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RESUMEN DE LA INVENCION
La a c tiv id a d  t r a n s fe r a sa  y p ro tea sa  en homogenados y so 

lu c io n es b io ló g ic a s  es determinada fluorom étricam ente a  lon­

g itu d es de onda correspondien tes generalmente a  l a s  u t i l i z a ­

das para l a s  determ inaciones flu o ro m étricas enlazadas a 

NADH, u tiliz an d o  nuevas com posiciones de su b stra to s  constituid 

das esencialm ente por c ie r to s  derivados flu orogén icos de á c i  

do am in o ftá lico  copulados con co n stitu y en tes aminoácidos e¡ 

p a c íf ic o s  de l a s  t r a n s fe r a s a s  y p ro te a sa s  bajo  e stu d io . *

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se han d e sc r ito  en l a  b ib l io g r a f ía  su b stra to s  enzimáti- 

cos con n a ftilam in a s  como grupos cromogénicos enlazados a  

o tro s am inoácidos para l a  determ inación de t r a n s fe r a s a s  y 

p ro te a sa s , oomo Y -g lu tam il-tran sp ep tid asa , leucin-am inopepti 

d ása , o x ito c in a sa  y t r ip s in a .  Orlowski y co laboradores, Clin 

Chim. A cta, 7:755-760 (1962) y re fe re n c ia s  a l l í  c i ta d a s . La 

determ inación de l a  a c tiv id a d  t r a n s fe r a sa  y p ro tea sa  en e l  

suero , o rin a  y t e j id o s  d e l hombre puede ten er im portancia 

en d ia g n o s is ; por ejem plo, l'a determ inación de l a  ac tiv id a d  

Y -g lu ta m il-tran sp e p tid a sa  en e l  suero humano puede se r  ú t i l  

en l a  d iag n o sis  d i fe r e n c ia l  de l a s  enfermedades de hígado, 

porque l a  ac tiv id a d  de l a  enzima e s especialm ente a l t a  en Is 

i c t e r i c i a  o b stru c tiv a  y en e l  cáncer de hígado m ientras que 

se  observan ac tiv id a d e s  menores en l a  h e p a t i t i s  v i r a l  y en 

l a  c i r r o s i s  de h ígado. Orlowski y co laboradores, supra.

Véase también R osa lk i y co lab orad ores, Ann. C lin . Biochem. 

7 :143 (1970). La mayoría de lo s  e stu d io s r e la t iv o s  a  l a s  de­

term inaciones de Y -g lu tam il-tran sp e p tid a sa  se  han r e a l iz a ­

do empleando n a ftilam in a s  en l a  form ulación de lo s  su b stra -  

to s  y, desgraciadam ente, e s to s  productos (e s  d e c ir , l a s
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n áft^ lam in as) son tó x ic o s  y carc in o gén ico s, presentando 

r ie sg o s  in d eseab le s para uso en general en la b o ra to r io .

Muchos de lo s  a n á l i s i s  de enzimas comúnmente r e a liz a d o s  

en lo s  la b o ra to r io s  c l ín ic o s  están  l ig a d o s  a l  NADH. Es de­

c i r ,  im plican una se r ie  de reacc io n es que finalm ente dan lu ­

gar a  l a  reducción d e l n icotinam ida, aden ina-dinucleótido  

(NAD) a  su forma redu cida , NADH. E l NADH se  d e te c ta  después 

espectrofotom étricam ente o fluorom étricam ente. Los procedi­

mientos flu o ro m étricos más. re c ie n te s  presentan  l a s  v e n ta ja s  

c a r a c t e r í s t i c a s  de s e n c i l le z ,  ve loc id ad  y economía y f r e ­

cuentemente presentan l a  v e n ta ja  a d ic io n a l de mayor se n s i­

b i l id a d . Típicam ente, un ensayo flúorom étrico  u tiliz an d o  

NADH im plica  e l  uso de un fluoróm etro de f i l t r o  que d ir ig e  

l a  lu z  u l t r a v io le ta  a  una longitud  de onda de unos 340 nm 

contra l a  su p e r f ic ie  de la  m uestra y que mide l a  flu o re scen ­

c ia  o velocidad  de v ar ia c ió n  de l a  f lu o re sc e n c ia  a  una longi- 

tu d 'de  onda de emisión de unos 465 nm.

