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La invencién se refiere a un substrato sédlido
para la determinacién de proteinasa, que es apropiado
en especial para la utilizacidén en soluciones colorea~-
das, por ejemplo en medios que contienen homoglobina

5 o clorofila.

Para la determinacidn de proteinasa se descri-
ben en la bibliograffa un gran nfinero de procedimien-
tos, que esencialmente pueden ser clasificados en dos
grupos, a saber, de una parte aquéllos en los que son

10 desdoblados cuerpos proteinicos de alto peso molecular,
y de otra parte aquéllos que se basan en una hidrélisis
de sustancias de bajo peso molecular, tales como &ste-
res y amidas, En el segundo grupo, los productos de des
doblamiento poseen frecuentemente una absorcién de 1luz

15 modificada respecto a la del substrato intacto, La mo-
dificacién de la absorcidn de la luz en el mdximo de
absorcién de los productos de desdoblamiento se emplea
en este case la mayoria de las veces como una medida de
la actividad enzimftica. De ordinario se admite que el

20 efecto de la proteinasa sobre substratos de alto peso
molecular trascurre en el mismo sentido que con un ma-
terial de bajo peso molecular, Sin embargo, esta supo-
sicidén no se da en sistemas complejos, que junto a las

enzimas contienen también inhibidores, por ejemplo en

25 la sangre,
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Con substratos de alto peso molecular, tales
como hemoglobina, gelatina o casefna, el efecto proteo-
litico de una solucidn se puede determinar correctamen=-
te, No obstante, éstos tienen el inconveniente de que,
después del tiempo de incubacidén con la enzima, deben
ser separados por precipitacidn de los productos de
degradacién y a continuacidén frecuentemente tienen que
ser identificados ademds por medio de reacclones qufmi-
cas sensibles, En estas mediciones de actividad resul-
tan de ello amplios mdrgenes de error, Ademds, de ello,
en ambos grupos de métodos de determinacién aparecen
defectos considerables cuando los procedimientos de
medicién requieren una lectura éptica, y la solucién
que contiene proteinasa manifiesta una absorcidén pro-
pia, que interfiere con el intervalo de medicién,

Se ha intentado ya teriir substratos de alto pe-
so molecular mediante colorantes reactivos y determi-
nar fotométricamente el efecto hidrelftico de la pro-
teinasa por medicidén de la cantidad de colorante des-
doblada /bibliograffa: H, Rinderknecht y otros, Clin.
Chim.Acta 21, 197-203 (1968)/. Sin embargo, este méto-
do tiene el inconveniente de que su sensibilidad es in-
fluenciada esencialmente, en el caso de utilizacidn de
polvo cutdneo coloreado, por‘el tamafio de particulas

de éste,
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Se ha encontrado ahora un substrato sélideo
muy sensible para la determinacién de proteinasa, que
estd caracterizado porque una protefna substrato es
unida covalentemente en fina distribucién en o sobre la
superficie de un vehfculo sélido y es tefiida con colo-
rantes reactivos. Por medio de la distribucién fina,
los substratos de alto peso molecular son muy bien
accesibles para las proteinasas que han de ser deter-
minadas, y el desdoblamiento del substrato conduce a
una liberacién del colorante copulado con &1, que es
dependiente de la actividad enzim&tica,

Como proteinas substrato en el sentido de la
invencidn son adecuadas todas las proteinag desdobla=-
bles por proteinasas - en especial hemoglobina, casef-
na, fibrindgeno o coldgenc, as! como sus productos de
transformacién o de degradacidn, tales como fibrina
térmica, ~casefna, gelatina, asi como productos de
hidrélisis de estos compuestos, reticulados de nuevo,
por ejemplo polipéptidos reticulados de nueve proceden
tes.de gelatina degradada, que se preparan segin la
patente alemana 1 118 792 y estdn en el comercio como
HaemaccelG® (marca Comercial de la firma Behringwerke
AG) .

