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Tryptofanaasia varten tarkoitettu fluoro-
geeninen substraatti, jota voidaan kdyttis
jonkin tuntemattoman mikro-organismin iden-
tifioimiseen, on jokin fluorogeeninen vari-
aine, joka on sitoutunut johonkin aminoryh-
mddn karbamaatti- tai tiokarbamaattiryhmén
védlityksells. Suositeltavimmissa substraa-
teissa vdriaine on fluoreseiini tai 7-amino-
4-metyylikumariini ja siihen sitoutunut ami-
nohappo on kysteiini, treoniini tai seriini.

Det for tryptofanas avsedda fluorogeniska
substratet, som kan anvandas fdr identifie-
ring av en okind mikroorganism, ir ett fluo~
rescerande fargimne, som &r bundet vid en
aminosyra via en karbamat- eller en tiokar-
bamatgrupp. I de mest rekommenderade subs-
traten ir férgdmnet fluorescein eller 7-ami-
no-4-metylkumarin och den ddrvid bunden ami-
nosyran &r cystein, treonin eller serin.
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Fluorogeenisia tryptofanaasisubstraatteja

Fluorogeniska tryptofanassubstrat

Tamad keksintd koskee mikro-organismien tunnistusta ja tar-
kemmin sanottuna se koskee entsyymisubstraattia, jota voi-
daan kayttda jonkin organismin identifioimiseen sen entsyy-

misisdltda analysoimalla.

Monet tautitilat johtuvat bakteerien pdasemisestd kehon ku-
doksiin tai nesteisiin, kuten vereen, virtsaan, aivosel-
kdydinnesteeseen tai nivelnesteeseen. Tallaisten infektioi-
den menestyksekds hoito vaatii varhaista diagnoosia ja
asianmukaista hoitoa ei voida aloittaa ennen kuin patogeeni
on saatu tarkasti tunnistetuksi. T&ama saattaa olla vaikeaa
infektion varhaisvaiheissa, koska patogeenin konsentraatio

on vahainen.

Useat menettelytavat, joita yleensa kdytet&adn sairaaloiden
mikrobiologian laboratoriocissa bakteerien tunnistamiseksi,
ovat niiden kasvattamiseen perustuvia menetelmia, jotka
yleensa vaativat tunnistamiseen 18-24 tuntia tai pitempaian-
kin organismin eristamisesta. Joissakin tilanteissa n&in

pitkad tunnistusaika saattaa vaarantaa potilaan hengen.

Patogeenin tunnistamista maarittamalla, mita entsyymeji se
sisdltds, on tutkittu. Tama menetelma prerustuu fluorogeenis-
ten tai kromogeenisten substraattien hydrolysoimiseen or-
ganismin ekspressoimilla entsyymeilld ja se suoritetaan
yleensa ymppaamialla organismi alustapaneeliin ja vertaamalla
saatua fluorogeenista tai kromogeenista profiilia profiilei-
hin, jotka on saatu esiin samalla paneelilla tunnetuista
organismeista. Tata menettelytapaa edustaa patenttijulkaisun
US-4603108 sisalts.

Godsey ym. julkaisussa Journal of Clinical Microbioclogy, 13,
483 (1981) kuvaavat menetelmia ja laitetta Enterobacteria-

ceae-heimoon kuuluvien kantojen ekspressoimien entsyymien
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profiloimiseksi kayttamalla fluorogeenisia substraatteja,
jotka on saatu B-metyyliumbelliferonista, B-naftyyliamiinis-

ta ja 7-amino-4-metyylikumariinista (AMC).

Tryptofanaasi on entsyymi, jota esiintyy tietyissa baktee-
reissa ja joka katalysoi tryptofaanin konversion indoliksi,
palorypélehapoksi ja ammoniakiksi. Erasta substraattia, S-
(2—nitrofenyyli)kysteiinia, jonka tamé entsyymi pilkkoo kro-
mofori-2-nitrotiofencliksi, kuvaavat Suelter ym. julkaisussa

Methods in Enzymology, 82, 561 (1979).