O tras r e fe re n c ia s  que i lu s t r a n  e l  estado  de l a  té cn ica  

an te rio r  son l a s  p aten tes 3-862.011 y 3 .591 .459 .

COMPENDIO DE LA INVENCION

E sta  invención im plica e l descubrim iento de c ie r t a s  com 

p o sic ion es de m ateria  ú t i l e s  como su b s tra to s  de enzimas en 

l a  determ inación flu orom étrica  de l a  a c tiv id a d  t r a n s fe r a sa  

( o tran sp ep tid asa ) en lo s  homogenados y f lu id o s  b io ló g ic o s . 

Creemos que e s to s  su b stra to s  son nuevos y re lativam ente se ­

guros para uso en la b o ra to r io . Una v e n ta ja  especialm ente im­

portante e s que e s to s  su b stra to s  producen, a l  se r  e scin d idos 

por l a s  enzimas en e stu d io , r a d ic a le s  flu o ro gén ico s con exci­

tac ió n  flu o ro m étrica  máxima y v a lo re s  de emisión próximos a 

lo s  de lo s  ensayos que u t i l iz a n  NADH y, por lo  tan to , lo s
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t r a n s fe r a sa  o p ro tea sa  mediante e l  uso de' e s to s  su b stra to s  

pueden se r  r e a liz a d o s  con lo s  fluorom étros h ab itu a le s  em­

pleando l o s  mismos f i l t r o s  d estin ad os a  lo s  ensayos conven­

c io n a le s  que u t i l iz a n  NADH. A sí, una t r a n s fe r a sa  como l a  

Y -g lu tam il-tran sp ep tid asa  puede se r  medida u tiliz an d o  e l  mis 

mo equipo fluorom ótrico  y lo s  mismos f i l t r o s  empleados para 

r e a l iz a r  ensayos de o tr a s  enzimas como SGOT, SGPT, CPK, LDH 

y HBD. . * '

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

Los su b stra to s  de enzimas im plicados en esta^ invención 

son derivados de am inoácidos del ácido am in o ítá lico  y están  

se lecc ion ad os entre e l grupo formado por:

donde cada uno de lo s  r a d ic a le s  R̂  y R2 rep resen ta  -H, -NR), 

-NHCH ,̂ -NHCgH^, -N(CH^)g, - N ^ H ^ g ,  -N(CH^)(CgH^), -OCH  ̂

u -O ÍC H g )^ ^ ; n es un número entero de 1 a 4 y R  ̂ es un r a ­

d ic a l  aminoácido capaz de se r  escindido d e l r e s to  del subs­

t r a to  cuando se  expone a  una t r a n s fe r a sa  o p ro teasa  con ac­

t iv id a d  e s p e c if ic a  p ara  e se  su b stra to , en algunos ca so s en 

p resen c ia  de g l i c i l g l i c in a  o de algún otro  aceptor apropiado
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1 como gLutamato, g l ic in a  o g L i c i l g l i c i l g l i c i n a .  E sto s subs­

t r a t o s  con r a d ic a le s  am inoácidos (que pueden comprender va-

- r ío s  grupos aminoácido) y que son e sp e c íf ic o s  de d iv e rsa s

t r a n s fe r a sa s  y p ro tea sas  son lo s  s ig u ie n te s  (en todos lo s  ca-

8 so s , e l  r a d ic a l  fluorogén ico e s tá  represen tado  por l a s  fdrmu-

l a s  (A) o (B) id e n t if ic a d a s  an teriorm ente):

