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eloudeniny ézobilirubinu, kterd.-ee vytvo¥{ z bilirubinu plsobenim vhodné diaszoniové soli.
P¥L metodach espektrofotometrickych se pro tuto reakci nejtastdji pousivs diazotovand ky-
selina sulfenilové, u tabletovych testl pak napiiklad p-nitrobenzendiazoniumep=toluensul~
fondt (viz patent DE 1 102 444); v diagnosfickych prouZeich jsou pek uZivény diszoniové
soli, odvozenéd od rdzn& substituovanych hlavné halogenévan?ch anilinG, jako jsou hapii-
klad 2,4~dichloraniliny, 2,5~dichloraniliny nebo 2,6~dichloraniliny (viz napiiklad paten=
ty US 4 298 762 a 1 300 311 nebo patenty GB 1 389 386 a 1 389 368). Ke stenoveni urobili-
nogenu je pak ufivdne analogickd azokopuleini reakce, avdak s pouzitim diazoniové soli,
substituované na aromatickém jadie elektropositi&nimi radikdly, jako.jsou naptiklad niZ&i
alkylové zbytky, alkdxylovévzbytky 8 podobn& (viz patentyGB'i 343 247).. Indikaéni zdna
téchto prouzkd obsahujicich uvedené diazoniové soli, sestévé z nosile, napfiklad filtrod=
niho papiru nebo rouna ze syntetickych vléken, ktory'byl napojen roztokem vhodné silné ky-
seliny jako napiiklad kyseliny sfavelovd, sqlfoaalicylové, metafosforaé&ﬁ a pocdobn¥ a roz-
tokem diazoniové soli a vysuSen; diazoniovd sll se p¥i tom mbZe pouZit jiZz jako takové ve
stabilizované formd tetrafluoroborétu, p-toluenaulfonétu, tetrachloroziﬁeénanu a podobné
(viz patenty GB 1 343 247, 1 389 366 a 1 388 366) neBo se k impregnaci nosiie pouZije roz-
tok vychoziho substituovaného aromatického aminu e dusitanu, takZe k vytvoieni diazoniové
soli dojde teprve v tomto impregnadnim roztoku (viz US patenty 1 298 762 a 1 300 311 s GB
patenty 1 343 248 a 1 389 368), Usl. sutorské osvddZeni &. 184 557 psk popisuje mognoet
vytvoieni této diazoniové soli pFimo ne nosii z piisludného triazenu & vhodné kyseliny.
Ve vdech tdchto piripadech hotové prouzky obsahuji vedle silné kyseliny, potiebné pro pri~
"bdh azokopula&ni reakce, diazoniovou s&l, ktera je v8ak i ve své stabllizované forﬁa ne=
"gtdlad a rychle se rozklada, jsou-li prouzky vystaveny pisobeni vzdu¥né vlhkosti nebo svét~
‘la. Proukky obsahujici vyaoeo reaktivni diazoniové soli, jako jsou napitiklad soli edvoze~
né od halogenovych aromatickych amidd, dévaji navid raakce 1 8 tadou jinych seuddsti vy=
SotFovaného biologického materidlu. fak napiiklad prouzky uriené ke etanoyeni biliru?iqu

v mo&i ee barvi v ndkterych moéibh pomdrné intensivnd £lut® aZ oranZové; p¥i visudlnim
hodnoceni takto nespecificky zbarvenych prouzkd pak miZe dejit k tomu, Ze se slab® rdZovy
az fialovy odstin skuteénd positivni reakce na bilirubin bud pepostihne, nebof je piekiyt
silndjéim oranfovym nespecifickym zbarvenim, nebo nacpak je .toto nespscifické zabarveni

povaZovéno za skutednd posltivni reakei.