Tryptofanaasia varten tarvittaisiin fluorogeeninen sub-
straatti, joka voitaisiin sisallyttaa entsyymin profilointi-
paneeleihin, joita kaytetdadn bakteerien tunnistamiseen. Tal-
lainen substraatti parantaisi kovasti talla menettelytavalla
tapahtuvaa bakteerien tunnistuksen tarkkuutta erityisesti
kun kysymyksess& ovat Enterobacteriaceae-lajit. Tama keksin-

to tahtaa juuri tamén tarpeen tyydyttamiseen.

Tryptofanaasia varten tarkoitettu fluorogeeninen substraatti
sisaltaa fluoresoivan vériosan ja jonkin aminohappo-osan,
jolloin varissa oleva nukleofiilinen ryhma sitoutuu aminoha-
pon nukleofiiliseen ryhmdaan, joka on muu kuin e-aminoryhméa,
karbonyyli- tai tiokarbonyyliryhméan valityksella. Suositel-
tavissa substraateissa aminohappo on treoniini, kysteiini
tai kaikkein suositeltavimmin seriini ja fluoresoiva variosa
on fluoreseiini, rodamiini, B-naftyyliamiini tai suositelta-
vimmin jokin kumariinijohdos. Kaikkein suositeltavin vari on

AMC.

Keksinnon mukaan suositeltavin substraatti ei ole itsessaan
fluoresoiva, mutta tryptofanaasi pilkkoo sen aminohapoksi ja
AMC:ksi. Sita voidaan kayttaa mdarittamaan, sisaltaaksé jokin
tuntematon mikro-organismi tryptofanaasia, ja se voidaan
sisallyttaa laitteeseen, jossa tuntematon mikro-organismi

tunnistetaan sen entsyymisisallén perusteella.
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Jonkin tuntemattoman mikro-organismin tunnistus maarittamal-
ld sen entsyymisisallén profiili ja vertaamalla sita tunnet-
tujen organismien profiileihin, on yleensa tarkka useimpien
organismien kohdalla. Tekniikka on kuitenkin vahemman tarkka
Enterobacteriaceae-heimon bakteerien kohdalla yleisesti kay-
t6ssa olevilla substraateilla. Koska jotkut Enterobacte-
riaceae-lajit ekspressoivat tryptofanaasin ja jotkut taas
eivat, keksinnén mukaisen substraatin sisallyttaminen profi-
lointilaitteeseen parantaa mikro-organismien tdman ryhméan

tunnistamisen tarkkuutta.

Vaikka tama keksintd voidaan toteuttaa monilla eri tavoilla,
tdssd kuvataan yksityiskohtaisesti keksinndén suositeltavim-

pia toteutusmuotoja, jolloin on selvda, ettd tama selitys on
katsottava esimerkiksi keksinn®n periaatteista eika sen tar-
koituksena ole rajoittaa keksintda tassa kuvattuihin toteu-

tusmuotoihin. Keksinntn suoja-alan madrittavat liitteena

olevat patenttivaatimukset ja niita vastaavat.

Tryptofanaasi katalysoi tryptofaanin konversion indoliksi,
palorypédlehapoksi ja ammoniakiksi ja mikro-organismeja, jot-
ka sisaltavat tatsd entsyymia, nimitetadn usein indoliposi-
tiivisiksi. Esimerkkejd indolipositiivisista mikro-organis-
meista ovat Escherichia coli, Citrobacter diversus, Proteus
vulgaris, Morganella morganii ja Klebsiella oxytoca. Edusta-
via indolinegatiivisia organismeja ovat Klebsiella pneumo-

niae, Citrobacter freundii ja Proteus mirabilis.

Sen maarittamista, onko jokin tuntematon mikro-organismi
indolipositiivinen tai indolinegatiivinen, voidaan kayttaa
tuntemattoman tunnistamisessa. Erityisesti Enterobacteria-
ceae-lajien oikea tunnistaminen helpottuu maarittamalla or-

ganismin indoliluokitus.

