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cida w oxidada y su fosfato, iguzlmente en forma reducida

' mico~clinico se investigan enzimdticamente de modo dizrio

Hoja ntim. .l.

.

Ia invencibn.se.reficrd: a uvn-procedimiento para

P v

. -

egtabilizar nicotinamiio~adenin~dinucledtidos, especialmen

te el nicotinamido-adenin-dinucleétido libre en forme redu

u oxidada.

-En la quimica clfinica, en la bioquimica, en la
quinica alimentarig, en la farmecia y en ctrog sectores
se vtilizan muches veces reacclones enzimdticas pare fines

angliticos. Especialmente en el diagnéstico rutinario qui-

metabolitos ¥y enzimas en muchas nuestras de sengre, su2r0,
plasma, liguido y orina. Debido & le inegbabilidad de mu-
chos comporentes de la reaccién se hs hecho usual precisa-
mente en log laboratorios de rutina clinico-guimicos emples
en#asgs de combinacién fabricados industrialmente, gque per
miten la prewaracién de solucionegs de reactivos listas pa-—
re el uso con un minimo de gasto.

Por consiguicnie se establece la migidn de pro-
porcionar prevarados con un perfodo de utilizacidn lo nés
grande posible. In el interés de obtener un modo de trag-
bajo sencillo en la ubilizecidén de los reactiivos.se pre-
tende o se ests obliéado a envaser en w reclpliente el ma-
yof ninero posible de lags sustencilss necesarias para le
realizacién del ensayo. Se ba, ménifestado, no obstante),
que diferentes sustanciag pueden influirse reciprocemente
de forma negetivae en su estabilidad, aun cuando estén pre-

sentes en forma liofilizada o envasade en saco. Por esgtsa

e
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rezbn tiene gran importencis descubrir sustenciss sditives| - = .
(estsbilizadorey) adecusdss, que sumenten el periodo de
utilizacidén de los resctivos., '

Productos bioquimicos especislmente ines-

5 tables, ?ue ya plantean en si nismos grsndes problemas L

\,‘\-.

8610 en forms dlsuelta, sino tembién en estsdo liofilizado

0 envesado en seco, son-nlcotinamido-adenin—dinucle6tiﬂ9

-~ “
0

o fosfato de nicotinemido-sdenin-dinuclebtido, smbos ten- v'iéjff

to en su forms reducide como en su forms oxideds. Estss _

Naaan

10 sustenciss son necessrias como coenzimes en muchisimes de-

.A‘n

terminsciones enzimfticss y constituyen en ls forms redup s

-~

-eide al mismo tlempo el colorante para 1la medlclon fotomé-

EIRY

trica. T N ij.h
. ' . Como consecuencis de'la~descomposi§i6n de| N

15 las ﬁ;ncibnades coenzimes ls sustencia s detedtar no puede

ser ys medids fotom§tricemente de forms irreprochable o

no puede serlo de ningln modo, dsdo que ls sustancis sbsor

bente estd presente en concentraéién demssiado pequefis o-

le velocidsd de 1ls resccidén s medir es demassisdo pequeiia

20 8 csuss de la concentracién disminuide de ls coenzime. En

el caso de la determinscién de la-actividad de lactéto-deg

hidrosenesa (IDH) segln el esquema de reaccidn ‘ '
piruveto + NADH, PH I-locteto + NAD

se sfiade como complicscién sdicional el hecho de que ls

25 coenzims reducide ‘nicotinamido—adenin—dinucle6tido (NADH,)

29039
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" en el curso del almacenamiento forms inhibicores de IDH,

.en grado considersble, Estos inhibidores pueden hacerse

' to-transamlnasa, alanln—transamlnasa, o(—h1drox1butlnato-

" nass, el nicotinamido-sdenin-dinucledtido o el fosfato de
7nicotinamido-adenin-dinucleétido en forme reducids u oxi-

'dada ‘se 1ncluyen entre los componentes sensibles, que li-

- como- clsteina, clsteln-carbamlda y acetll—clstelna como
A agentes establllzadores pars nlcotlnamldo-adenln—dinucleo

tidos reducidos. En la memoris de patente 19 20 059 se deg

-dado.