Nyni vdak bylo s prokvapenin zjisténo, Ze vééchny tyto nedostatky 1lze do zns&né miry
odstranit, pouZiji-li ee k dﬁkaiu a stanoveni azokopulovatelnych 1ét§k, zejména bilirubi-
nu.a urobilinogénu, v biologicchh kapalinach diagnoatické prouzky dle tohoto vyndlezu,
jejichi indika&ni zbna, sestévajici z nasékavého nosile, obsahuje kysele reagujici létku,
napitiklad kyselinu citronovou, &favelovou, amidosulfonovou, metafosforelnou, kysely siren
draselny nebo arylaglfdnovou kyselinu o podtu atomd uhliku 6 a% 12 a s 1 a2 3 sulfonovymi
skupinami nebo jejich emds a triazen obecného vzorce (1),
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v némZ substituenty X, Y a i znati stejné nebo rozdilné atomy nebo skupiny, napi¥iklad vodik,
- halogen, nitroskupinu, alkylovy nebo a;koxylovy zbytek s 1.a%2 3 atomy uhliku, nebo aralko-
xylovy zbytek so 7 aZ 8 atomy uhliku, skupinu hydroxylovou, nebe aninoskupinu popfipadd dd-
1o acetylovanou nebo benzoylovenou, nebo skupiny -COR nebo —5023} v nichZ R zna&i hydroxy-
lovy zbytek, alkylovou nebe aminoskupinu s 1 aZ 2 atomy uhliku a symboly Ry a R, znad¢i ne-
zévislé na sobg vodik,valkylovy,zbytek, hydroxyalkylovy zbytek, karboxyalkylévy zbytek ne-
bo sulfoalkylovy zbytek s 1 aZ AHetomy uhliku nebo jedén ze symbold Ry nebo R, predstavuje

aromaticky zbytek obecného vzorce (II),

(11),

v nén¢ substituenty X, Y & Z maji shora uvedeny vyznam, piFitem? alespon jeden z nich je
karboxylovad nebo sulfoskupina, Tyto triazeny mohou byt pfi tom v indikaini zon& prouku
obsaZeny bud volné nebo s vyhodou ve formé sold s ionty alkalickych kovd nebo alkalickych

zemin, napiiklad s ionty lithia, drasliku, sodiku, vapniku, barya nebo stroncia a podobné.

Podstate vyndlezv, ve srovndni ce soudasnym stavem techniky, tedy spoéivé-v tdm, 2e
indika&ni &dst ‘papirkd dle vyndlezu, noobsahuje diazoniovou s@il, ale p#isludny vyse defi=-
novany triazen, ze ktersdho se azokopulace schopnd diazoniovd siil generuje plGsobenim pii-
tomndé kyéele reagujici latky teprvé v okamZiku pouZiti papirku, to znamend pti namo&eni do
" vodné biologickd kapaliny, Pifitom se podle GCelu pouZiti prouzku voli s ohledem na substi-
tuenty X, Y & Z takovy tfiazen. aby z ného v okamziku pouZiti vznikla diazonibvd s@l, spe;
cifickd pro danou azokopulovatelnou ldtku, Tak napfiklad prouzky pro stanoveni bilirubinu
obsahujici s vyhédou ve své indikatni zond triazen, v némZ substituenty X, Y a Z tvofd
elektronegativni atomy nebo skupiny, népfiklad X = 2-Cl, Y =Ha Z= 6-Cl; naopak pro zis=-
kani prouzkd specifickych pro urobilinogen je vyhodné pouZit takové triszeny, v nichi pie~
vazuji ‘substituenty elektropositivni, napiikled triazen, v némZ X = Y » H a Z = 4~methoxy

nebo 4«benzyloxy skupina.