Taman keksinndn mukaista substraattia voidaan kayttaa maa-
rittdmaan mikro-organismin indoliluokitus jostakin kliini-
sestd naytteesta, kuten virtsasta, ulosteesta, haavasta,

nielusta, genitaalinaytteista tai tavallisesti steriileista
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kehon nesteistd, kuten veresta, aivoselkaydinnesteestad tai
nivelnesteesta. Tdssi keksinndssa termin mikro-organismit
katsotaan tarkoittavan mita tahansa pientd organismia, joka
tuottaa entsyymeja, kuten homeita, hiivoja ja suositeltavim-

min bakteereita.

Taman keksinnoén mukaisella fluorogeenisella tryptofanaasi-

substraatilla voi olla kaavan I rakenne:

e
A-X—?-Y—CHZ-(CH=CH)H—?H I.
Z COOH

Rakenteessa I A voi olla jokin fluoresoiva variaineosa, X, Y
ja Z voivat toisistaan riippumatta olla O, S tai NH ja n voi
olla 0-3. Esimerkkej& sopivista fluoresoivista variaineosis-

ta ovat:

(1) AMC, jossa X on NH;

(2) 7-hydroksi-4-metyylikumariini, jossa X on O;
(3) fluoreseiini, jossa X on O;

(4) rodamiini, jossa X on NH;

(5) B-naftyyliamiini, jossa X on NH.

Suositeltavia keksinn®dn mukaisia substraatteja ovat fluo-
reseiinin seriini-, kysteiini- ja treoniinijohdokset ja AMC,

seuraavan rakenteen II mukaisesti:

NHZ
|
A-NH-%-Y—RrCH II
|
Z COOH

jossa A voi olla fluoreseiini tai AMC, Rlvoi olla CH, tai
CHLH=CH ja Y ja Z voivat olla O tai S. Kaikkein suositelta-
vimmassa substraatissa A on 4-metyylikumariini, Y ja Z ovat

(0] j& R1 on CH2.
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Keksinnon mukaiset substraatit voidaan syntetisoida kaupal -
lisesti saatavissa olevista fluoresoivista variaineista tun-
netuilla synteesitavoilla. Erd&an suositeltavan menettelyta-
van mukaan jokin variaine, joka on substituoitu jollakin
aminoryhméalla, voidaan muuttaa vastaavaksi isosyano- tai
isotiosyanojohdokseksi ja antaa sen reagoida jonkin sopivas-

ti suojatun aminohapon kanssa, jolla on rakenne III:

H Ry
N S
N

|

Y—CHZ-(CH=CH)n—CH III
l
C

0/\

ORZ

jossa Y voi olla OH, SH tai NHy), n voi olla 0-3 ja Ry Jja R;3
ovat konventionaalisia aminohappoja suojaavia ryhmia, kuten
karbobentsyylioksi-, bentsyyli-, litium- ja trimetyylisilyy-
lietoksikarbonyyliryhmia (Teoc). Suositeltavimpia sucjaryh-
mid ovat litium Ryina ja Teoc R3ina (kuten esimerkissa 1 ku-
vataan). On selvaa, etta tama synteesimenettely johtaa suo-
jaryhmien poistamisen jalkeen rakenteeseen I, jossa X on NH
ja Z on O, isosyanoryhmdlli substituoidusta variaineesta
ldhdettdessd ja rakenteeseen I, jossa X on NH ja Z on S,
isotiosyanoryhmédlli substituoidusta variaineesta lahdettaes-
s&. Ndin esimerkiksi substraatti, jossa A on rodamiini, X on
NH, Z on S, Y on O ja Rlon metyleeni, saadaan antamalla
rodamiini-isotiosyanaatin ja kaksoissuojatun seriinin rea-

goida keskendan.