Hoja nGm. 5

Que'pueden conducir a8 valores de LDH fjlssmenbe negasbivos

activos ys en grado intenso, sntes de que sea detectable
de algln modo una pérdids de concentracidn de NADH2

. " No obstsnte, también en. muchas otras de-

terminaciones importsntes tales como deteccidn de asparta-

-deshldrogenasa, crestino-quinssa, glutamato-deshldrogena-
sa, en la dsterminacidn totalmente en21mat1ca de urea, en
ls determinscidn enzimdtics de triglicéridos o en la de-

terminacién de glucosa seglin el procedimiento de hexoqui~

mltan el periodo de utilizscidén del envsse de ensayo, pa-
ra cuys estabilizacidn existe un interés extraordinario.
A partir de las memoriss de patentes ales

manas 12 89 668 y 15 98 157 se conocen el glutstidn asi

¢ribe pcllviqilplrrolldona (BPVP) como estsbll}zador para

fosfato de nicotinamido-sdenin-dinucledtido reducido y oxi
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utilizados muestrs que su sctivided no es todavis setis-

factoria en lo que se refisre 3 nuclebtidos,

Hoja nom, U

Tsmbién 'se considersn como sdecusdos pa-| -

re ello goms scscia o goms arébigs y manita.

Se hen siisdido tembién elbfimine y gels-

tinas ys como mesterisles de csrgs 8 coenzimss estébilizaer

-~

das (pstente slemens 19.30 059) . <

h e

' - En ls memoris de patente slemsna 11 8362p .

estd descrito un procedimiento psra ls estabilizacifnide

“~nm 4

material bioldgicemente sctivo tel como bacterise, produc- .

tos de métabolismo de bactérias, virus, sueros y enzimes. fj«-'

A

Para ellb 52 emples uns gelatiné, degradads hidrolitic§1

R
-,

mente, reticulsda con un diisocisnato, preferentemente en |

combinzeién con L-glutameto de sodio. Tsl como lo muqstfan

R

espécialmente los ejemplos en ests memorie de patente;"§81

asgente estsbilizedor tiene importencis especislmente psrs

1ls prepasracibén de vacunss y pars ls conservacidn de estrud

turss entigenss e inmunégenss.

Is multiplicided de los estsbilizadores

Sorprendentemente se he hal;adbiahora qué
nicotinamido—adeninvdinuc1e6tidos.oxidadds y reducidos y
tembién sus fosfstos tienen uns estsbilidsd mejor en resc-

tivos conocidos hssta shors, si contienen colgeno hidro-

1{ticsmente degrsdsdo, eventuslmente reticulado, preferen-

temente gelatiné tratada de tsl msnera,




10

.15 |

S20 -

a5

29039

b) éol%geno hidroliticamente degrasdado, eventuslmente re-

1 g de nucledtido es de 0,001 hasts 1.200 g, preferente-

‘parados degradando coldgeno o sus productos de degradacién

Hoja ntm. 5

Objeto de 1la invencidn es por consiguiend
te uns mezcié estable g base de
8) nicotinsmido-adenin-dinucledtido en formé reducida u
oxidads o fosfato de nicotinsmido-sdenin-dinucledtido en
forms reducids u oxidads y
ticulado.

Objeto de 1a invencidn es adems un“pfd-
cedimiento péra la estabilizacibn de nicotinamido-adegin—
~dinucledtido en forma reducids u oxidads o/y de fosfato
de nicotinsmido-sdenin-dinucledtido en forma reducidgvﬁf
oxidadz, que se caracterizé porque 12 sqlucién del nuéigé-
tido es mezclada con un coldgeno hidroliticemente degrada-|
do, gventualmenfe reticulado; después de lo cusl la mezcla
es en caso deseado secads, preferenteﬁente liofilizada.