~Priprava takovychto papirkd se provadi tak, Ze se vhodnf nasdkavy nosil, naimpregnuje
vodnym roztokem kyselin nebo jejich smési e dokonale vysudi v proudu téplého vzduchu. Po-
té se na nosi& nanese roztok triazenu nebo jeho soli v nevodném rozpoudtédle a nosii se
opét vysudi, Jako nevodné rozpousStédla souzici k pifipravéd roztoku triazenu nebo jeho soli,
se pfi tom rozumi takovd aprotické rozpoudtddla, v nichZ nedochézi k rozkladu triazenu na
pislusnou diazoniovou s0l plsobenim Hf =iontd. Typickymi piikledy takovychto r02pou§téqel
Jsou aceton, ethylacetédt, benzen, toluen, dimethylsulfoxid, dimethylformamid s Jiné. Z hle-
diska rozpustnosti triazend v téchto rozpouStédlech je obecnd vhodndjsi pouzit smds dvou
nebo vice réznych rozpoustidel, jako napiiklsd sm&s dimethylsulfoxidu a acetonu nebo et-
hylacetatu, nebo toluenu. Takto neimpregnovany nosié se'poté rozitede na malé étyfdﬁelniky
o rozmérech napfiklad 6 x 6 mm, kteréd se pifipoji na jeden konec Uzkého prouzku folie z
‘plastické hﬁoty, napitiklad zpisobem popsanym v patentu DE 2 118 455<nebo patentu GB
1 073 596, Jako nasdkavy nosil je moZné ve smyslu tohoto vynélezu pouzit jakoukoliv vhod-
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nou a pro tento ulel pbuiivanou latku, jako je filtrad¥ni papir, rouno ze syntetickych vlé-
ken, nebo konednd 1 tenky film porézniho syntetického polymeru nebo polykondensétu. Ddle
je vyhodné.li kdy%z ne bezpodmine#nd nutné, aby indikalni zfna prouzké podle tohoto Qynéle-
zu obsahovala jodtd také nskteréd pomocné latky, napiiklad stabilizdtory, sktivétory azoko- .
pqlaéni reakce, takzvend zahusfovadla a podobnd, Jesko stabilisdtory, jejichi ukolem je
stabilisovat diazoniovou sQl, vzniklou po namoieni prouikﬁ do vySetiované kapaliny tak dlou~
ho, ne% zreaguje s azokopulovatelnou souddsti této kapsliny se ve smyslu tohoto vyndlezu
rozumi zndmé & pro tento udel uzivané sloueniny, napiiklad kyseliny tetrafluordbgr;td

nebo jeji soli nebo kyseliny arylsulfonové, nep¥iklad kyseliny p-toluensulfonovéd, kyseli~

na 2,5-dimethylbenzensulfonovd, kyseliny 1,5-naftaleﬁdisulfonové a 2,7-naftalendisulfono~
vé, kyseliny naftalentrisulfonové a podobnd. S vyhodou lze ndkterd z tdchto stabilﬁzétorﬁ,
napidklad kyselinu p;tolueﬁsulfonovob nebo kyseliny 1,5~-naftalendisulfonovou nebo 2,7~naf-
talendisulfonovou, pouzit i jako létky, které soudasnd vedle svého stabilisaéniho d&inku
‘vytvéfeji na nosidi dostate&nd nizké pH, potiebné v okamiku bouiit; pro pfemdnu triaze-

nu na diazoniovou sdl a pro prdb&h ezokopula&ni reakce.

Jako aktivétory azokopulaini reakce lze s vyhndou pouzit napiiklad estery kyseliny
fosfore&né, popsané bliZe v jiZ citovanych patentech GB 1 389 366 a 1 389 388, nebo 1
vhodné sma&ela, zejména snionaktivniho typu, kterd obecnd zvy$uji rychlost proniknuti vy~
getiované kapaliny do indike&ni zény pfoqua a tim urychluji pro&b&h ptemény triazenu na
diazoniovou sdl a jeji reakci s azokopdlovatélnou slozkoﬁ vySetitovand kapaliny, navic
pousitim esterd kyseliny foafofetné.pebo anionaktivnich smé&édel. napfiklad'laurylsulfétu,
dodacylbenzensulfonétu'nebo dialkyIQaterﬁ kyseliﬁy sulfojantarové, se zyysi i intensita
vzniklého zabarveni prouzké pii positivni reakci, tim2 oe‘docili zvySeni citlivosti pouZ-
kd va&i azokopulovatelné sloice vyﬁatfovaﬁé biologiclké kapaliny.