Eréds sopiva menettelytapa substraatin IV, jossa X on O, syn-

tetisoimiseksi on esitetty seuraavassa yhtialossa:

CH3q

CH3 CH;,
~ ~d =~
o) o) OH O o} O-ﬁ—Cl 0 (0] O—C-O-CHTCH
0

i
o COOH
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Tama yhtald esittaa fluorofori-7-hydroksi-4-metyylikumarii-
nin konversiota klooriformyylijohdokseksi ja tamian valituot-
teen reaktiota kaksoissuojatun seriinin kanssa, jolloin suo-
jaryhmien poistamisen jalkeen saadaan tryptofanaasisub-

straatti IV.

Muut menettelytavat keksinnén mukaisten tryptofanaasisub-

straattien syntetisoimiseksi ovat itsest&aan selvia alaan pe-
rehtyneille ja erds yksityiskohtainen kokeellinen menettely-
tapa suositeltavimman substraatin syntetisoimiseksi annetaan

esimerkissa 1.

CH3
7
e
0”7 o NH—(l".:-O-CHZ-(.I,H v
o) COOH

Kun keksinnén mukaista substraattia inkuboidaan jonkin tryp-
tofanaasia ekspressoivan organismin kanssa, entsyymi pilkkoo
fluorogeenisen substraatin, joka ei itsess&ain ole fluoro-
geeninen, alla esitetyn mukaisesti, jolloin saadaan palory-

palehappoa, AMC:a, COj:a ja ammoniakkia.

CHy CH,q
~ NH,
l 1) Entsyymi
o) o N-JC-0-JCH,-CH I ~
Hlll l 2) -co,
o) COOH 07 "o NH,
v AMC

Fluoresenssin detektio identifioi organismin indeolipositii-
viseksi. Fluoresenssin puuttuminen osoittaa, ettad organismi

on indolinegatiivinen.

Keksinnén mukainen substraatti voidaan sis&llytta&d jonkin
tuntemattoman organismin tunnistamiseen kdytett&véidn lait-

teeseen. Erdsta suositeltavaa laitetta, jossa keksinnén mu-
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kaista substraattia voidaan kdyttda, kuvataan hakijan pa-
tenttihakemuksessa US-209677, jonka sisdlté liitetadn tahédn

viitejulkaisuna.

Kun keksinnén mukaista substraattia kaytetadn patenttihake-
muksen US-209677 mukaisessa laitteessa, se voidaan yhdistaa
patenttihakemuksen US-209677 mukaiseen alustaan. Substraatti
voidaan saattaa kosketukseen nestenaytteen kanssa, jonka
epdillaan sisdltavdn tuntematonta organismia, mieluiten sen
jalkeen kun organismi on kasitelty solukalvon lapaisevalla
reagenssilla, kuten jollakin pinta-aktiivisella aineella,
jotta solunsisédiset entsyymit paddsevat helpommin nestendyt-
teeseen. Jos tuntematon organismi on indolipositiivinen,
nestenadytteessa ldsnd oleva tryptofanaasi reagoi substraatin
kanssa vapauttaen fluorogeenin. Fluoresenssin puuttuminen
alustasta, joka sisaltad keksinnén mukaisen sub-straatin,
identifioi tuntemattoman organismin indolinegatiiviseksi.
Maarittamalla nopeus, jolla fluoresenssi kehittyy, saadaan
tietoa substraatin hydrolysoitumisnopeudesta ja siten tryp-
tofanaasin konsentraatiosta organismissa. Talla tavoin mééa-
ritetyn tuntemattoman organismin indolireaktio voidaan si-
sallyttaa osaksi tuntemattoman organismin entsyymiprofiilia,
joka saadaan esiin kayttimidlla useita muita entsyymisub-
straatteja, jotka on asetettu laitteessa oleville muille
alustoille. Profiilia voidaan sitten verrata tunnettujen
mikro-organismien profiileihin, jotka on saatu esiin
olennaisesti samanlaisissa koeolosuhteissa, ja tuntematon
organismi voidaan tunnistaa tunnetun mikro-organismin pro-
fiililla, joka on lahinna tuntemattoman organismin profii-

lia.