Substrato Enzima

(A o B ) - l i s - a l a DAP-11 -

(A o B ) -  Z -al a -a r  g -ar g C atepsina B 1

10 (A o B ) - B Z - v a l- l i s - l i s - a r g C atepsina B l a

- (A o B.2H Cl)-CBZ-arg-arg
! C atepsina B 1

(A o B diacetato)-N -C BZ -arg- 
' ¡ j a rg -a rg T rip sin a

(A o B^3-H C l)-L-arg-arg DAP-111

IS (A o B ) - Z - g l i- g l i - a r g T rip sin a  an id n ica , enzima ac- 
t iv a d o ra  d e l plasmindgeno y 

. convertidora de l a  p ro in su li­
na

(A o B )-p ro -arg DAP-1 6 c a te p sin a  C

(A o B )-a-BZ -phe-val-arg Trombina

20
(di-A o BZ -H Br)-L-cistina  ̂ O xitocin asa

(A o B)-Y -glutam ilo Y-  O lu tam il-tran spep tid asa

(A o B fo r m ia to )- L - le u - g li- g l i

(A o B )- le u Aminopeptidasa

(A o B )-B Z -arg-pro-gli-ph e- 
phe-leu C atepsina D

25 (A o B)-phe-pro-ala-m et . C atepsina B 1b

(A o B )- g lu ta r il- g li- L -p h e  

(A o B )-g li-p ro DAP-IV

(A o B )-C B Z -pro-ala-gli-pro Colagenasa

(A o B )- h is - se r DAP 1 <5 ca tep sin a  C

30 (A o B)-N-OBZ-L-pro-L-phe- 
L-h i s-L-1eu-L-1eu- 
L-v a l-L -1  ir - L - se r
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Su bstra to

(A o B)-N-CBZ-gli-L-met

(A o B ) - g lu t a r i l - a l a - a l a

(A o B ) -BZ-ar g-pro-gli-phe- 
phe-pro

(A o B )- a ìa

(A o B)-BZ-arg

(A o B )-B Z -arg -g li- le u

(A o B)-met

(A o B)-BZ-ar g - g L i- t ir  

(A o B ) - s e r - t i r

Enzima

Benina

E la s ta sa

C atepsina D 

Aminopeptidasa B 

T rip sin a/C atep sin a  B 1

DAP-1

C atepsina C

En lo  a n te r io r , l a s  designaciones constituyen  ab rev ia­

tu ra s  e s ta b le c id a s  como s ig u e : a l a  (a la n in a ) , a rg  (a rg in in a ) , 

BZ (b e n z o ilo ), CBZ y Z (oarbobenzoxi), gLi (g L ic in a ) , h is  

(h is t id in a ) ,  le u  ( le u c in a ) , l i s  ( l i s i n a ) ,  met (m etionina), 

phe. ( fe n i la la n in a ) ,  pro (p ro lin a ) , se r  ( s e r in a ) ,  t i r  ( t i r o -  

sin a),- v a l  (v a l in a ) .  P ara aumentar l a  so lu b ilid a d , tod os lo s  

su b s tra to s , s i  se  d esea, pueden c o n v e rtirse  en s a le s  como, 

por ejem plo, h id roclo ru ro , hidrobromuro, ac a ta to  o form iato 

de lo s  am inoácidos.

Todos l o s  su b s tra to s , cuando se  exponen a  su enzima co­

rresp o n d ien te , son e sc in d id o s, siendo lib erad o  e l  r a d ic a l  ami 

noácido o copulándose con un aceptor adecuado como g L ic i l -  

g L ic in a , para formar l a  amina prim aria flu o ro gén ica  (e s  de­

c i r ,  e l  su b stra to  (A) o (B) id e n tif ic a d o  anteriorm ente, don­

de e l  su stitu y e n te  es un átomo de h idrógeno). Todas e s ta s  

aminas arom áticas fln o ro g en icas presentan  c a r a c t e r í s t i c a s  má­

ximas de e x c itac ió n  y em isión, cuando se exponen a  l a  lu z  

u l t r a v io le t a ,  que son su ficien tem ente próximas a  l a s  d e l en-

sayo que u t i l i z a  NADH ( ^ ex 34-0 nm;  ̂ ^  = 465 nm) para per
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m it ir  r e a l iz a r  l a s  medidas de l a  ac tiv id ad  flu o ro m étrica  em­

