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(54) Pavadinimas:
Rinkinys cholesterino vizualiniam nustatymui odos pavirsiuje ir jam skirto
konjugato gavimo bidas

(57)  Referatas:

Sillomas rinkinys cholesterino vizualiniam nustatymui odos pavirSiuje susideda i§ konjugato, turindio
giminingumg epidermio cholesterinui ir rySkalo tirpalo, kur pastarasis susideda i$ (mg/ml):

citrinos rugsties 1000 - 2000
3,3',5,5'-tetrametil-4,4'-diaminodifenilo 70- 83
vandenilio peroksido 250 - 300
dinatrio etilendiaminotetraacetato 300 - 400
dinatrio divandenilio pirofosfato 15- 30
acetanilido 5- 30
vandens likusi dalis iki 1|

Konjugata, turintj gimininguma epidermio cholesterinui, sitloma gauti, veikiant N-vinilpirolidono ir maleino
rugsties anhidrido kopolimerg pradzioje digitoninu, po to prijungiant fermentg peroksidaze, modifikuotg
glutaraldehido ir 1,6-heksametilendiamino poveikiu.
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ISradimas priklauso biologinés ir bioorganinés
chemijos sric¢iai, tiksliau diagnostinéms priemonéms,
skirtoms nustatymui susirgimy, kuriems bidingas
cholesterino koncentracijos odos pavir3iuje padidéjimas
pvz., aterosklerozés. '

Rinkiniai, skirti vizualiniam cholesterino
nustatymui odos pavirs$iuje susideda i% 2 pagrindiniy
komponenty: konjugato, turinCio giminingumg epidermio
cholesterinui ir ryékalo tirpalo. Be to, rinkinio
sudétyje bldna pagalbiniai komponentai: buferinis
tirpalas konjugato iStirpinimui, kitos pagalbinés'
medZiagos, pipetés ir pan.

Rinkiniai, skirti wvizuvaliniam nustatymui yra
labai populiariis pastaraisiais metais. Juy privalumas -
greitas, paprastas ir akivaizdus tam tikros medZiagos
nustatymas.

Paprastai vizualiniam cholesterino nustatymui
“konjugatas yra 1iStirpinamas buferiniame tirpale ir
gauto tirpalo laSas uzZla$inamas ant delno odos. Po tam
tikro fiksuoto laiko (pvz., 1 min) konjugato perteklius
nuplaunamas vandeniu, o suri$§to su delno cholesterinu
konjugato kiekis jvertinamas pridéjus la3g rySkalo

tirpalo pagal spalvotos démés susidarymg bei jos

intensyvumg. -
Pagrindinio rinkinio komponento. - konjugato,
turincio giminingumg epidermio cholesterinui -

artimiausias gavimo blOdas apradytas TSRS autoriniame
liudijime SU 1675769. Siame i3radime apra3ytas 13 esmés
panadus konjugato, turincio gimininguma  epidermio
cholesterinui, gavimo bldas prijungiant prie N-vinil-

pirolidono ir maleino rag3ties anhidrido kopolimero
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pradZioje digitoninag, po to fermenta peroksidaze. Deja,
taip gautas konjugatas Yra nelabai stabilus ilgai
laikant.

Kito esminio rinkinio komponento - ryskalo
tirpalo sudeétis Zinoma, pvz., i3 apzvalgos [ Yu. M.
Lopukhin, The Skin and Atherosclerosis,
Physicochemical Aspects of Medicine, Reviews, 1992,
vol. 3, part 4, psl. 46-501] . Tai yra vandeninis
tirpalas, kurio sudétyje yra N,N-dietil-p-fenillen-
diamino sulfatas, vandenilio peroksidas, natrio
tiosulfatas, stabilizuojantis tirpalas ir kalio
bromidas.

Toks ry3kalo tirpalas yra nestabilus ir gali bati
panaudotas (iSlieka bespalvis) tik 6-8 valandy
laikotarpyje.

Minéti tridkumai Zymiu mastu riboja viso rinkinio
panaudojimo klinikinéje praktikoje galimybes.

Pramoninei rinkiniy gamybai biitina, kad rinkiniai
iSlaikyty savo funkcionalines savybes pakankamai ilga
laikg ( pvz., 6 mén. ), reikalinga rinkinio
transportavimui, saugojimui iki panaudojimo bei
panaudojimo metu. Naudojant $iame iZradime pasidlytos
sudeties ry3kalo tirpala 3i problema iSsprendziama.

Tikslu pagerinti komponenty ir viso rinkinio
stabilumg, ry3kalo tirpalu sifiloma naudoti tirpala,
gaunama ‘tirpinant vandenyje Siuos komponentus

nurodytais kiekiais (mg/1l):

citrinos rugdtis 1000 - 2000
3,3'", 5,5'-tetrametil-4,4'-diaminodifenilas 70 - 83
vandenilio peroksidas 250 - 300
dinatrio etilendiaminotetraacetatas 300 - 400
dinatrio divandenilio pirofosfatas ' - 15 - 30

acetanilidas 5 - 30
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Konjugata, turintij giminingumg epidermio
cholesterinui sifloma gauti, veikiant N-vinilpirolidono
ir maleino rug3ties anhidrido kopolimera pradZioje
digitoninu, po to prijungiant fermentg peroksidaze,
modifikuota glutaraldehido ir 1,6-heksametilendiamino
poveikiu.

Pavyzdys 1.

