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RESUNEN DF LA INVENCION

Ia actividad transferasa y proteasa en homogenados y 80
luciones bioldgicas es determinada fluorométricamente z lon—
gitudes de onda correspondientes generalmente a las utiliza-

das para las .determinaciones fluorométricas enlazadas a

NADH, utilizando nuevas composiciones de substratos constitul

das esencialmente por ciertos derivados fluorogénices de dci
do aminoftéliqo copulados con constituyentes eminodcidos es-
pecificos de las transferasas y proteasas bajo estudio. -

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se han descrito en la bibliografia substratos enzimdti-

cos con naftilaminas como grupos cromogénicos enlazados a
© otros aminodcidos para la determinacidn de transferasas y
proteasas, como Y-glutamil-~transpeptidasa, leucin~aminopepty

dasa, oxitocinasa y tripsina. Orlowski y colaboradores, Clin

Chim. Acta, 7:755-760 (1962) y referenciag alli citadas. Ia
deter@inacién de la actividad transferasa y proteasa en el
suero, orina y tejidos del hombre puede tener importancia

en diagnosis; por ejemplo, la determinaciéﬁ de la actividad
Y -glutamil~transpeptidasa en el suero humano puede ser dtil

en la diagnosis diferencial de las enfermedades de higado,

porque la actividad de la enzima es especialmente alta en 1z

icte:icia obstructiva y en el céncer de higado mientras que|

se observan'actividadeg menores en la hepatitis viral y en
la cirrosis de higado.<0rlowski ¥y colahboradores, supra.
Véase también Rosalki y colaboradores, Amn. Glin. Biochem,
7:143 (1970). La mayoria de los estudios relativos a las de-
terminaciones de Y-glutamil-transpeptidasa se han realiza-—

do empleando naftileminas en la formulacién de los substra-

.tbs ¥y @desgraciadamente, estos productos (es deecir, las

ws
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"NADH inmplica ei uso de un fluordmetro de filtro due dirige

:
L
n&ft:laminas) gon +téxicos y carcinogénicos, presentando
riésgos indeseabléé-para uso en general en laboratorio.
Muchos de 105 aqélisis de enzimas cominmente realizados
en los laboratorios clfnicos estdn ligados al NADH. Es de-
cir, implican una serie de reacciones que finalmente dén 1lu-
gar a la reduccibén del nicotinamida, adenina-dinucledtido
(NAD) a su forma reducida, NADH., E1 NADH se detecta después
espeptrofofométricamente 0 fluorométricamehte. Los procedi-
mientos fluorométricos mis recientes presentan las ventajas
caracteristicasvde sencillez, velocidad y economfa y fre-

cuentemente presentan la ventaja adicional de mayor ‘sensi-

bilidad., T{picamente, un ensayo fluorométrico wtilizando

la 1uz,uitravioieta a una 1oﬁgitud de onda de &noé 340 nm
gontra la superficie de la muestré ¥y que mide la fluorescen-
cia o velocidad de variacién de la fluorescencisa é una longi-
tué'de.onda de emisibn de unos 465 nm,
Otras referencias que ilustran el estado de la técnica
anterior son las patentes 3.8%2.011 y 3.591.;59.
COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencidn implica el descubrimiento de ciertas com
p9siciones de materia dtiles como substratos de enzimas en
la’determinacién fluorométrica de la actividad transferasa
( o transpeptidasa) en los homogenados.y flufdos bioldgicos,

Creemos que estos substratos son nuevos y relativamente se-

gures para uso en laboratorio. Una ventaja especialmente im- |

portante es que estos substratos producen, al ser escindidos
por las ehzimas en estudio, radicales fluorogénicos con exci-
tacibén fluorométrica méxima y valores de emisibén préximos a

los de los ensayos que utilizan NADH y, por lo tanto, los

O L um—
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'Y-glutamil-transpeptidasa puede ser medida utilizando el mig

" seleccionados entre el grupo formado por:

u -O(CH2)ACH3; n es un numero entero de 1 a 4 y R3 es un ra-

“trato cuando se expone a una transferasa o proteasa con ac-

i
1
i

\

énsaros para determinar fluorométricamente la actividad
transferasa o proteasa mediante el uso ﬁe'estos substratos
puedgn ser realizados con los fluorométros habituales em-
pleando los mismos filtros destinados a 1os ensayos conven;

cionales que wtilizan NADH. Asi, una transferasa comq’ia

mo equipo fluorom&trico y los mismos filtros empleados para
realizar ensayos de otras enzimas como SGbT, SGPT, CPK, LDH

¥ HBD.