pleando e l mismo equipo y- lo s  mismos f i l t r o s  u t i l iz a d o s  para 

lo s  ensayos norm alizados con NADH. Específicam ente, e s to s  

crom óferos presentan  c a r a c t e r í s t i c a s  de e x c itac ió n  máxima a  

una lon g itu d  de onda comprendida entre 320 y 330 nm y carac­

t e r í s t i c a s  de emisión máxima a  una lon gitu d  de onda compren­

dida en tre  420 y 480 nm. Por ejem plo, s i  e l  su b stra to  (A) 

contiene grupos metoxi como R̂  y Rg, entonces e l  cromófero 

re su lta n te  p resen tará  una lon g itu d  de onda de e x c itac ió n  má­

xima a lrededor de 335 nm y una longitud  de onda de emisión 

máxima a lred ed or de 445 nm. Análogamente, s i  e l  su b stra to  (B)

contiene grupos metoxi como R̂  y Rg, entóneos e l  cromófero
¡ i

r e su lta n te  p resen tará  una lon gitu d  de onda de e x c itac ió n  má­

xima dé 365 nm aproximadamente y una lon gitu d  de onda de em i­

sió n  máxima de unos 440 nm.

Para poner en p rá c tic a  e l  método de e s ta  invención, p r i  

mero se  d isu e lv e  e l su b stra to  en una so lu ción  acuosa e s t é r i l  

que preferiblem ente contiene un tampón adecuado para asegu­

r a r  que e l  pH se mantiene en e l v a lo r  óptimo o próximo a  é l  

para l a  enzima de in te r é s .  Por ejemplo, cuando l a  enzima a 

medir e s Y -g lu tam il-tran sp ep tid asa , l a  reacc ión  puede se r  me­

dida dentro de am plios l ím ite s  de v a lo re s  d e l pH desde 7 ,5  

a  9 ,0 - aproximadamente, obteniéndose l a  máxima ac tiv id a d  en 

e l sistem a de a n á l i s i s  fluorom étrico  a un pH de 8 ,2 .  La so­

lu ción  su b stra to  se mezcla con l a  m uestra (suspensión  o so­

lu ción ) y se  pasa  a  una cubeta adecuada, u tiliz an d o  cu a lq u ier 

fluoróm etro adecuado para medir l a  f lu o re sc e n c ia  de l a  super 

f i c i e  f r o n t a l /  La velocidad  de producción d e l compuesto fluo- 

rogénico es directam ente proporcional a l a  cantidad  de tran s- 

fe r a s a  presente en l a  m uestra.
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1 Los s ig u ie n te s  ejem plos son i lu s t r a t iv o s  de l a  inven­

ción :

EJEMPLO 1

Puede medirse fluorom átricam ente l a  Y -g lu tam il-tran spe-

8 t id a s a  del suero u tiliz an d o  como su b stra to  e l  h idrocloruro  

d e l á s te r  d im e tilic o  d e l ácido Y -(L -glu tam il)-5 -am in o iso ftá- 

l i c o .  E ste  su b stra to  responde a  l a  s ig u ie n te  fórmula e stru c­

tu r a l  :
CILO 0

-3

10 J-----k 0 NíL/ - = r \  ]¡ j"2
/  \—  HN-C-CH^-CHg-C-COOH.HCl 

/ - — /  H
' c=o

OCĤ

18 La so lu ció n  re a c t iv a  contiene 5 m ilim oles de su b stra to , 

55 m ilim oles de g L ic i lg l io in a  y 100 m ilim oles de tampón 

T r is  (pH 8 ,2  a  25°C ), siendo e l  volumen de l a  so lu ción  de 

1 ,5  mi. La so lu ción  re a c tiv o  se  c a lie n ta  a 37°C, se  agrega 

l a  m uestra (volumen a  0,05 m i), se  m ezclan .la s su stan c ia s
20 reacc io n an tes y se bombean a l a  cubeta de paso continuo. Des 

puás se  mide l a  velocidad  de aumento de l a  f lu o re sc e n c ia  du-

ran te  4- minutos como mínimo empleando un instrumento de su­

p e r f ic ie  f r o n t a l .( = 365 ^em =*465 Siguiendo 

e ste  procedim iento, se  mide l a  ve locidad  de v ariac ió n  de l a
2S

flu o re sc e n c ia  d e l producto f in a l  (á s te r  d im etilico  d e l ácidc 