Como velifculos para estos substratos son ade-

cuados, sobre todo, copolfmeros de un monémero activo,
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es decir, de uno que contiene grupos activos, tales
como la agrupacién anhidrido de dcido carboxflico o
la agrupacidén isotiociamto, y de un monémero inacti-
vo, sin tales grupos, por ejemplo un compuesto de ete
no. Como monédmeros activos son adecuados en especial
anhfdrido de 4cido maleico, o anhidrido de 4cido cro=
ténico o alilisotiocianato, y como monémeros inacti-
ves, por ejemplo, propileno, acrilamida o butadienc,
Los copolimeros pueden constar de mondmero
activo y de mondmero inactivo en cualquier pronorcién
cuantitativo, En consecuencia, en el polimero pueden
estar contenlidas unidades mondémeras del monémero ac-
tivo en concentraciones desde 0,01 hasta 99,99 % en
moles. El copolimero de anhfdrido de 4cido maleico y
acrilamida contendrd ventajosamente menos de aproxima-
damente 6 % en moles de anh{drido de 4cido maleico,
el copolfimero de anhfdrido de dcido maleico y butadie
no contendrd menos de aproximadamente 90 % en moles de
anhfdrico de 4cido maleico, mientras que el copolimero
de anhfdrido de dcido maleico y propileno constard ven-
tajosamente de aproximadamente 50 % de anhidrido de
4dcide maleico y 50 % de propileno., Si tiene gque exis-
tir una proporcidn especialmente elevada de grupos ace
tivos, se puede emplear tambidn el homopolfmero del mo-

némero activo, por ejemplo del anhfdrido de &cido maleiw
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co, como material de vehfculo de la protefna substra-
to.

E1l vehfculo debe ser hecho reaccionar lusgo
con la proteina substrato, de modo que los grupos ac-
tivos de ambos componentes formen entre sf enlaces co-'
valentes, Kl tipo de la reaccién y del enlace covalen-
te formado de este modo dependen, naturalmente, del cae
rdcter de los grupos activos que entran en reaccidn,
Por ejemplo, por medio de correspondientes reacciones
de adicién o de condensacidén, pueden ser unidos enla-
ces de péptido, urea, tiourea,éster, acetal o éter.

Si en el material de veh{culo tienen que que-
dar grupos activos en exceso, que no hayan entrado en
reaccidn con las proteinas substrato, éstos pueden ser
separados, si asi se desea, por reactivos adecunados de
bajo peso molecular, por ejemnlo, los grupos de anhi-
drido de &cido por medio de una amina, tal como hexame-
tilendiamina.,

Otras posibilidades seguin la invencidn para la
unidén en o sobre un vehfculo inerte (por ejemplo, po-
liacrilamida, poliamida) consisten en la introduc;ién
de grupos capaces de reaccionar, tales como isotiocia
nato, dobles enlaces capaces de reaccionar, grupos dia
zonio, grupos azo o haldégenos capaces de reaccionar,

en la protefna substrato, que después de ello se hacen
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reaccionar con el vehfculo seglin los métodos quimicos
habituales. Si, por su parte, el vehiculo estd provis-
to de grupos capaces de reacclonar, el substrato se
puede unir con €1 de modo conveniente tal como se ha
mostrado anteriormente,

La eleccién del colorante reactivo se ajusta
segﬁn'el campo preferente de utilizacién del substrae
to, Para la medicidn de la proteinasa en la sangre o
en medios que contienen hemoglobina - en especial en
extractos de drganos - se emplean de preferencia colo=-
rantes cuyo méximo de absorcidn estd en el intervalo
de longitudes de onda =~ 600 nm, puestoc que en tal caso
disminuye fuertemente una influencia por la absorcidn
propia de la hemoglobina., Especialmente adecuado es en
este caso el Remazolcgz obtenible en el comercio (Rema-
zolCEL marca comercial registrada de la firma Farbwerke
Hoechst AG) y el azul turquesa B (C.I. (= Colour Index)
Reactive blue 77). Otros colorantes gue son adecuados

® x) azul

para la tincidén del substrato son Procion 1

®negro

RL (C.I. Reactive black 31), Cibacron®xx) azul turque

turquesa H 7 G (C.X. Reactive blue 3). Remazol

sa G-E (C.I. Reactive blue 7), Cibacron azul turquesa

FGF=P (C.I. 74460, Reactive blue 15), por entresacar

algunos ejemplos.