Keksinnén mukaista tryptofanaasisubstraattia voidaan kayttaa
myds patenttihakemuksen US-209677 mukaisen laitteen yhtey-
dessid tuntemattoman organismin identifioimiseen madrittamal-
14 sen herkkyysprofiili sarjalle antibicotteja. Kukin pa-
tenttihakemuksen US-209677 mukaisista alustoista voi sisal-
td4 keksinnén mukaisen substraatin ja eri antibiootin. Alus-

toihin ympat&dan tuntematon organismi nestemidisessa kasvatus-
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valiaineessa ja inkuboidaan. Jos antibiootti tehoaa tunte-
mattomaan organismiin, sen kasvu estyy, entsyymiid ei muodos-
tu, substraatti ei hydrolysoidu ja fluoresenssia ei tule
esiin. Jos antibiocotti on tehoton, tuntematon organismi kas-
vaa ja ekspressoi entsyymin, joka hydrolysoi substraatin ja
aikaansaa fluoresenssin. Kuten edelld kuvattiin, tieto, joka
saadaan kayttamialla keksinnén mukaista tryptofanaasisub-
straattia, voidaan yhdistdaa tietoon, joka saadaan kayttamal-
l& muita entsyymej& varten tarkoitettuja substraatteja tun-
temattoman organismin reaktiivisuusprofiilin eri antibiocot-
teja kohtaan saamiseksi esiin. Tuntemattoman organismin
herkkyysprofiilia voidaan verrata tunnettujen organismien

profiileihin tunnistamista varten.

Keksinnén mukaista substraattia voidaan kayttai myds patent-
tihakemuksen US-209677 mukaisen laitteen yhteydessi eri an-
tibiocottien pienimm&n bakteerien kasvun estavan konsentraa-
tion (MIC) maarittamiseksi tuntemattomalle organismille.
Tatid sovellusta varten alustalevy sisdltad sarjan antibioot-
tien eri vakevyyksi& ja keksinnén mukaisen substraatin. Ymp-
pdamisen ja inkuboinnin jalkeen kullakin alustalla olevan
antibiocottikonsentraation tehon osoittaa fluoresenssitaso.
Alustoista, joissa on ymppdamattdmidsta alustasta saadun ver-
tailuarvon ylapuolella oleva minimifluoresenssitaso, saadaan

antibiootin MIC tuntematonta organismia vastaan.

Seuraavat esimerkit esitetddan keksinnén valaisemiseksi edel-
leen, mutta niiden ei tule katsoca rajoittavan keksinnén suo-

japiiria.

Rutiinianalyysitekniikat

Analyyttinen TCL suoritettiin 0,25 mm, 5 cm x 20 cm alumii-
nipochjaisilla silikageelilevyilla (luettelonumero 5534),
jotka saatiin EM Science'ltda (Cherry Hill, New Jersey).
Analyyttinen k&&nteisfaasi-HPLC suoritettiin Waters 860 kak-
sipumppusysteemilla ja valodiodirividetektorilla (200-600
nm)} kayttéen Waters Delta Pak C-18 100 A, 4,6 x 220 mm ko-
lonnia (SN-338B31162); kaytetyt olosuhteet olivat: aluksi
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pidettiin 60 minuuttia 0,2 % trifluorietikkahapon vesiliuok-
sessa, mitad seurasi lineaarinen gradientti 0,2 %¥:iseen tri-
fluorietikkahappoon THF:ssa 1 tunnin ajan. Sulamispisteet
saatiin Thomas-Hoover-kapillaarisulamispisteen maarityslait-
teella (Philadelphia, Pennsylvania) eikd niita korjattu.
Fluoresenssi-spektri rekisterditiin Perkin-Elmer LS-5 fluo-
rometrilla. NMR-spektri rekisterdéitiin IBM/Brucker WP-
200s8Y:11a (200 mHz) (Billerica, Massachusetts). Kemialliset
siirtymat ilmoitetaan kayttden referenssinad tetrametyyli-
silaania. Korkean erotuskyvyn massaspektrografiat suoritti
D.S. Millington, Mass Spectrometry Facility, P.0O. Box 3028,
Duke University Medical Center, Durham, North Carolina

27710.