5 -am in o iso ftá lico ) re su lta n te  de l a  h id r ó l i s i s  del su b stra ­

to  y se  c a lc u la  l a  pendiente como l a  v ar ia c ió n  de f lu o re s ­

cen cia  por- minuto de re acc ió n .

30
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1 EJEMPLO 2

Los re su ltad o s  de unas m uestras de suero ensayadas de

acuerdo con e l Ejemplo 1 se compararon con lo s  re su lta d o s  do

a n á l i s i s  co lo r im étrico s re a liz a d o s  sobre m uestras d e l mismo

5 p ac ien te , u tiliz an d o  e l  re a c tiv o  GGTP vendido por l a  Dade

D iv isio n  o f American H osp ital Supply Corporation y s ig u ie n -
. do e l método indicado en l a s  in stru cc io n e s del paquete. Pa-

r a f a c i l i t a r  l a  in te rp re tac ió n  de lo s  d a to s , e l  A F/min se

pasó a  unidades in te rn ac io n a le s  por l i t r o  (U l/ l)  to ta l iz a n -

10 do Ú l/ l  y A F/minuto y obteniendo un fa c to r  Ul/AF. Los *sue-

ro s  se  an a lizaron  en dos grupos de 14; representando un gru--

po l a s  condiciones s in  d iag n o stic a r  y e l  otro l a s  con d icio-

nes d iag n o stic ad a s , obteniéndose l o s  s ig u ie n te s  r e su lta d o s :

A ctividad  Y -g lu tam il-tran sp ep tid asa  (U l/ l)
18 N uestra F luorom etria C o lorim etria

1 47 - 45

2* 52 51

3 12,5 17

4 ' .8 5 ,4 79
20

5 113,4 110

6 196,9 195

7 14,5 17

8 14,5 18

9 345 ,344
28 -

10 43 ,4 48

11 48,8 72

12 236,4 225

13 * . 212,3 198

14 259,6 260
30

15 80,9 87
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M uestra Fluorom etría C olorim etría

16 Cáncer m etastá sico 87,5 119

17 G a s t r i t i s 89,5 94

18 D esh idratación 166,4 172

19 I c t e r i c i a  o b stru c tiv a 23 . 2.6

20 Colostom ía 181 184

2.1 Hepatom egalia 250,4 264

22 Cáncer de v e jig a 146,7 148

23 I c t e r i c i a . 164,0 167

24 Problema-de cadera 215,4 200

25 ¡Enfermedad de Hodgkins! 14,7 14

26 Dolor de tó r a x , h ip erten sió n 62,8 ' 47
 ̂ !

27 Embolia pulmonar ' 174,2 150

28 Sarco d o sis 193,5 178

E sto s dato s ponen de m an ifie sto  una excelen te c o rre la ­

ción  en tre  e l  método fluorom étrico  y e l método co lorim étrico  

convencional para l a  determ inación de lo s  n iv e le s  en suero 

de Y -g lu tam il-tran sp ep tid asa .
t

EJEMPLO 3

E l h idrocloruro  d e l é s te r  d im etílico  d e l ácido Y - (L - g lu - 

tam il)-5 -a m in o iso ftá lic o  u t il iz a d o  como su b stra to  en e l  Ejem­

plo  1 puede p rep ararse  mezclando anhídrido fta lo ilg lu tá m ic o  

(1 3 ,2 ;g , 0,051 m oles) y á s te r  d im e tílic o  de ácido  5-amino- 

i s o f t á l i c o  (1 0 ,4  g, 0,050 moles) en 60 mi de dioxano y a g i­

tando a  55-60^0 (tem peratura del baño) durante hora y media. 