X) Procion®= marca comercial registrada de la firma ICI
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XX) Cibacron = marca comercial registrada de la firma
Ciba AG

En el caso de extractos de plantas que contie-
nen clorofila se pueden elegir colorantes, que tienen
por le menos un méximo de absorcidén que no interfiere '
con el verde de las plantas, por ejemplo Remazol rojo
brillante FB (C.I. Reactive red 104), Remazol® rojo
brillante BB (C.I. Reactive red 21),

Para la tincién del substrato unido covalente-
mente sobre o en el vehfculo, se eligen condiciones de
pH y de temperatura como las que son rccomendadas por
el fabricante del colorante, Después de la reaccidn del
colorante con el substrato, se elimina por lavade el
colorante en exceso con control de la extincién en el
correspondiente mdximo de absorcién, Un substrato séli-
do para la determinacién de proteinasa, pieparado Sw
gin. este procedimiento, es mds sensible, por un factor
de 5 a 100, que los substratos de alto peso molecular
tefiidos, segin la situacidén actual de la técnica.

La invencién se refiere también a la utiliza-
cién del substrato y de medios que contienen el subs-
trato, para la medicién de actividades de proteinasa.
Después de incubacién de las soluciones que contienen
proteinasa con el substrato tefiido, unido al vehfculo,

que puede ser llevada a cabo a 0°C - 802C, segiin la sen

-8-



sibilidad frente a la temperatura de la proteinasa que
se ha de determinar - de preferencia se emplean tem=
peraturas de 20-409 - se separa el vehfculo, fdcilmen-
te centrifugable y filtrable, y se mide el colorante

5 liberado en el mdximo de absorcidén de éste, La extine
clén obtenida de este modo es, en un amplio intervalo,
linealmente dependiente de laactividad de prqteinasa
a medir. Extinciones por fuera del intervalo lineal
pueden ser evitadas por dilucién de la solucién de en-

10 zima. Por medio de la unidén covalente de la proteina
substrato con el vehfculo, y del colerante con la pro=
tefna substrato, el substrato es estable en un amplio
intervalo de pH (pH 2 - pd 12) durante el tiempo nece-
sario para el ensayo. Mientras que los substratos depo-

15 sitados sobre el vehficulo por absorcién son fdcilmente
desprendidos por variacidédn del medio salino o por una
presencia de protefnas, por ejemple de albdmina, el
substrato segln la invencidn permite el empleo de diver-
sos sistemas tampén, segln el gque se considere Sptimo

20 para-la medicién de la proteinasa en cuestién,

Los substratos segin la invencién son adecuados
para determinar proteinasas con una sensibilidad hasta
ahora no observada en el caso de uno de los substratos
conocidos, tales como por ejemplo, tripsina, quimotrip-

25 sina, colagenasa, bromelaina, ficina o pronasa. La pre=

h-1-75 -9-
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paracién, segin la invencidén, del substrato, y la uti-
lizacidén de éste para la determinacién de proteinasas,
en especial en la sangre y en extractos de tejidos y

de plantas, se describe en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1

400 mg de un polimero en forma de polvo a base de anhfi-
drido de 4cido maleico y propileno, en la proporcidén
molar l:l, se empastan con 10 ml de tampdn de fosfato
0,2 Mde pH 7,5 vy, en un bafio de enfriamiento de una
mezcla de agua y hielo, se completan a 20 ml con el mis-
mo tampén de fosfato. Se afiade una solucién de 120 mg
de fibrinégeno humano en 12 ml de solucién de NaCl
0,15 M. Después se afiaden a esto 8 ml de hexametilen-
diamina para el bloqueo y fijacidén de los grupos anhi-
drido en exceso, La carga se agita durante la noche, se
separa por decantacidén y el gel se lava tres veces cada
vez con 40 ml de solucién de sal comfin al 0,9 por cien-
to. Despuéds de esta separacidn por lavado del fibrind-
geno no fijado, el gel se suspende en 75 ml de un tampén
de fosfate trisddico, que contiene 720 mg de Na PO .,