Esimerkki 1

Seriini-AMC-karbamaatin (V) synteesi

A. 4-Metyyli-T7-isosyanokumariinin synteesi

Pybreapohjaiseen 200 ml:n kolmikaulakolviin, joka oli varus-
tettu kuivajaajasdhdyttimella ja magneettisekoittimella, pan-
tiin 2,0 ml 20 % fosgeeni/tolueeniliuosta ja 80 ml kuivaa
dioksaania. Tdhan seokseen lisdttiin 2,0 g (0,0114 moolia)
kiintedad AMC:a ja seosta refluksoitiin yén yli. Seos muuttui
keltaisesta saostuneeksi valkoiseksi kiintedksi aineeksi.
Siihen lisattiin viela 7,0 ml 20 % fosgeeni/tolueeniliuosta
ja seosta refluksoitiin edelleen viela 5 tuntia, jossa ajas-
sa liuos kirkastui. Kolviin lisattiin argonkaasun syottoput-
ki ja argonia kuplitettiin liuoksen lapi fosgeeniylimaadran
ja HCl-jaamien poistamiseksi. Samea seos suodatettiin rea-
goimattoman AMC:n poistamiseksi ja seos vakevoitiin, jolloin
saatiin 2,0 g, saanto 87 %, valkoista kiinteda ainetta, joka
oli haluttu tuote. NMR (CDC13): ppm: 2,43 (s, 3H), 7,02 (s,
1H), 7,39 (dd, 3H). IR: voimakas absorbanssi 2250 cm4:n koh-
dalla; ei absorbanssia 3800-3500 em:n kohdalla.

B. N-(trimetyylisilyylietyylioksikarbonyyli-o-karbonyyliami-
no-T7-(4-metyylikumarinyyli)-L-seriinin litiumsuolan synteesi
Pyoredpohjaiseen 100 ml:n vetoiseen kolmikaulakolviin, joka

oli varustettu magneettisekoittimella, pantiin 1,16 g
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(4,16 mmoolia) N-trimetyylisilyylietyylioksikarbonyyli-L-se-
riinin litiumsuolaa (Shute ym., Synthesis 1987, 346) ja

20 ml asetonitriilia. Tahin seokseen lisattiin 0,84 g

(4,18 mmoolia) 4-metyyli-7-isosyanokumariinia (kohdan A tuo-
te) liuotettuna 15 ml:aan THF:a. Tata seosta sekoitettiin
huoneenlampétilassa 48 tuntia. Sitten seos suodatettiin,
jolloin saatiin 1,32 g vihertavdn valkoista kiinte&d ainet-
ta. Kiinted aine lietettiin kyllastettyyn natriumvetysul-
faattiliuokseen ja sita sekoitettiin 1 tunnin ajan. Sitten
suspensio suodatettiin ja saatiin 0,84 g (1,83 mmoolia)

44 %:n saannolla. Nopea atomipommitus(FAB)-massaspektromet-
rian tulokseksi saatiin 479 = [MH+Na]'. NMR(DMSO-dg): ppm:
0,0 (bs, 9H), 0,90 (m, 2H), 2,38 (s, 3H), 4,01 (m, 4H), 4,30
(m, 2H), 7,09 (m, 4H), 10,26 (s, 1H). HPLC-retenticaika

98 minuuttia.