" DESCRIPCION DE LA INVENCION
"Los substratos de enzimas implicados en esta, invencién

son derivados de aminodcidos del dcido aminoftdlico y estén

(4) COR, '
| VR :
' ¥ CoR,
(B) ‘
. : COR1
) O me}
COR, '

donde cada uno de los radicales Ry ¥ Ry representa -H, —Nﬂé;

dical aminodcido capaz de ser escindido del resto del subs- |

tividad especifica para ese substrato, en algunos casos en

presencia de glicilglicina o de algin ofro aceptor apropiado
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como glutamato, glicina o glicilglicilglicina. Estos subsg-

tratos con radicales aminodeidos (que pueden comprender va-

rios grupos aminodcido) y que son especificos de diversas

transferasas y proteasas son log siguientes (en todos los ca~

g0s, el radical fluorogénico estd representado por las férmud

las (4) o (B) identificadas anteriormente):

Substrato

(A o B)-lis-als

(A o B)~Z-ala-arg-arg

(A 0 'B)-BZ-val-lis-lis-arg .
(Ago B.2H(1l)-CBZ%~arg-arg

(A o B diacetato)-N~CBi~arg-
', | erg-arg

(4 0 By3-HCl)-L-arg-arg

(A o B)-Z-gli-gli-arg

(Ao B)—pro-arg

(A 0 B)=-a~BZ-phe-val-arg

(di-A o BZ-HBr)-L-cistina !
(A o B)=Y-glutamilo

(A o B formiato)-T-leu-gli-gli
(A o B)-leu ’

(A o B)-BZ-arg-pro-gli-phe-
phe-leu

(A o B)~phe~pro-~ala-meb
(A.o B)-glutaril-gli-L-phe
(A o B)-gli~pro ‘

(A o B)~CBZ-pro~-ala-gli-pro
(4 o B)-his-ser

(A o B)-N-CBZ-I~pro-L-phe-

L~hig~I~1eu~I~1et—
Lwval-l=tir=I-ger

Enpima
DAP-IT .
Catepsina B 1

Catepsina B 1a

Catepsing B 1

Tripsina

DAP-IIX

Tripsina aniénica, enzima acq
tivadora del plasminégeno y
convertidora de la proinsuli-
na .

DAP-I 8 catepsina C

" Trombina

Oxitocinasa.

- Y-Glutamil-transpeptidasa

AminopeptidaSa

Catepsina D

. Catepsina B 1b

DAP-IV
Colagenasa

DAP I & catepsina
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Subgtrato ' Enzima
(Ao B)-N-CBZ—g;i;L~met Renina
(A0 B)-glutaril—ala—ala Elastasa
(A o B)-BZ-arg~pro~gli~phe~
phe~pro Catepsina D
(40 B)-éia' : ‘ | Aminopeptidasa B
(A o B)=BZ-arg Tripsina/Catepsina B 1
(4 0 B)-BZ-arg-gli-leu ' V
(4 o B)~met
(4 o B)-B%-arg-gli-tir . DAP-I
(A o B)=-ser~tir ' Catepsina C

‘turas establecidas como sigue: alaA(alaniné); arg (arginina),

'BZ (benzoilo), GBZ y % (carbobenzoxi), gli (glicina), his

. \ - .
nodcido o copuldndose con un aceptor adecuado como glieil-

In lo anterior, las designaciones constituyen abrevia-

(histidina), leu (leucina), lis (lisina), met (metionina),
phe. (fenilalanina), pro (prolina), ser (serina), tir (tiro-
sina), val (valina), Para aumentar la solubilidad, todos los
substratos, si éé deséa,'pueden éonvertirée en sales como,
pox; ejemplo, Iiidrocloruro, hi\drobromuro, acetato o formiato
de los aﬁinoécidos. -