La qoncentraci6n del producto de colbge-

no en la solucidn scuosa asi como en el producto seco por

mente de 0,01 hasta 300 g,” sobre todo de 0,5 hasts 20 g.
_ " Productos de coiégenq especislmente ade-
cusdos son los conocidos a'partir~de 1la patente alemans

11 18 792 y de ls pstente slemsna 11 55-134. Estos son pre

en solucin scuose a una temperaturs de 60 hasta 15090

hasta un pesc molecular de 2,000 hasta 20,000, preferente-
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—~mente de S.Oooybasta 10,000, hsciendo resccionar el colé-

tloja nom. §

N

geno degradsdo con un diisocisnato & temperaturas de O has;

ta 1009C en el mergen de pH neutro hasta débilmente slca-
lino, eventuslmente en presencis de disolventes orgénicos
inertes, siendo la cantidad de isocisnato utilizsds menor

Lal

que la que se cslculs s psrbtir del niimero de los Erupog“!

/

amino y’ guenidino presentes en el colégenoAdegrédado,’ﬁi

siendo preferentemente de slrededor de 20 hests 80% ds -es-
ta cantided, ajustendo e continuacidn el producto de féﬁi-
cﬁlacién resultante & un vaior de pH de sproximsdsments
7,0 haciendo resccionar productos de degradacibn de colé=
geno con diisocisnstos a temperaturss de O hasta'IOOQien;
el msrgen de pH neutrc o débilmente slcslino, eventualmqh-
te en presencis de disolventes orgénicos inertés, siendo'
la centidad de isocisnato utilizads de 20 hasts 80% de la
gue se cslculs a3 partir del niimero de los grupos smino y |
guanidino presentes, degradandoilos productos de reticuls-

cién resultantes en solucidn acuoss s tempersturss de 60

hastallsogc hasts un peso moleculsr de 10,000 haesta 100,009,

y ajustando las solqciones obtenidss & un vslor de pH de
7« En forms de solucidn el 3,5% con un peso molecular me=-
dio de 35,000 8stss se presentaﬂ en el comercio tembién
como solucibn pers infusibn como sustitutivo del plaéma.

© Afn cusndo el valor de pH de la solucidn

estabilizads de nuclebdtido no tiene ninguns importsncia de-

e e
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™ cisiva pafa el efecto de:estabilizacién, se recomiends evi
tar valores de pH.extremedos, en considsracidn a las sus-
tanciss sensibles. El mergen de pH preferido de ls solu-
¢ibén se encuentra por consiguiente entre pH 5 y 11.-Se Ob~
servaron efecfos de estabilizacidn especislmente buenss
con valores pH cbmprendidos entre 7 ¥y 9. -

" Para el ajuste del vslor de pH pueden em-
| plesrse lass sustanciss tampdn usuales. Ejemplos de sustan-
ciss tempbn adecusdas son mezclas de diferentes sales de
metales alcalinos de &cidos débiles o de fuerzs medis ta-
les como Scido fosférico o §cido bdrico, mezclas de Sci-
dos débiles o de fuerza medis con sus ssles de metsles al-
calinos (por ejemplo &cido ftélico, ftalato de. metal élca-
lino) o tompones a base de determinados compuestos orgdni-
. cos tales como tris-hidroximetilsminometano o simiiares,

tal comd se emplesn generalmente en reacciones bioquimi- -
cas, F . |

El agente, estébilizédq seglin el procedi-
miento, menifiests su excelente estabilidad especialmente
en forms seca, preferentemente liofilizads. Le proporcidn
en peso del producto'de colégeno o nucledtido en el pro--
ducto éeco corresponde a8 13 de 1ls solucibn acuosa.,

Objeto de ls invencidn es ademés la uti-

 lizacibn de un cqlégeno hidrolitiéahenﬁe degradsdo, e%en~

tualmente reticulado, pars la estabilizecibn de nicotina-
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_to-deshidrogenesa, glutamato-deshidrogenasa, malato-deshi-

toja nom. 8

mido-adenin-dinuclebtido o/y de fosfsto de nicotinsmido-
~sdenin-dinuclebtido, en cads ceso tentv en forms reduci-
ds como también en forme oxidsds. |