C. Seriini-AMC-karbamaatin (V) synteesi

10 ml:n vetoiseen kolviin pantiin 2,0 ml trifluorietikka-
happoanhydridia (TFA) ja se jadhdytettiin 0% :een argonkehas-
sd. Jaahdytettyyn TFA:han lisattiin 0,24 g (0,525 mmoolia)
kohdassa B saatua tuotetta. Tatda liuosta sekoitettiin 4 tun-
tia 0% :ssa, se viakevoitiin pyorodhaihduttimessa alipaineessa.
Jaannods liuotettiin metanoliin, eetterid lisattiin ja val-
koinen kiintea aine saostui. Tama valkoinen kiintea aine
suodatettiin ja saatiin 0,178 g (80,9 %). Sulamispiste =
185-186% (hajoaminen). NMR (CDClj + CF{OOH): ppm: 2,54 (s,
34), 4,85 (m, 3H), 6,44 (s, 1H), 7,66 (4H). HPLC-retentio-
aika 74 minuuttia. Korkean erotuskyvyn massaspektrografia
[MH'): Cy4HsN)O¢. Laskettu 307,0848. Todettu 307,0937.

Esimerkki 2

Seriini-AMC-karbamaatin reaktio tryptofanaasin kanssa

100 mm:iin kaliumfosfaattipuskuria liuotettuna seriini-AMC-
karbamaatin 1,19 x 100 M liuokseen, pH 8,2, lisattiin 100 pl
5,0 mg/ml tryptofanaasiliuosta. Fluoresenssin lisaantyminen
mitattiin 440 nm:n kohdalla aktivoimisen tapahtuessa

365 nm:n kohdalla. Seriini-AMC-karbamaattiliucksen lahté-

fluoresenssi oli 26 suhteellista yksikkda. Entsyymin lisdyk-
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sen jalkeen fluoresenssi voimistui 440 nm:n kohdalla nopeu-
della 97 vksikkda/minuutti. Tam& tulos osoitti, ettad entsyy-
mi katalysoi seriini-AMC-karbamaatin konversion 7-amino-4-
metyylikumariiniksi. Fluoresenssin lisadntyminen entsyymin

puuttuessa oli merkityksetdnta.

Esimerkki 3

Mikro-organismien indolireaktion madritys

20 Mikrolitran alikvootteja esimerkin 1 mukaisen substraatin
0,5 % liuoksesta liuotettuna dimetyylisulfoksidiin lisattiin
sellulocosakiekoille (luettelonumero 740-E, Schleicher ja
Schuell, Inc. Keene, New Hampshire). DMSO poistettiin tyh-
jidkuivaamalla. Kuivatut kiekot asetettiin mustan polysty-
reenia olevan mikrosyvennyslevyn syvennyksiin. Neljaan kie-
koista ympattiin kuhunkin 25 mikrolitraa suspensiota, joka
sisdlsi ml:aa kohti 3 x 108 kolonian muodostavia vksikkéja
tunnettuja indolipositiivisia mikro-organismeja Escherichia
coli ja Citrobacter diversus ja tunnettuja indolinegatiivi-
sia mikro-organismeja Klebsiella pneumoniae ja Citrobacter
freundii. Suspensiot tehtiin fosfaattipuskuriin, jonka pH
oli 8,4 ja joka sisalsi tolueenia konsentraationa 2 tippaa/5
ml puskuria bakteerien tekemiseksi lapdiseviksi. Neljain
kiekkoon ymp&attiin pelkastaidn puskuria verrokeiksi. Kiekkoja
aktivoitiin 365 nm:n kohdalla ksenonlampulla ja fluoresenssi
mitattiin 1 minuutin valein 10 minuutin ajan 440 nm:n aal-
lonpituudella kdayttden Fluoroskan II-lukijaa (Flow Laborato-
ries, MclLean, Virginia 22102). Neljasta putkesta kutakin
organismia saaduista tuloksista laskettiin keskiarvot ja ne
on esitetty alla olevassa taulukossa nanogrammoina vapaata

AMC:a/minuutti.
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E. coli

E. coli

coli

coli
diversus
diversus
pneumoniae

freundii

Qo X aoga0mm

freundii

Verrokki

Taulukosta nakyy,
K. pneumoniae ja C.