. ) ® 4
12 Hzo, y con adicién de 360 mg de Remazol azul ture
quesa B (C.X. Reactive blue 77) se agita durante 3 ho-
ras a 409C, en un bafio de agua. A continuacién se pre-

cipita el gel por centrifugacidn, se agita con 400 ml

=10~
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de una solucidn de gal comin al 0,9 por ciento a 802C,
y después se centrifuga de nuevo, Esta operacidn de
lavado para la eliminacién del colorante en exceso,
no unido covalentemente, se repite en total 10 veces,
llevdndose a cabo los dos primeros lavados con una so-
lucién de sal comin que contiene, por 100 ml, 0,2 ml
de una lejfa de sosa 2 N, Los 5 lavados siguientes se
realizan con solucidn de sal comdin sin ninguna adicién,
El 8?2 lavado se lleva a cabo con solucién de sal comin
gque contiene, por 100 ml, 0,5 g de albdmina de ganado
vacuno, La solucién de lavado para los dos dltimos la-
vados no contiene ningdn aditivo. Después de ello se
centrifuga de nuevo y se determina el rendimiento. Se
obtiene 1,2 g de substrato, pesado en estado hidmedo,
Para la produccidn de una preparacidén de substrato pa-
ra la determinacién de plasmina, el precipitado se sus-
pende en 3,6 ml de un tampén de citrato de sodio 0,1 M,
de pH 7,4. El1 substrato de proteinasa obtenido de este
modo puede ser empleado directamente para la determi-
nacién de la actividad.

Se obtienen valores igualmente buehos si el
substrato se liofiliza para el almacenamiento, e in-
mediatamente antes de la utilizacidn se suspende de

nuevo en la cantidad correspondiente de agua,

“lle



Ejemplo 2

150 mg de fibrindgeno de ganado vacuno en 20 ml de NaCl

0,15 M se mezclan con 5 ml de tampdn de fosfato 0,1 M,

de pH 7,6, v a continuacidén, en porciones, con 15 mg de

5 anhfdrido de dcido maleico, ¥y se dejan reaccionar duran-

te media hora a temperatura ambiente., El maleoilfibriné

geno asf{ resultante se copolimeriza con acrilamina en

una carga de nolimerizacidn segin L.Ornstein (Annal., N.Y,

Acad. Seci. 121, 321, 1964). Para la carga de polimeriza-
1o cidén se emplean las soluciones A y C, propuestas por Orns

tein, as{ como una solucidn de peroxidisulfato de amonio,

de la composicidén siguiente:

Solucidn A : 48 ml de HC1 1N
L5 . 36,3 g de trishidroximetilaminometano
0,46 ml de TEMED = tetraetilmetil-etilen
diamina

hasta 100 ml de agua destilada

20 Solucién C :
(seglin Ornstein, modificada)
30 g de acrilamida
1,5 g de metilenbisacrilamida

liusta 100 ml de agua destilada

Peroxidisulfato de amonio:

Solucién al 1 por ciento de agua destilada

bal.75 -12-
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La copolimerizacidén de 25 ml de la solucién de

maleoilfibrindgeno antes obtenida se inicia por medio de

‘adicidn de 5 ml de la solucién A, 6,25 ml de la solucién

C y 1,25 ml de la solucidén de peroxidisulfato de amonio,
y se completa dejando reposar durante una hora a tempera
tura ambiente. Después se cubre el gel con 80 ml de solu
cién de sal comin al 0,9 por ciento y se desmenuza con
un homogeneizador de laboratorio (Ultra Turrax). ElL pro=
ducto se centrifuga y se agita con la misma cantidad de
solucidn de sal comfin al 0,9 por ciento, despuéds se sepa
ra de nuevo por centrifugacién y el residuo se suspende
en 24 ml de un tampén de fosfato trisédico, que contiene
0,9 g de fosfato trisddico. A ello se afiaden 0,45 g de
Remazol C:> azul turquesa B (C.I. Reactive blue 77). La
mezcla se agita durante 3 horas a 402C, Después, el colo
rante en exceso se elimina por lavado, como se ha descri
to detalladamente en el ejemplo 1, empledndose para una
operacidén de lavado, cada vez 240 ml de una solucidn al
0,9 por ciento de sal comin, y eventualmente las adicio-

nes mencionadas en el ejemplo 1,

Ejemple 3

3 g de hemoglobina de caballo se disuelven en 300 ml de
tampdén de fosfato 0,1 M, de pH 7,4, y se mezclan con 900

mg de anhfdrido de dcido maleico pulverizado. A continua

<13~
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cién se agita durante media hora mds. La maleoilhemoglo-
bina as{ formada se copolimeriza con acrilamida, de modo
correspondiente al del ejemplo 2, para formar un gel de
acrilamida al 5 por ciento., Para la polimerizacidén se em

5 plean las soluciones segilin Ornstein, mencionadas en el ‘
ejemplo 2, en las siguientes proporciones cuantitativas:
A 300 ml de la solucién de maleoilhemoglobina
se afiaden 60 ml de la solucidn A seglin Ornstein, 75 ml
de la solucidén C y 15 ml de la solucidn de peroxidisul-
10 fato de amonio al 1 por ciento,
bDespués de 1 hora a temperatura ambiente, el
gel se cubre con 900 ml de una solucién de sal comin al
0,9 por ciento y se desmenuza con un homoegeneizador de
laboratoric (Ultra Turrax). El copolimero se centrifuga
15 y se agita hrevemente con el mismo volumen de una solu~
cibén de sal comin al 0,9 por ciento, después se centri-
fuga y el residuo se suspende en 450 mlL de un tampén de

fosfato trisddice, que contiene 10,8 g de Na pou. 12 H20,

3
y se agita durante 18 horas a 25°C con 5,4 g de Remazol C)

20 azul turquesa B (C,X. Reactive blue 77). El colorante en
exceso se elimina por lavado, del modo descrito en el ejem

plo 1, empledndose cada vez 4,5 litros de la solucién de

lavado, en el orden dec sucesidn mencionado.

25 Ejemplo 4

1 g de fibrinégeno se disuelve en 100 ml de tam

bul-75 “1he-
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pén de fosfato 0,2 M, de pH 7,4, y se hace reaccionar con
10,4 mg (10,Jl) de anhfdrido de Zcido crotdnico. E1 deri
vado crotonf{lico del fibrinégeno, formado al dejar repo-
sar la carga, se copolimeriza, de modo correspondiente

al del ejemplo 2, con acrilamida, a pd 8,5, para dar un
gel al 4 por clento, Para ello se hacen reaccionar 100 ml
de la solucidén de crotonilfibrindgeno con las soluciones
de polimeracidn segin Ornstein, descritas en el ejemplo
2, afiadiéndose en este caso 25 ml de solucidén A, 20 ml

de solucién ¢ y 5 ml de peroxidisulfato de amonio, Des-
pués de 1 hora se cubre el gel con 300 ml de solucidn de
cloruro de sodio al 0,9 por ciento, se desmenuza con un
homogeneizador de laboratorio, a continuacién se centri-
fuga, se lava una vez con solucién de sal comin, se cen-
trifuga de nuevo, y se suspende en 150 ml de un tampdn de
fosfato trisddico, que contiene 1 g de fosfato trisdédico,
y se hace reaccionar con 0,5 g de Remazol (:)azul turque
sa B (C.I. Reactive blue 77) a 40°C, El colorante en ex~
ceso se elimina por lavado, segin el ejemplo 1, emplean-~