Todos los substratbs, cuando se exponen a sﬁ enzima co-

rrespondiente, son escindidos, siendo liberado el radical ami

glicina, para formar la amina primaria fluorogénica (es de-
cir, el substrato (A) o (B) identificado anteriormente, don-
de el sustituyente Ry es un édtomo de hidrﬁgéno). TPodas estas
aminas aromdticas fluorogénicas presentan caractefisticas mé-
gimas de excitacibén y emisidn, cuando sé exponen.a la luz
ultraviéle%a,'que gon suficientemente prdximaé a las del en-
sayo que utiliza NADH (A , = 340 nm; A

em = 465 nm) para pex
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mitir realigar las medidas de la actividad fluorométrica em-—

pleando el mismo équipo ¥y los mismos filtros utilizados paraj

los ensayos normalizados con NADH.'Especificamente, estos
croméferos presentan caracterfsticas de excitacibén mdxima a
una, longitud'de onda comprendida entre 320 y 380 nm y carac-—
teristicas de emisién mdxima a una longitud de onda éompien—
dida entre 420 y 480 nm. Por ejemplo, si el substrato (A)
contiene grupos metoxi como R1 ¥y R2, entonkes el croméfero
resultante presentard una longitud de onda de excitacién mé-
xima alrededor de 335 mm y una longitud de onda de emisién
méxima alrededor de 445 nm. Andlogamente, si-el substrato (B)

cont%ene grupos metoxi ¢omo R1 y 32, entonces el eroméfero
i

'result?nte presentard una longitud de onda de excitacidn mé-

xima de 365 nm aproximadamente y una longitud de onda de emiit

gidn méxima de unos 440 nm,

Para poner en préctica el método de esta invencidn, pri+

mero se disuelve el substrato en una solucidn acuosa estéril
que preferiblemente contiene un tampbén adecuado para asegu-
rar qﬁe el pH se mantiene en el valor éptimo o préximo a é1

para la enzima de interés., Por ejemplo, cuando la enzima a

medir es Y-glutamil-transpeptidasa, la reaccién puede ser me+

dida dentro de amplios 1imites de valores del pH desde 7,5
a 9,0 aproximadamente, obtenidndose la méxima actividad en
el sistema de anilisis fluorométrico a un pH de 8,2. Ia so-
lucibdn subsgtrato se mezela con la muestra (suspensibn o so-

lucién) y se pasa a una cubeta adecuada, utilizando cualquiex

fluorémetro adecuado para medir la fluorescencia de la supers

ficie frontdl. La velocidad de produccidén del compuesto fluo+

rogénico es directamente proporcional a la cantidad de trans-

ferasa presente en la muestra.
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“cencia por minuto de reaccidn.

Tos siguientes ejemplos son ilustrativos ée la inven-
cidn:

| EJENPLO 1

Puede medirse fluorométricamente la Y~glutamil~transpe—
tidasa del suero utilizando como substrato el hidrocloruro
del éster dimet{lico del dcido Y-(I~glutamil)-5-aminoisoftd-

lico, Este sqbstrato'responde a la siguiente férmula estruc-

tural:
Cii,0 0
N 4
. ?Hé '
HN—C—CHQ—CH?—?uCOOHQH61
H
v y C=0
OCH3 - - .

La golucidn reactiva contiene 5 milimoles de substrato,
55 milimoles de glicilglicina y 100 milimoles de tampén
Tris (pH 8,2 a 25°0), siendo el volumen de la solucidn de
1,5 ml. La solucién reactlvo se calienta a 37 C, se agrega
la muestra (volumen a 0,05 ml), se mezclan. las sustancias
reaccionantes y se bombean a la cubeta de paso continuq. Deg
pués se mide la velocidad de aumento de la fluorescencia du-
?ante 4 minutos comb minimo emplgando ﬁn instrumento de su-
-ﬁérficie frontal:(lxex = 365 nm; Agp = 465 nm). Siguiendo
este procedimiento, se mide la velocidad de variacién de la
fluorescencia del produéto.final (éster dimet{lico del dcidd
S-aminoiéoftélico)'resultante de la hidrdlisis del substra=-|.

to y se calcula la pendiente como la variacidn ée fluores-
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Los resultados de unas muestras de suero engayadas de
acuerdo con el Ejemplo 1 se compafaron con los resultados dg
andlisig colorimétricos realizados sob;e muestras del mismo
paciente, utilizando el reactivo GGIP vendido por la Dade
Diviéion of American Hospital Supply Corporation y siguien-
do el método indicado en las instrucciones del paguete. Pa~
ra facilitar la interpretacién de log datos, el A F/min se
pasé a wnidades internacionales por litro (UI/1) totaiizanr
do UI/L y A F/minuto y obteniendo un factor UI/AF. Los Sue-
ros se analizaron en dos grupos de 14, representando un gru

|

po las condiciones gin diagnosticar y el otro las condicio-
. { . Y .