Los nicotinamido-adenin-dinucledtidos
secos estabilizados conforme s ls invencidn, o sus mechas'
con el producto de colfgeno, son fécilmente solubles en.
agus, El estabmllzedor conforme 8 1ls invencibn posee b 1as
longitudes de onda de Hg 334 nm, Hg 366 nm 6§ 340 nn una
extincién propia muy pequefie, de tal maners que no se hgce

aprecisble de forms perturbsdors en ls medicibén fotométri-

P

c8 por elevacidén de ls extincién de fondo. Aquél carece -
de influencia sobre ls sctividasd de les enzimes emplesdss
ususlmente como resctivo o que hen de detectarse, por ejem

plo de alsnin~transsminsesa, aspartato~trsnssminssa, lscta-

drogeness Y ureass. _

Los. nlcotlnamldo-aden1n-d1nucle6t1dos es~
tebilizedos conforme 8 ls invencidn pueden ser liofiliza-
dos o bien por si solos o Jjuntamente con otros componen-
tes, que son necessrios pera ls reslizacidén del ensayo.
Ejemplos de tsles componentes son sustratos (por ejemplo
slanins, aspartato, glutamato, ﬁiruvato, 2;oxobutirato,

2-oxoglutarato), enzimas suxiliares (por ejemplo, malsto=-

~deshidrogensss, lactsto-deshidrogenssa, ureasa; gluteméto

-deshidrogensss), otrss coenzimss tales como difosfato de
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-4 62 C, resultsndo estsbilidades esencialmente mayores,

-1a pstente alemsna 11 18 792 o con 2,1 % de polivinilpi-

iloj;\ nom, 9

adenosina o'frifosfato de "adenosina, o sustanciaé_taﬁpén
ususles en ls enzimologis "tales como
tris~-hidroximetilaminometsno ~ HCl y oftres tales como lss
citadas anteriormerte. El efecto estabilizador, especialmen
te favorsble, del agente conforme a8 ls invencibn sobré,n:—
cotihsqido—adenin-dinucle6tidos se deduce de los siguiente
ejemplos;.A este respecto hay que hacer observsr que iég.
comprobsciones de estsbilidad se reslizen con dréstics so-
licitacidn de témperatura aA+ 379C, con el fin de recono-~
cerrmés répidsmente el efecto estsbilizador. Normslmente,

105’preparados son slmscenados no obstante a + 22 hasus

Ejemplo 1:

En.soluciones con 1,56 % del estabilizsdor obtenido segln
rrolidons (PVE), fﬁeroﬁ disuelfos en c¢ada caso 1,14-miii;'
moles/litro-de nicotinami&o—agenin—dinucle6tido reducido
(‘NADHQ). ILa mezclarresﬁltante fue envasads en porciones
iguales en fraécos de vidrio, y liofilizads. Los frascos
de vidrio fueron slmscensdos 8 + 372 C. En diferentes mo-
meﬁtos fueron ﬁtilizadas muestras_dei liofilizadé para la
determinacidn de la lactato-deshidrogenasa o fue determins
ds la cantided de NADH, que habia quedado en el liofilize-
do.

Ia determinacidn de 1a activided de IDH

07
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se efectud conforme & las recomendsciones de la Deutschen
Gesellschaft fHr Klinische Chemie, Z. Klin, Chem. Klin,

Biochem. 10, 182 (1972).
Los inhibidores formsdos dursnte el almé-

censmiento del liofilizsdo se herisn sprecisbles en lu dr=-

terminacibn de ls sctivided de LDH por une disminucibn.de

los vslores.

o

La cantidasd de N’ADH2 remsnente en el Jio~
filizedo fue determineds segln W, Gerhsrdt y otros, Scand.

J.0lin,leb.Invest. 33, 1 (1974).