Rinkinys paruo$iamas i5 tokiy komponenty:

- konjugatas t.y. N-vinilpirolidino ir maleino
rigsties anhidrido kopolimeras su prijungtais
digitoninu ir peroksidaze arba modifikuota
glutaraldehido ir 1,6-heksametilendiamino poveikiu
peroksidaze;

- ryskalo tirpalas;

- buferinis tirpalas konjugato iStirpinimui.

Ry3kalo tirpalas paruoSiamas taip:

Citrinos rigstis istirpinama distiliuotame
vandenyje, pridedama koncentruotos druskos rug3ties iki
pH 2,5, iStirpinamas 3,3', 5,5'-tetrametil-4,4'-
diaminodifenilas, pridedama 10%-nio natrio 3armo
tirpalo iki pH 3,5 ir gautame miSinyje iStirpinama
90% viso dinatrio etilendiaminotetraacetato kiekio.
Atskirai paruoSiamas tirpalas, turintis vandenilio
peroksida, 10% viso dinatrio etilendiaminotetra-
acetato kiekio,- dinatrio divandenilio pirofosfatg 1ir
. acetanilida. Abu tirpalai gerai sumaidomi. Ry3kalo
tirpalo sudéties itaka jo stabilumui iliustrubja
lentele.

Konjugato su modifikuota peroksidaze peroksidazi-
nis aktyvumas stabilizuojasi.Tai yra labai svarbu
rinkinio naudojimo laikui, kadangi abiejuy komponentuy

stabilumo terminas prakti$kai susilygina.
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4
Lentelé
Ry38kalo Komponenty koncentracijos, mg/l Stabilumas*
tirpalo mén.
Nr.
A B C D E F

1 1600 83 283 344 22 13 > 6
2 2000 83 283 344 - 22 13 6
3 1000 83 283 344 22 13 6
4 1600 70 283 344 22 13 > 6
5 1600 83 300 344 22 13 6
6 1600 83 250 344 22 13 > 6
7 1600 83 283 400 22 13 > 6
8 1600 83 283 300 22 13 6
9 1600 83 283 344 30 13 > 6
10 1600 83 283 344 15 13 6
11 1600 83 283 344 22 30 > 6
12 1600 83 283 344 22 5 6

kur A - citrinos ruagstis

- 3,3', 5,5'-tetrametil-4,4'-diaminodifenilas
- vandenilio peroksidas

dinatrio etilendiaminotetraacetatas

- dinatrio-divandenilio pirofosfatas

Mmoo QO ou
|

- acetanilidas

*Laikas, per kuri tirpalo spalvos intensyvumas,
matuojant spektrofotometru prie 652 nm, esant

kontroliniame pavyzdyje vandeniui, nevirsija 0.05.
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Pavyzdys 2: Konjugato gavimo budas

200 mg peroksidazés iStirpinami 15 ml 0,2 M fosfatinio
buferio, pH 7,0. I tirpalg laSais pridedami 9,0 ml 25%
glutaraldehido tirpalo. Mi3inys mai3omas 24 val, po
to praplaunamas 6 kartus 0,2 M fosfatiniu buferiu pH
7,0 ultrafiltracijos aparate.bTada 3 tirpala pridedamas
1 ml 30% - nio vandeninio 1,6-heksametilendiamino
tirpalo ir misinys mai3omas 24 val. Toliau reakcijos
miSinys praplaunamas 8 kartus 0,2 M fosfatiniu buferiu
ultrafiltracijos aparate. Gautas modifikuotos
peroksidazés tirpalas inkubuojamas su N-vinilpirolidono
ir maleino rug3ties anhidrido kopolimeru, ‘prie kurio
prijUngtasldigitoninas. Gautas tokiu btdu konjugatas
iélgiko daugiau 80% peroksidazinio aktyvumo saugojant
6 mén.

Sio i¥radimo panaudojimas suteikia sekancius
pranasSumus:

1. Sitlomo rySkalo stabilumas (laikas per kurij
tirpalas iSlieka bespalvis) padidéja nuo 6-8 val iki 6
ménesiy, t.y. 540-720 kartuy, o konjugato stabilumas
(laikas per kurj i¥silaiko ne maziau 80 %
peroksidazinio aktyvumo) padidéja nuo 2-3 mén. iki
6 mén., t.y. 2-3 kartus.

2. Konjugato peroksidazinio aktyvumo ir rys8kalo
tirpalo stabilizavimas pagerina rinkinio

ekspluatacines savybes.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Rinkinys cholesterino vizualiniam nustatymui odos
pavirsiuje, susidedantis is konjugato, turincéio
giminingumg epidermio cholesterinui ir rySkalo tirpalo,

besiskiriantis tuo, kad rySkalas susideda

i§ (mg/l):

citrinos rigsties 1000 - 2000
3,3', 5,5"'-tetrametil-4,4'-diaminodifenilo 70 - 83
vandenilio peroksido 250 - 300
dinatrio etilendiaminotetraacetato 300 - 400
dinatrio divandenilio pirofosfato 15 - 30
acetanilido 5 - 30
vandens likusi dalis iki 1 1
2. Konjugato, turincio giminingumag epidermio
cholesterinui gavimo bidas prijungiant prie

N-vinilpirolidono ir maleino rigsties anhidrido

kopolimero digitoning ir po to peroksidaze,
besiskiriantis tuo, kad peroksidaze
modifikuoja, veikiant ja glutaraldehidu ir

1, 6-heksametilendiaminu.
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