N -l 3 . . » 3
nes diagnosticadas, obteniéndose log siguientes resultados:

Aotividad - Y-glutamil-~transpeptidasa (UL/1)

i

Nuestra : " Fluorometrfa Colorimetrfa
1 47 - 45
2 52 51
3 12,5 17
4 b 854 79
5 113,4 110
6 196,9 195

7 14,5 17
8 14,5 18
9 345 344

10 43,4 48

11 48,8 72

12 236,4 225

13 - - 212,3 198

14 259,6 260

15 80,9 87
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Muestra - Fuorometrfa  Colorimetria

16 Céncer metastééido ' 87,5 119
17 Gastritis ) . 89,5 94
18 De;ﬁidrat;oidn : 166,4 172
19 Ictericia obstructiva - 23 . 26
20 Colostomfa 181 . 184
" 21 Hepatomegalia 250, 4 264
22 Céncer de vejiga : 146,7 148
23 Ictericia . r " 164,0 167
24 Pfoblema»de cadera 215,4 : éoo
25 gmfermedad de Hodgkins 14,7 14
26 Dﬂlﬁr dg térax, hipertensidn : 62,8 C v
c27 Embqlia pulmonaxr _ 174,2 150
28 Sarcodosis - : 193,5 178

hstos datosg ponen de manifieéto una excelente correla-
cibn entre el método fluorométrico j el método.colorimétrico
convencional para la determinacidn de los niveles en suero
de Y-glutamil-transpeptidasa.

1
EJEMPLO 3

El hidrocloruro del éster dimet{lico del 4cido Y-(L-glut

tamil)-S—aminoisoftélico.utilizado como substrato en el Ejem
rlo 1 puede preparafse mezclando anhfdrido ftaloilglutdmico
(13,21g, 0,051 moles) y éster dimet{lico de 4cido 5-amino-
isoftéiico (i0,4 g, 0,050 moles) én 60 ml de dioxano y agi-
tando a 55-60°¢ (temperatura del bafio) durante hore & media.
Déspués dé'évaporar el‘disolvente, el residuo .se disuelve en
200 ml de metanol y 7,5 g (0,15 moles) de hidrato de hidrazi:
hg. ia sol&ciGn debé ser‘filtrada después y dejada en reposo
a la temperatura ambiente durante 2. dfas, Después se recoge

el precipitado blanco resultante, se lava con 100 ml de agua
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¥y 25 ml de etanol, se agita en 100 ml de dcido clorhfdrico

0,5 N y se filtra, El filtrado se trata con bicarbénato sbdif

co pafa dar un pH de 6,5~7,0 y el precipitado (8 g) se reco-
ge.y seca., Bl hidrocloruro puede prepararse después disol-
viendo 1 g del derivado glutam{lico en una solucidn de
0,3 ml de 4cido clorhidrico concentrado y 6 ml de metanol.
Después de evaporar el metanol, el s6lido se seca a presidn
éeducida. ’ .
EJEMPLO 4
El sigulente procedimiento puede utiligarse para prepa-

rar otros derivados de dcido aminoftdlico que a continuacién

pueden copularse con los aminodeidos apropiados en la forma

“indicadas )
CO0H COOR ' COOR
. . s [H] .
( 1) 30012 NOp - > NHy
(2)ROH -
GOOH COOR .GOOR .

Cuando ha de formarse una amida,- se emplea RNH, en lu-
gar de ROH en esta ecuacién. En cualquier caso, el producto

final se hace reaccionar después con el aminodcido particu~

lar deseado en la forma apropiada (como se ilustra en el

Ejemplo 3 en relacién con el anhfdrido ftaloilglutdmico) pa-

ra producir el derivado de aminodcido final del dcido ami-
noftélico a utilizar como substrato para la determinacidn de
la actividad transpepbidasa y/o proteasa.