sin lisays kuin verrokilla,

Kanta

1WI9901N1
2WO0803N1
4H8162N1
TW0563N1
404

2075
6N3696N1
2027
2058
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Taulukko

Fluoresenssin lisaantyminen
(ng AMC/min)

1,53
1,85
1,6
1,7
5,35
4,4
0,5
0,8
0,45
0,43

ettd indolinegatiivisilla organismeilla

freundii on suunnilleen sama fluoresens-

kun taas indolipositiivisilla

organismeilla E. coli ja C. diversus on paljon suurempi

fluoresenssin lisays,

ta.

mikd johtuu vapaan AMC:n vapautumises-
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Patenttivaatimukset

1. Fluorogeeninen tryptofanaasisubstraatti, tunnettu

siitd, ettd silld on rakenne

T
A—X—Cf-Y-CHz- (CH=CH)n-C|JH
COOH

jossa A on jokin fluoresoiva variaineosa, X, Y ja Z on
toisistaan riippumatta valittu ryhmdsta, jonka muodostavat

O, S ja NH ja n on kokonaisluku 0-3.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen substraatti, tunnettu
siitéd, ettd A on jokin fluoresoiva vdriaineosa, Y on va-
littu ryhmastd, jonka muodostavat O ja S, X on valittu
ryhmdstd, jonka muodostavat O ja NH, ja n on kokonaisluku
0-1.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen substraatti, tunnettu

siitd, ettd A on 4-metyylikumariiniosa.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen substraatti, tunnettu

siita, etta A - X on 7-amino-4-metyylikumariiniosa.

5. Patenttivaatimuksen 3 mukainen substraatti, tunnettu
siitd, ettd A - X on 7-hydroksi-4-metyylikumariiniosa.

6. Patenttivaatimuksen 2 mukainen substraatti, tunnettu

siitd, ettd A on fluoreseiiniosa.

7. Patenttivaatimuksen 2 mukainen substraatti, tunnettu

siitd, ettd A on rodamiiniosa.

8. Patenttivaatimuksen 2 mukainen substraatti, tunnettu

siitd, ettd A on fB-naftyyliamiiniosa.

9. Patenttivaatimuksen 4 mukainen substraatti, tunnettu

siitd, ettd silld on rakenne
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CH,
7
?Hz
070 NH-C-0-CH,-CH
|
0] COOH
Patentkrav
1. Fluorogeniskt tryptofanassubstrat, kdnnetecknat av

att den representeras av strukturen

2
A—X—E-Y-CHZ-(CH=CH)n-$§
COOH

i vilken A dr en fluorescerande fargdmneskomponent, X, Y

och Z 4r oberoende varandra valda ur en grupp som bestdr

av O, S och NH och n ar heltalet 0-3.

2. Substrat enligt patentkrav 1, kdnnetecknat

av

ar en fluorescerande fargdmneskomponent, Y ar vald

grupp som bestar av O och S, X &r vald ur en grupp

bestdr av O och NH och n &r heltalet 0-1.

3. Substrat enligt patentkrav 2, kdnnetecknat

dar en 4-metylkumarindel.

4. Substrat enligt patentkrav 3, kdnnetecknat
X a4r en 7-amino-4-metylkumarindel.

5. Substrat enligt patentkrav 3, kdnnetecknat
X ar en 7-hydroxi-4-metylkumarindel.

6. Substrat enligt patentkrav 2, kdnnetecknat
ar en fluoresceindel.

7. Substrat enligt patentkrav 2, kdnnetecknat

ar en rodamindel.

av

av

av

av

av

att A
ur en

som

att A

att A -

att A -

att A

att A
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8. Substrat enligt patentkrav 2, kdnnetecknat av att A

dr en (-naftylamindel.

9. Substrat enligt patentkrav 4, kdnnetecknat av att den
5 representeras av strukturen

CH,
=
NH,

10 0~ 0o NH—I(IZ-O—CHféH

0 &OOH
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