Después de evaporar e l  d iso lv e n te , e l  r e s id u o .se  d isu e lv e  en 

200 mi de metanol y 7 ,5  g (0 ,15 moles) de h id rato  de hidrazi-- 

n a . La so lu c ió n  debe se r  f i l t r a d a  después y dejada en reposo 

a  l a  tem peratura ambiente durante 2 . d ía s .  Después se recoge 

e l  p rec ip itad o  blanco r e s o lta n te , se la v a  con 100 mi de agua
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y 25 mi de e tan o l, se  a g i t a  en 100 mi de ácido  c lo rh íd rico  

0 ,5  N y se  f i l t r a .  E l f i l t r a d o  se  t r a t a  con b icarbonato só d i­

co para dar un pH de 6 ,5 -7 )0  y e l  p rec ip itad o  (8 g) se  reco­

ge y se c a . E l h idrocloruro  puede p rep ararse  después d is o l­

viendo 1 g d e l derivado g lu tam ílico  en una so lu ción  de 

0 ,3  mi de ácido  c lo rh íd rico  concentrado y 6 mi de m etanol. 

Después de evaporar e l  m etánol, e l  só lid o  se  seca  a  p resión  

reducida .

EJEMPLO 4

El s ig u ie n te  procedimiento puede u t i l i z a r s e  para prepa­

r a r  o tro s  derivados de ácido am in o ftá lico  que a  continuación  

pueden copularse con los am inoácidos apropiados en l a  forma

" in d icad a:

COOH COOR
\

COOR

A / /

W
 ̂ (2)R0H ) = /

\ —  /
/
QOOH COOR COOR

Cuando ha de form arse una amida, se  emplea RNHg en lu ­

gar de ROH en e s ta  ecuación . En cu a lq u ier  ca so , e l  producto 

f in a l  se  hace reacc ion ar después con e l  aminoácido p a r t ic u ­

l a r  deseado en l a  forma apropiada (como se i l u s t r a  en e l  

Ejemplo 3 en re la c ió n  con e l  anhídrido fta lo ilg lu tá m ic o )  pa­

r a  producir e l  derivado de aminoácido f in a l  d e l ácido  ami­

n o ftá l ic o  a  u t i l i z a r  como su b stra to  para l a  determ inación de 

l a  ac tiv id ad  tran sp e p tid a sa  y/o p ro te a sa .

Aunque en lo  que antecede hemos d e sc r ito  l a  invención 

con considerab le  d e ta l le  con f in e s  i lu s t r a t iv o s ,  lo s  exper­

to s  en e ste  campo entenderán que muchos de e s to s  d e t a l le s



12_

10

15

20

pueden se r  m odificados s in  a p a rta rse  del e s p ír itu  y alcance 

de l a  invención.

En resumen, l a  Patente de Introducción que se s o l i c i t a  

deberá re c a e r  sobre l a s  s ig u ie n te s :

' * REIVINDICACIONES

1 . Un método fluorom étrico  para l a  determ inación de l a  

a c tiv id a d  de t r a n s fe r a sa s .y p r o te a sa s  en m uestras de f lu id o s  

b io ló g ic o s , que comprende l a s  s ig u ie n te s  e tap as :

a ) m ezclar un su b stra to  y una m uestra de humor corporal 

que contiene una t r a n s fe r a s a  o una p ro tea sa  capaz de e sc in ­

d ir  a  dicho su b s tra to ;

b) después exponer l a  mezcla a  l a  lu z - u lt r a v io le ta  con 

una lon g itu d  de onda comprendida en tre  320 y 380 nm y

o), medir l a  ve loc id ad  de v a r ia c ió n  de l a  flu o re sc e n c ia  

a  una lo n g itu d  de onda comprendida entre 420 y 480 nm; 

donde dicho su b stra to  e s t á  seleccion ado  entre e l  grupo forma­

do por
COR

NHR-

COR.

28

COR,

NHR:

COR.