Aunque en lo que anbtecede hemos deserito la.invencién
con considerable detalle con fines ilustrativos, los exper-

tos en este campo entenderdn que muchos de estos detalles

e AT hwA e a e we
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pueden ser modificados sin apartarse del espiritu y aleance
de la invencién. T

En resumen, la Patente de Introduceidn que se solicita
dehers recaer sobre las siguientes:

S REIVINDICACIONES

1. Un método fluorométrico para la determinacidn de la
actividad de fransferasgay‘proteasas en muestras de flufdos
bioldgicos, que comprende las siguiéntes etapas:

a) mezclar un substrato y una muestra de humor corporal
gue contiene ung transferasa o una proteasa éapaz de escin-
dir a dicho substratoj; '

. bf después eprner';a mezela a la luz. ultravioleta con
‘una longitud de onda comprendida entre 320 y 380 mm y
 ¢) medir la velocidad de variacién de la fluorescencia
a una longitud de oﬁda‘comprendidé entfe‘420 vy 480 nm;

donde dicho substrato estd seleccionade entre el grupo forma-

do por
’ COR4
i *CORZ
X ¥y
. COR1
NHR3 “

GOR,

‘donde cada radical R1 y R2 representa -OH, -NHé, -NHCH3,
~NHC, Hy ~N(CH;)p, ~N(CyHg)p, ~N(CH,)(C,Hs), -O0CH; u

At T aaiin S PN . .. . 1
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P ' ‘ ,
“trato y la muestra, siendo R3 un radical aminodecido transfe-

-13 -

uO(GHé)n0H3; n eg un nimero entero de 1 a 4 y R3 es un radi-
cal aminodeido susceptible de ser separado del resto del subs
trato en presencia de una transferasa con actividad especifi
ca para ese substrato,

2. Un método.segﬁn la Reivindicacién 1, donde la mez-
¢la de reaccidn se expone a la luz ultravioleta de una lon-
gitud de onda de 365 nm aproximadamente, '

3. Un método segin la Reivindicacidén 1, donde la varia
cibn de fluorescencia se mide a Qna longitud de onda de
465 nm aproximadamente. '

4., Un método segln la Reivindicacidén 1, donde la prime-

|
ra etapa incluye la mezcla de glicilglicing con dicho subs-—

rible a la glicilglicina durante dicha etapa (a).

B. Un método segﬁn la Reiviﬁdicaqién 4, donde R3 es
Y-glutamilo y dicha transferasa es Y-glutamil-transpeptidasa.
" 6. Un método fluorométrico seglin la Reivindicacién 1
para la determinacién de la actividad de Y-glutamil-transpep-
tidasa en una muestra de fluido bioldaico, qhe comprende las
operaciones de mezclar un derivado Y-glutamflico del &ster
dimetflico del dcido 5-aminoisoftdlico, o de una sal del misy

mo, con un aceptor de Y«giutamilo, un tampbn para mantener
uﬁ'pH:comprendido-entre 7,5 vy 9,0y uﬁa muestra de un fluido
biolégico gque contiene Y—glutémil—transpeptidasa; deapuds ex-
poner la mezcla a la luz ultravioleta de una longitud de on-
da comprendida entre 320 y 380 nm y medir la velocidad de va|
riacién de la fluorescencia a una longitud de onda comprendi-
da entre 420 y 480'nﬁ. »

7. Un método segfin la Reivindicacibn 6, donde la mez~

cla de reaccidn se expone a la luz ultravioleta de una lon-
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gitud de onda de 365 nm aproximadamente.

8. Un métado segin la Reivindicaciln 6, donde la va-
riacibn de fluorescencia se mide a una longitud de onda de
465 nm aproximadamente. v

9, -Un método.segﬁn»la Reivindicacidén 6, donde dicho
aceptgr es glicilglicina,

10.~ Se reivindica por ultimo como objeto sobre el que
ha de recaer la Patente de Intrqduccién qﬁe se solicita:
UN METODO FLUOROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTI~
VIDAD DE TRANSFERASAS Y PROTEASAS EN MUESTRAS DE FLUIDOS
BI?LOGICOS.'

| Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre-

" gente memoria descriptiva que consta de catorce piginas me-

canografiadas.

i . '
S Madrid 20 de abril de 1978
'~ BERNARDO UNGRIA

p.pc»‘. ,
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