do cada vez 1,5 litros de la solucién de lavado,

‘Ejemglo 5

10 g de gelatina se disuelven a 60°C en tampén
de fosfato 0,1 M, de pil 8,5, y se hacen reaccionar, a apro

ximadamente 302C con 56,5/ul (58,5 mg) de alilisotiociamna

-15-
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to, Se forma el derivado de alilisotiourea., Este se co-
polimeriza, de modo correspondiente al del ejemplo 2, con
acrilamida, a pH 8,5, para dar un gel al 4 por ciento, Pa
ra ello se hacen reaccionar 100 ml de una solucidn al 10
por ciento de alilisotiourea~gelatina con las solucioneé
segiin Ornstein, mencionadas en el ejemplo 2, utilizdndose
en este caso 25 ml de solucidn A, 20 ml de solucién C y 5
ml de solucidn de peroxidisulfato de amonio., Al cabo de

1 hora el gel se cubre con 300 ml de solucién de sal co-
min al 0,9 por ciento, se desmenuza con un homogeneizador
de laboratorio, se centrifuga, se lava una vez con solu=-
cidn de sal comin, se centrifuga de nuevo, se suspende en
150 ml de un tampdn de fosfato trisddico, que contiene

9,2 g de fosfato trisddico, y se hace reaccionar con 4,6

g de Remazol (:) azul turquesa B (C.I. Reactive blue 77),
a L4oeC. El colorante en exceso se elimina por lavado segtin
el ejemplo 1, empleando cada vez 1,5 litros de la solucién

de lavado,

Ejemplo 6

100 ml de Haemaccel (R) con un contenido de pro
teina de 10 %, se mezclan con 100 ml de tampdn de fosfato
0,1 M, de pd 8,5, y se hacen reaccionar con 56,5 mg de
anhidrido de 4cido maleico, a 30°C., El Haemaccel maleoila

do se copolimeriza, segin el ejemplo 2, con acrilamida a

-16-



pH 8,5, para dar un gel al 4 por ciento., Para ello se ha
cen reaccionar 200 ml de la solucién de maleoil-Haemaccel
con las soluciones de polimerizacién segiin Ornstein, des
critas en el ejemplo 2, afiadiéndose en este caso 50 ml

5 de solucién A, 40 ml de solucién € y 10 ml de solucién
de peroxidisulfato de amonio. AL cabo de 1 hora el gel
se cubre con 600 ml de solucién de sal comin al 0,9 por
cliento, se desmenuza con un homogeneizador de laborato=-
rio, se centrifuga, se lava una vez con solucién de clo

10 ruro de sodio, se centrifuga de nuevo, se suspende en
300 ml de un tampén de fosfato trisédico, que contiene
9,2 g de fosfato trisédico, y se hace reaccionar con
b,6 g de Remazol (R) azul turquesa B (C.I. Reactive
blue 77), a 402C. El colorante en exceso se elimina

15 por lavado, segiin el ejemplo 1, empleando cada vez 3

litros de la solucidn de lavado.

Ejemplo 7

1l g de casefna se disuelve en tampén de citra

20 to 0,1 M, de pH 7,4 para dar una solucién al 10 por cien
to. A temperatura ambiente se afiaden 0,2 ml de polietilen
glicolack, (s/-di=(sulfofenil-U-isotiocianato) con un peso
molecular entre 1000 y 6000, y se agita hasta la solidifi
cacién. Al cabo de 1 hora se desmenuza el gel, Después de

25 la eliminacién de la protefina no fijada, por lavado con

he1-75 -17-
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2 porciones de 50 ml de un tampén de citrato 0,1 M, de
pH 7,4, el gel se centrifuga, se suspende en 50 ml de un
tampén de fosfato trisddico, que contiene 1 g de fosfato
trisédico, se mezcla con 0,5 g de Remazol (R) rojo bri-
llante FB (C.X., Reactive red 104) y se mantiene a 402C
durante 3 horas. El colorante en exceso se elimina por
lavado, segilin el ejemplo 1, empleando cada vez 1l litro

de la solucidn de lavado.