30
donde cada r a d ic a l  R̂  y Rg rep re sen ta  -OH, -NHg, -NHCH ,̂ 

-NHCgH^, - N fC H ^ , -NÍCpH^g, -NÍCH^ÍCgH^), -OCH  ̂ u
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-0(CH^)gCH^; n es un número entero de 1 a  4 y R^ es un r a d i-

c a l  aminoácido su sc e p tib le  de se r  separado d e l r e s to  d e l subí

t r a to  en p resen c ia  de una t r a n s fe r á sa  con ac tiv id a d  e s p e c i f i

8

ca para ese su b stra to .

2 . Un método según l a  R eiv in d icación  1, donde l a  mez-

- c ía  de reacc ió n  se  expone a  l a  lu z  u l t r a v io le t a  de una Ion-

g itu d  de onda de 365 nm aproximadamente.

3 . Un método según l a  R eiv indicación  1, donde l a  v a r ia

10

oión de f lu o re sc e n c ia  se  mide a  una longitud  de onda de 

465 nm aproximadamente.

j 4 . Un método según l a  R eiv in d icación  1 , donde l a  prime­

r a  etapa incluye l a  mezcla de g L ic i lg l ic in a  con dicho subs-

t r a to  y l a  m uestra, siendo un r a d ic a l  aminoácido t r a n s fe -
t

r ib le  a l a  g l i c i l g l i c in a  durante d icha etapa ( a ) .
18 5 . Un método según l a  R eiv in d icación  4, donde R^ es

Y-glutam ilo y dicha t r a n s fe r a sa  es Y -g lu tam il-tran sp ep tid asa . 

6. Un método fluorom étrico  según l a  R eiv in d icación  1

20

para l a  determ inación de l a  ac tiv id ad  de Y -glutam il-transpep- 

t id a s a  en una m uestra de f lu id o  b io ló g ic o , que comprende l a s  

operaciones de m ezclar un derivado Y -glu tam ilico  d e l é s te r

d im etilico  d e l ácido 5 -am in o iso ftá lico , o de una s a l  d e l mis-' 

mo, con un aceptor de Y -glutam ilo, un tampón para mantener

28

un pH.comprendido entre 7 ,5  y 9 ,0  y una m uestra de un flu id o  

b io ló g ico  que contiene Y -g lu tam il-tran sp ep tid asa ; después ex­

poner l a  mezcla a l a  lu z  u l t r a v io le t a  de una longitud  de on-

da comprendida entre 320 y 380 nm y medir l a  velocidad  de va

r ia c ió n  de l a  f lu o re sc e n c ia  a  una lon gitu d  de onda comprendí-

30

da entre 420 y 480 nm.

7 . Un método según l a  R eiv in d icación  6, donde l a  mez-

c ía  de reacc ión  se expone a l a  lu z  u l t r a v io le t a  de una Ion-
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g itu d  de onda de 365 nni aproximadamente.

8 . Un mótodo según l a  R eiv in d icación  6, donde l a  va­

r ia c ió n  de f lu o re sc e n c ia  se mide a  una lon g itu d  de onda de 

465 nm aproximadamente.

9 . -Unmútodo según l a  R eiv in d icación  6, donde dicho 

acep to r e s g l i o i l g l i c i n a .

10. Se r e iv in d ic a  por últim o como o b je to  sobre e l  que 

ha de re c a e r  l a  Patente de In trodu cción  que se  s o l i c i t a :

UN METODO FLUOROMETRICO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTI­

VIDAD DE TRANSFERASAS Y PROTEASAS EN MUESTRAS DE FLUIDOS 

BIOLOGICOS.
! " '
! Todo conforme queda d e s c r ito  y  re iv in d icad o  en l a  o re - 

* sen te  memoria d e s c r ip t iv a  que co n sta  de ca to rce  p ág in as me­

c a n o g ra fiad a s  .
i

Madrid 20 de a b r i l  de 1978 
BERNARDO UNGRIA
p .p .

28

30


	Bibliographic data
	Description
	Claims