Actividsed de LDH en Csntidad de NADH, en

: estebilizedor PVP  estsbili- PVP
Almscenamiento 8 conforme @ l2 como zzdor con COmO -
+ 372 ¢ invencién estabi-~ forme a Ts estsbi-
: lizador invencibn . lizsdor

Velor-de partida 100% 100% 100% ~ 100%
3 afes 98% 88%  100% ous
7 afes 100 81%  100% 95%
14 afes 9% ..  65% 1008 89%
21 dfss . 100% 56% o8% 82%
28 dfss 100% " u5% 99% 72%
Ejemplo 2:

(Reactivo pars ures)

'Una solucibn con 40 g/litro del sgente obtenido s§gﬁp 1ls
patente slemens 11 55 134, 4,54 milimoles/litro de NADHQ,
357 milimoles/litro de 2-oxoglutsrato y 18 unidedes/ml de
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glutsmsto-deshidrogenass fue liofilizsds en frascos de vi-
drio. Los frascos de vidrio fueron almaceﬁadps a + 3720,
.En aeterminados'momentos,<reproducidos en 1la tabla, fueron
disueltas muestrss del liofilizado en tampdn de tris-hidro
ximetilaminometano, pH 8,0, mezcladas con un exceso dé i 1=
nes de gmonio, y sometidas s uns determinacibn del coﬂfé—
nido de NADH2 por vis fotométrics s 340 nm. Le smgulenu€

tabla muestra el resultado.

Almacensmiento a . Concentracién de NADH,
370 G ]
Valor de psrtids . 100 %
14 dfss | : 93 %
28 aias ' , 91 %
54 afss ‘ 88 %
- 84 dfas T ’ a7 %

De igﬁal manera pueden ser estabilizados otros resctivos
que contieneh nuclebtidos. Se -obtienen resultados similar-
‘mente buenos, si‘se'mezélaﬁ 1 - 3 g de nuclebtido con 2
hasta 20 g de producto de coligeno.,

Ejemplo 3: ' , i

Cada vez en 55 ml de agus fﬁerdn disueltos 0,86 g del esta-
blllzador-obtenldo segin la patente slemana 11 18 792 §

0,86 g de

polivinilpirrolidona (PVP). En ambos liquidos fueron disue)
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“tométricsmente por medio de la reaccibn

Hojn ntm, 12

tos a continuacibn en csds csso 54,6 mg de fosfato de ni-
cotinamido-adenin-dinuclebdtido reducido (NADPHa), la mez-
cle resultante fue envessads en porciones igusles en fras-

cos de vidrio y liofilizsds., Los frascos de vidrio fueron

~

slmecenados & + 372C. En determinedos momentos, reprods:’

cidos en ls tabls, fueron sbiertos los frascos y el con-

tenido de NADPH, del contenido liofilizedo fue medido fo-|

2-oxoglutarato + NADPH, - NE, V) LDy o1upanato 4 waDP,
Resultados: : “i}

~

Contenido de NADPH2 RN

s

Almscenamiento & Estebilizedor conforme FVP como . -

+ 372 C a la invencién estabilizador
Vblon~dé partids 100 % 100 % -
- 7 ddes 3 100 % . 98 %
15 dfss S 98 % ' 93 %
21 dfes | 97 % | 90 %
28 afes © omg - 8%

ot
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L. REIVINDICACIONES

Tos puntos-de inveridén propia y nueva, que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidén en Espafia, pof VEINTE afios, son los que se re
cogen en las reivindicaciones siguientes:

l2,.~ Procedimiento para la estabilizacidn de
nicotinamido-adenin~dinucleétidos, carécterizado porque se
mezcla una solucién del nucledtido con un coldgeno hidroli
ticamente degradado, eventualmente reticulado, en la propoxn
cién de 1:0,001 a 1:1200, se ajusta el pH a un valor com-
prendido entre 5 y 11, y se séca la solucidn, preferiblemen
te por liofilizaciédn.
- 22.- Procedimiento para la estabilizacidn de
nicotinamido-adenin-dinucledtidos. ‘ .

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria coﬁsta de trece hojas escritas a

maquina por una sola cara.

Madrid,]§ MAR1900
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