Vedle tdchto ldtek mée indika&ni zéna prouikﬁ dle tchoto vynédlezu obsahovat s vy-
hodou i ndkterd tek z#ané zahuéfovadla, coZ jeod filmotvorné polymerni létky pé#iroz ného
nebo syntetického pdvodu, Jaké napflkla& gkrob, Zelatina, polyvinylalkohol, polyvinylpyr-
rolidon a podobnd. aejich ukolem v indikadni =6nd prouiko Jo zabrénit ve fazi piipravy
prouzkd a jejich skladovéni pied pouZitim bezprostiednimu styku triazenu s kyselinami
& tak zamezit piedZasné piremdnd triazenu na piislusnou diazoniovou sll, Vedle této hlavni
. funkce vdak piindsi jejich pouziti v indikadni z8nd prouzkd i vyhodu jakési “egalisace®,
to je zvydeni rovnomdrnosti vybsrveni celé indikalni plodky prouzku piti positivni reskci
¢ azokopulovatelnou latkou. Tyto pomocné latky mohou byt na nosi¥ naneseny v kterékoliv
z obou vyde uvedenvch'lmpregnaci. to je bud abolu 8 roztoken kysele reagujici létky, nebo
joko souddst roztoku triezenu v nevedném rozpoudtddle. N8kdy Je dokonce vyhodnd nanést
napiiklad zahus¥ovedlo ve formé samostatnd tieti impregnace po naneseni kysele reagujici
létky pr4 impregnaci roztokem triazenu, ‘&im: ee docili ve fazi vyroby papirki jo3td do~
konalejsiho odddleni triazenu od kyseliny a tim potlateni jakékoliv moZnoeti piemdny tri-

azenu na diazoniovou sfl difive, feZ se prouZek namoZi do vydetfované vodnd kapaliny. Pro-
‘ t1 dosud znamym disgnostickych prouzkdm, které obsahuji ve avé tndikaéni z8n8 diazoniovou
86L, maji prouzky dle tohoto vyndlezu vyhodu nejen ve vétsl stebilitd, nebof jek je obec~




né znémo, jsou triaszeny ~ na rozdil od diazoniovych soli - latky dokonale stdlé i za dosti
nepfiin1v§ch podminek, napiiklad pasobeni svétla, zvySeni teploty i vzduiné vlihkosti. Na-
vic prouzky, jsjichz indikedni z8ne obsahuje misto diazoniové sold shora definovany tria-
zen, dévaji v biologickych kapalindch napiiklad mo&i, podstatnd slab3i tek zvané'ﬁeapeci-
fické reakce; v diisledku tohoto neni reakce proufké dle predloZeného vyndlezu nepiriznivd

ovliviiovéna vznikem nespecifického, rusivého 2lutého a2 oranZového zabarveni.

Pfriklad 1

Filtra&ni papir o plodné hmotanosti 180 g/m2 byl postupné naimpregnovén nésledujicimi roz-
toky tak, 2e po kaZdé 1mpregnéci byl dokonale vysuden v proudu vzduchu o teplotd okole
6o °c,
Impregnadni roztok I:

1,0 g kyseline metafosforelnd

0,18 g citronové kyselina

0,19 g #favelovd kyselina

0,33 g dvojsodnd s8l naftalendisulfonové kyseliny

0,1 nl 25%iho vodného roztoku sodné soli sek~heptadecylsulfdtu

0,18 g tetrafluoroboritan sodni,

ad 10 ml destilovanéd voda,

Impregnaéni roztok II:
0,05 g 3emoathyl-3=sulfoethylei=(2,6~dichlorfenyl) triezen
2,0 nl dimethylsulfoxid

15 ml toluen,

Po namoteni do moZe obsahujici alespol 0,1 mg bilirubinu ve 100 ml se tento papir barvi
bdhem 10 a% 20 s r&Zovd az temnd karminové, piicem2 intensita tohoto zabarveni je pfimo
umdrnd koncentrsci bilirubinu. Po namodeni do mode neobsshujfci biliribin vSak papir zdstae

ne smetanovd bily a toto zbarveni se nezmdni po dobu nejméné 5 minut.