Ejemplo 8

600 mg de KA -caseina se disuelven en tampén de
trishidroximetilaminome tano (tris) 0,05 M, &e'pﬂ 7:5, que
contiene NaCl 0,09 M, para dar una solucién al 3 por cien
to, vy se calienta durante 1 hora a 802C. Despuéds de en-
friamiento a 30¢C, se afiaden 0,15 ml de polietilenglicol-
-A , W -di~(sulfofenil=l-isotiocianato), con un peso mole
cular entre 500 y 1000, y la mezcla se agita hasta la so-
lidificacidén, Al cabo de 1 hora se desmenuza el gel, y la
proteina no fijada se elimina por lavado con 2 porciones
de 100 ml de un tampén de citrato 0,1 M, de pd 7,4, se
centrifuga, y se suspende en 20 ml de un tampdén de fosfa
to_tris6dico, que contiene 600 mg de fosfato trisddico.
A esta suspensidén se afiaden 300 mg de Procion (R) azul
turquesa H 7 G (C.X. Reactive blue 3), se mantiene a 409C

durante 30 minutos y a continuacidn se calienta a 80°¢C

-18-



durante 30 minutos méds. Después del enfriamiento, el co=-
lorante en exceso se elimina por lavado, segiin el ejem-
ple 1, empleando cada vez 200 ml de la solucidn de lava-~

do,

5 Ensayo 1

A 50 mg de un substrato segin el ejemplio 2, se
cado por congelacién a partir de una suspensién en sal
comin fisiolégica, se afladen con una pipeta 2 ml de agua
destilada y 2 ml de tampdén de ciltrato 0,1 molar, de pH

10 7s4, ¥ la carga se deja durante 5 minutos a temperatura
ambiente, A continuacidn, con una varilla de vidrio, se
prepara una suspensién homogénea y se incuba ésta duran
te 5 minutos a }72C en baflo de aguas 2 ml de citrato-san
gre de un paciente sometido a terapia de fibrinédlisis se

15 . affaden al substrato inmediatamente después de la toma des
de la vena del brazo, y la carga se mezcla bien. Se incu
ba durante 15 minutos a 379C, con agitacidn en tres ve=
ces, La degradacién se detiene al cabo de 15 minutos por
adicidén de 1 ml de una solucidén diluida del inhibidor de

20 tripsina Kunitz, con 500 unidades internacionales K/ml.
Después de la separacidén del substrato por centrifugacién
a 3000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga de labora
torio, la porecidn sobrenadante transparente se separa por
sifonacidén y se mide a 665 nm en el espectrofotdﬁetro. Por

25 medio de una curva de calibrado se puede leer la activi-
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dad de plasmina. Para un paciente después de 10 minutos

de terapia de fibrinélisis resultd, por ejemplo, un O

665 nm de 0,235 unidades O. De una curva de calibrado,

que habfa sido construida con ayuda de cantidades defini

das de plasmina y que estd incluida como figura 1, se lee

una actividad de plasmina de 0,16 unidades segin Remmert

y Cohen, para este momento,

Por variacidén de las condiciones de ensayo, se

pueden determinar, por ejemplo, las siguientes enzimas:

Enzima Substratox)

Tampén pH  Temperatn Duracidn
ra de in- de la in
cubacién cubacién

Tripsina Waemaccel Tris 8,0 37¢C 15 minutos

0,05 M

Quimo~ Gelatina Fosfato 755 37eC 15 minutos

tripsina 0,05 M

Colagenasa Coldgeno Citrato 7,4 37°2C 30 minutos
0,1 M

Bromelai Caseina Acetato 4,0 Loec 30 minutos

na 0,1 M

Ficina Hemoglo~ Tris 8,5 koec 20 minutos

bina 0,05 M

Pronasa Caseina Borato 9,0 hoeg 10 minuwtos
0,06 M

x) £l vehfculo y el colorante pueden ser elegidos a volun-
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tad dentro del marcoe de la invencién.

