobnd vys3L ne¥Z citlivost prvnfho zpisobu, ale vysledny
barevny produkt je nestdly, coZ zpisobuje zna¥né nepresnosti vy-
sledkd a rovn&Z gzhoriuje diagnostickou hodnotu analysy. Pro re-=
ak&ni produkt 2~gmino~5-nitrobenzodt zatim této druhé mo#nosti

nebylo vyuZito.

Binidlo pro stanoveni katalytické koncentrace GMT dle vy-
nélezu redi uvedené nevyhody tim, Ze je Vv girokém Zesovém inter—
valu stdlé, reakce s Yinidlem je citliva, tok¥e diagnosticka
hodnota vysledkd neni zkreslena nepresnostmi m&reni, neni treba
provadét kontrolni sérovy roztok, s{m¥% se sniZuje pracnost i né-
klady na jednu analysu. Nadto je .barevné &inidlo ne stanoveni
katalytické koncentrace GMT vhodné pro ureni obou uvedeﬁjch TEo=

ek&nieh produktd.

Podstata ¢inidla pro stenoveni katalytické kcncentrece ge=
ma-glutemyltransferasy ne bdzi N-naftyletylendieminu podle vyné-
lezu spoéiva v tom, Ye obsahuje kyselinu emidosulfonovou nebo je=
ji soli, kyselinu pnaftalen~2,5~disulfonovou nebo jeji soli, N-naf-
tylethylendiamin a polyethylenglykol v molérnich pom¥rech semido-
sulfonovéd kyselina ku N-naftylethylendiaminu 20 00C xu 1 8% 1 ku
10; N-neftylendiemin ku naftalen=2,5=disulfonové kyselin& 10 ku 1
a% 1 ku 20 000; kyselina naftalen-2,5~disulfonové ku kyselingé emi-
dosulfonové 1 ku 200 aZ 100 ku 1 & dale polyethylenglykol v mno Z-
stvi 0,01 g 82 045 8 V 1 g &¢inidla, popripad¥ kyselinu, napifiklad
chlorovodikovou, mraventi, octovou, SIrovou, fosforednou, citro-
novou, maleinovou,-jablefnou, x¥avelovou nebo vinnou. Cinidlo po-
dle vyndlezu dale obsahuje esmidosulfonen emonny v kocncentraci 1
a¥ 100 mmol.1™ ', kyselinu naftalen=2,5~disulfonovou v koncentraci
0,5 aZ 100 mmol.1™”!, N-naftyletylendismin v koncentraci 5 /umol.l"1
a%Z 10 mmol.1"1, polyethylenglykol v xoncentraci Oy1 a% 50 g.l']
a kyselinu chlorovodikovou v koncentraci 0,01 aZ 2 mol.l"‘.




Priklad. 1 066 651

Rozpu¥ténim uvedenych latek se piipravi ¢inidlo o sloZenf:
! mmol.l”! emidosulfonanu amonného, 0,5 mmol.l”! kyseliny nafte-
len=2,5-disulfonové, 5 /umol.l-1 N-naftylethylendiaminu, 0,1 g.l
polyethylenglykolu a 10 mmol.l"1 kyseliny chlorovodikové.

-1

Priklaed 2

Pripravi se pevnd smés 2z 11,4 g ami_dosulfonanu smonného,
30,3 g naftalen~-2,5-disulfonanu disodného, 2,912 g N-nafty.lethyl-
endiamin dihydrochloridu a 50 g polyethylenglykolu a 18B g kyse-
liny citronové.

Priklad 3

Piipravi se tableta obsshujfci smidosulfonen amonny Vv mRoZ-
stvi 0,3 £,0,36 g kyseliny naftalen-2~disulfonové dvojsodné soli,
0,02 g N-naftylethylendiamin dihydrochloridu a 2 g polyethylen=
glykolu. ’

Sinidlo se pripravi rozpu¥tdnim tablety ve 200 ml kyseliny

sirové 0,15 mol.1~".

P¥fklad 4

K 220 /ul regkini sm&si obsshujfci 150 mmol. il glyciou,
6 mmol 1 gama-L-glutamyl-3~karboxy—4-n1troanllldu, 742 mmol,l”
dusitenu sodného a sérum, objemovy pom&r 1nkubaéni smés + sérum
10 + 1, se po patndctiminutové inkubaci p¥i 30 °c prideji 2 ml
Zerstvé piipraveného barevmného &inidle na stenovent katalytické
koncentrace game-glutemyltransferasy. Po 5 aZ 20 minutdch se zmé-
#{ sbsorbsnce vysledného roztoku pii vlnové délce 540 nm.
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Ginidlo pro stanoveni ketqutické koncentrace geme~gluta-
myltransferasy na hazi Nmnaftylethylendiaminu,vyznaéené tim,
%e obsahuje kyselinu emidosulfonovon nebo jed{ svli, kyseli-
nu naftalen=2, 9~disulfonovou nebo jeji soli, N~naftylethylen-
diamin a polyethylenglykol v moldrnich pom&rech asmidosulfonc—
va kyselina ku N-naftylethylendiaminu 20 000 ku 1 aZ 1 ku 10,
N-naftylendiamin ku naftalen=2, S=disulfonové kyselin& 10 ku 1
a% 1 ku 20 000, kyselina naftalen-=2, 5-disulfonova ku kyseling
amidosulfonové 1 ku 200 aZ 100 ku 1 a dédle polyethylenglykol
v mnoZstvi 0,01 aZ 0,5 g v 1 g %inidla, popifpad& kyselinu,
napiiklad chlorovodikovou, mravenéi, octovou, sirovou, fosfo=
rednou, citronovou, maleinovou, jableénou,'éfavelOVOu nebo

vinunou.

Ginialo podle bodu 1, vyznafend tim, Ze obsghuje emidosulfonan
amonny v koncentraci 1 a%z 100 mmolﬁlml, kyselinu naftalen=2,5-
_disulfonovou v koncenirsci 0,5 aZ 100 mm01.1m1, N-naftylethy-
lendismin v koncentraci 5 /umol.l""1 az 10 mmol.l'l, polyethy-
lenglykol v koncentraci 0,1 aZ 50 g.l'i a kyselinu chlorovodi-

yvovou v koncentraci 0,01 aZ 2 mol.l ',




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