- Pitrtiklad 2
Papirky se piipravuji stejnym zplsobem, vBak s pouZitim téchto impregna&nich roztokd:

Impregnadni roztok I:
1,0 g metafosforelnd kyseliﬁa
0,4 g hydrogensiran draeelny-'
0.1 ml 25%niho vodného roztoku sodné soli sek-heptadecylsulfdtu
ad 10 nl HY0 dest.

Impregnééni roztok II:
0,05 g 3-methy1—3-karb0xymethyl-1~(2.4-Hichlorfeny1) triazen
2,0 mnl dimethylsulfoxid

5,0 ml aceton
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10;0 ml octan pthylnaty

Vlastnosti tdchto papirkd jsou prakticky stejné, jako papirké piipravenych dle ptedchoziho
prikladu, zbarveni p¥i positivni reakei je v8ak fialové a v molich bez bilirubinu se barvi
po cce 5 min, svdtle Zlutdé. Obdobnd papirky piipraevend s 2,4~dichlorfenyldiazonium-tetra~

fluorcboraten, se zn stejnych podninek barvi v mo&ich bez bilirubinu intensivnd praniové}

-PELkleaed 3

Papirky pitipraveny s pouZitin ndsledujicich impregnainich roztokd:

Inpregnaéni roztok I:
1,0 g metafosforetnéd kyselina
0,2 g amidosulfonové kyselina'
0,4 g citronovd kyselina
0,7 nl 25%ntho vodného roztoku sodné soli sek~heptadecylsulfétu
ad 10 nl H,0 dest.

Inpregnaéni roztok II: .
0,05 g 3-(z-karboxy-s;sulfofanyl)-l—(2,5-dichlorfeny1)-triazen draselnd sil
2,0 ml dimethyleulfoxid ' '
5,0 ml octan ethylnaty

40,0 m}l benzen

Takto piipravend papirky davaji s bilirubinem fialovd &ervené zabarveni s v motich bez bi-
lirubipu se barvi jen svétle Zlutavé, Obdobné papirky, jejichZ indikaéni zbna obsehuje pii-
sludnou diazoniovou sll se v molich bez bilirubinu barvi téméF okamZitd sytd Zlutd.

Ptiklad 4
Papirky plipraveny s pouzitim t¥chto impregna&nich roztokd:

Impregnaéni roztok I:
1,0 g metafosforetnéd kyselina
0,4 g citronovéd kyselina
0,18 g #fsvelové kyselina
0,06 ml 25%niho vodného roztoku sodné sold eok-heétadacylsulfétu
ad 10,0 nl H,0 dest.

Impregnaéni.roztok II:
0,05 g sodné solli 3-methyle3-sulfoethyl-iy(4=benzyloxyfenyl)~triazenu
2,0 ml dimethylsulfoxid
15,0 ml toluen,

Po namoeni do mode, obsahujici urebilinogen se prouzky bérvi karminové dervend, piilem2
intensita tohoto zbarveni je piimo Umdrné koncentract urobilinogenu a mGZe byt semikvantie
tativnd vyhodnocena. Ve erovnéni e obdobnymi prouZky obsahujicimi piisludnou diazoniovou
sbl, jsou prouzky dle vyndlezu dokonale stélé za normédlnich podminek e nemdni ové vlast-
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nosti ani po deldi exposici na svétle.

Obdobné prouzky, v nichZ byla sodnd sl 3-methyl-3-sulfoethyl-l~{4-benzyloxyfenyl)

triazen nahrazena stejnym hmotovym mnoZstvim vépenaté soli 3w-methyl-3-karboxymethyl-i=(4-

~methoxy-fenyl)~triazenu vykazovaly naprosto stejné funkéni vlastnosti.