Experiencia 2

Comparacidn de la sensibilidad del substrato
preparado segin la invencidn, con un producto comercial
correspondiente a la situacién actual de la técnica cong
cida hasta ahora, preparado a partir del colédgeno desna
turalizado de piel de vaca, sobre el que se ha fijado un
colorante azul, en el médximo de absorcidn correspondien-
te, Como enzima se emplea tripsina (Serva, 2 veces cris-
talizada). La degradacién se lleva a cabo durante 15 mie
nutos, a 372C, en trishidroximetilaminometano 0,05 M, de
PH' 7,8, y se detiene con un inhibidor de proteinasas. El

volumen de la carga de reaccidn fué de 6 ml.

Cantidad de tripsina Substrate I Substrato IX
ng (producto comercial) (substrato se-
gin la inven-
cién)
/\E 595 nm /\E 665 nm
0 0,00 0,00
10 no ensayado 0,045
50 0,001 0,260
100 0,004 0,485
10,000 0,670 no ensayado

Como puede verse a partir de los niimeros compa=

w2l



10

20

25

28975

rativos, el substrato preparado segiin la invencidn es esen-
cialmente mds sensible que el substrato segiin el estado ac-
tual de la técnica, ‘

La presenfe solicitud, que corresponde a la pre=
sentada en Reptiblica Federal Alemana, el 21 de Diciembre dé
1:973, bajo el nifimero P 23 63 854.2, se acoge a los benefi=
cios del Articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad

Industrial.

REIVINDICACTIONES

Los puntos de invencién propia y nueva, que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los gque se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

12 ,~ Procedimiento para la preparacién de un subs
trato para la determinacién de proteinasa, caracterizado por
que una proteina substrato es hecha reaccionar directa o in-
directamente con al menos un compuesto quimico polimerizaw
ble o polfmeroc, y la proteina unida al polfmero es tefiida

con un colorante reactivo,

-22-
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2%,~ Procedimiento para la preparacién de un
substrato para la determinacién de proteinasa, caracteri
zade porque un vehiculo, a base de un copolimero de un mo
némero activo con un monémero inactivo, se ﬁace reaccio=-
nar con una protefna substrato, de forma que los grupos
activos del vehiculo formen enlaces covalentes con los de
la proteina substrato, y porque el producto de reaccidn
se tifie con un colorante reactivo.

3%,- Procedimiento para la preparacidén de un
substrato para la determinacidén de proteinasa, caracteri-
zado porque un vehfculo, que nmo contiene ningin grupo ac~
tivo, se hace reaccionar con una proteina substrato con
ayuda de una sustancia que proporciona grupos activos, y
porque el producto de reaccidn se tifie con un colorante
reactivo,

4e,~ Procedimiento para la preparacidén de un
substrato para la determinacién de proteinasa, caracteri=-
zado porque se introducen grupos reactivos en una protei-
na substrato, que después se copolimeriza con un monémero
inactivo,

t,=~ Procedimiento para la preparacién de un
substrato para la determinacidn de proteinasa, caracteri-
zado porque un polimero soluble, provisto de grupos reac~
tivos, se reticula con la proteina substrato,.

6%,- Procedimiento para la determinacién de pro

“23
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teinasa, caracterizado porque se utiliza un substrato que
puede obtenerse seglin las reivindicaciones 1% a 5%.

72,- Procedimiento para la preparacién de un
substrato para la determinacién de proteinasa,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede, representado en los dibujos que se acompafian y Pa
ra los fines que se han especificado

Esta Memoria consta de veinticuatro hojas escri
tas a miquina por una sola cara.

Madrid, 1 3 “{:.‘L diiu% 1‘.

P.a,

A‘b&r'ﬁo de b dbawbarw s W

Bar Bedar.
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