1.

PREDMET VYNALEZU

Diagnostick§ prouzek ke stanoveni azokopulovatelnych latek v biologickych kapalindch,
zejména v modi, vyznateny tim, Ze jeho indikagni z8na sestdvajici z nasédkového nosige,
obsahuje kysele roagujici ldtku, nab#iklad kyselinu citronovou, #¥avelovou, amidosulfo-
novou, metafosforeénou, hydrogensiran draselny nebo arylsulfonovou kyselinu o podtu

uhlikd 6 aZ 12 a ¢ 1 aZ 3 sulfonovyni skupinami nebo joiich smds a triazen obecného

Rq
X "===N.-‘(::R|

Y

vzorce I

(1),

v nén2 subatituenty X, Y a Z znall stejné nebo rozdilné atomy nebo skupiny, naptiklad
vodik, halogen, nitroskupina, alkylovy zbytek nebo alkoxylovy zbytek s 4 a% 3 atqmy uh-
liku, nebo aralkoxylovy zbytek ge 7 a2 8 atony uhliku; hydroxylovou skupinu, nchbo ami-

noskupinu popfipadd dédle acetylovenou nebo benzoylovanou nebo skupiny ~COR'nebo SO.R,v

- nichz R znadi hydroxylovou skupinu, alkylovou skupinu s jednim aZ dvéma atomy uhliku ne-

2‘

39.

bo aminoskupinu a symboly R, a R, znali nezévisle na sobd vodik, alkylovy zbytek o pot-
tu atomd uhliku 1 a2 4, hydroxyalkylovy zbytek o poltu atomd whliku 1 aZ 4, karboxyal-
kylovy zbytek o poltu atomd uhliku 2 aZ 4 nebo sulfoalkylovy zbytek s 1 aZ 4 atomy uhe

1iku nebo jeden ze symbolé R, nebo R, pfedstavuje eromaticky zbytek obecného vzorce II

;(II).
2

v némz substituenty X, Y a Z maji shora uvedeny vyznem, piigemz alespod jeden z nich je

karboxylovd skupina nebo sulfoskupina.

Diagnosticky prouzek podle bodu 1, vyznafeny tim, 2e obsahuje triazen ve formé& soldi
s ionty alkalickych kovi nebo alkalickych zemin, napiiklad s ionty lithia, drasliku,

sodiku, vépniku, barya nebo stronciea.

Diagnosticky prouzek podle bodu. 1 a 2, vyznaeny tim, Ze jeho 1hdikaéni z8na obsahuje
stabilizdtor, napiiklad kyselinu tetrafluoroboritou nebo jeji alkalickd stl, nap#iklad

tetraflouroboritan sodny nebo draselny nebo kyseliny arylsulfonové, napitiklad kyselinu
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p-toluensulfonovou nebo kyselinu 1,5=-naftalendisulfonovou nebo.2,7=naftelendisulfonovou.

4, Diagnosticky prouZek podle bodu 1 nebo 2 nebo 3 vyzna&eny tim, Ze-jeho indikaéni z8na
obschuje aktivatory azokopulaéni reakce, napiiklad estery kyseliny fosforetné, napii-
lklod dioktylfosfét nobo difenylfosfat nebo enionsktivni smétedla, napiéiklad laurylsule-

fat, dodecylbenzensulfdt nebo dioktyloster kyseliny sulfojentarové. .

5, Diagnosticky prouZek podlo bodu 1 nebo 2 nebo 3 nebo 4 vyznaleny tim, %e jeho indikad~-
ni zdna obsahﬁje organickd polymerni filmotvorné l4tky, napiiklad &krob, #elatinu, kar-
boxymethylcelulosu, polyvinylalkohol nebo’ polyvinylpyrrolidon.

Tz 66 - 5-8301 - 82 Cena 2,40 Ké&s
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