
5,  i'..  .1 .                  0014929 Diagnostisches Mittel, VYrfahren zu
dessen Herstellung sowie dessen Verwendung zum* Nachweis von Leukozyten in
K6rperflussigkeiten Der Nachweis von Leukozyten in Korperflussigkeiten,
insbesondere im Urin, nimmt eine hervorragende Stelle in der Diagnostik der
Erkrankungen der Niere und des Urogenitaltraktes ei. Bisher wurde dieser
Nachweis gefuhrt durch mikroskopisches AusAhlen der Leukozyten im nicht
zentrifugierten Ham oder im Hamsediment. 5     Beiden 'Methoden ist
naturgemiS gemeinsam, daB nur intakte Leukozyten erfaBt werden.
Andererseits ist bekannt, daB die Geschwindigkeit der Leukozyten-Lyse je
nach Harnmilieu enormen' Schwankungen unterworfen ist; so ist z. B. in
stark alkalischen Harnen mit einer Leukozyten-Halb- wertszeit von nur 60
Minuten zu rechnen. Zu niedrige Leukozytenzahlen bzw. bei lingeren
Harnstandzeiten sogar falschnegative Befunde sind die Folge.         ' tO
Vom Lyse-Fahler abgesehen. liefert die quantitative mikroskopische
Bastimmung der Leukazvt'n irit: nicht zentrifugiarten, homogenisierten Hamr
in der Zihikammer recht zuverlissige Werte. In der Praxis wird diese
Methode jedoch nur selten angawandt, da sie miihevoll, ermiidend und
zeitraubend ist und den Einsatz geschulten Personals bedingt. Die
uberwiegende Mehrzahl der Leukozytenbestimmungen im Ham warden. in der
medizinitchen 15  Praxis nach 'der sogenannten Gesichtsfeldmethode im
Harnsediment durchgefihrt. Hierzu -cuBg zunichst das Untersuchungsgut
(Sediment) durch Zentrifugieren gewonnen warden. Dabei werden jedoch auch
andere Bestandteile des Harnes angereichert, die - wie z. B. Salze und
Epitheizellen - die mikroskopische Auszihlung der Leukozyten betrichtlich
erschweren k6nnen. Schwankender Secdimentgehalt, Inhomogenititen des
Sedimentes, sowle wom6glich unterschiedliche mikroskopi- 20  sche
Vergrt6erungin oder unterschiedliche optische Ausstattung der Mikroskope
fihren dazu, daB die hier ibliche Angabe Ober die Anzahl der Leukozyten pro
mikroskopischem Gesichtsfeld mit kehlem von mehreren hundert Prozent
behaftet sein kann. In juangster Zait hat as daher nicht an Versuchen
gefahit, ain diagnostisches Mittel bereitzustellen,- - mit dem die
Leukozyten in Kirperflissigkeiten auf einfache und leicht zu handhabende
Weise sowie Z   m6glichst schnelltund vollstaindig nachgeWiesen warden
konnen. Als Nachweisprinzip fit aien '   . solchen Laukozytentbst haban
sich enzymatische Reaktionen angeboten, da die Leukoiyten ain
breitgafichertes Enzymspektrum besitzen. In den europaischen
Patentanmeldungen EP-A-0007407, EP-A-0008428 und EP-A-0012057 sind
beispielsweise diagnostische Mittel beschrieben, die aus einem saugfihigen
Triger bestehept, der mit 3   einer geeigneten Puffersubstanz, iblichen
Hilfsstoffen und einem Chromogen impriguiert ist. Als Chromogene warden
dabei gemiB Patentanmeldung EP-A-0 007407 Sulfonphthalein-Ester der
aligemeinen Formal A I-~~                               ~     ~~~~ ,
.                     ..  ,            I. R13           R2 3S      RX'-
|                |~12  OR;'!' * ..
/      '                         . 1         *(A    !~ '40
RO  /                 '   " C-O0
A _.                             ,, .\    21 X  -
- 2- -   4              -Z- "\                             ; /IS02
45~~~~~~~~~~~~~~~~ in'der ;   S    RI" einen','gegebenenfails durch
Halogen, oder sins niedere -Alko         ete' 'su Carbonsaurerest.,. aeien
mit . einer in datr  Peptidchemia -fbichen Sticbsofschutzgrupp- varsehenen
Aninosiure-odar Peptidrest Ri' ain Halogenatom oder eane niedora
Alkylgruppe, 



R3" und R41,, die gleich oder versicheden sain konnen, jeweils ein
Wasseasto - oder aI Hatoganatom 55      bedeuten,             '.- i-
geraBateriitanmeldung EP-A-0 00 U42Azofarbstoff-Ester der allgemelnen  rmel
8 ; in uder A' aienifunf- oder sachsgliedigen; gagebenenfalls
benzoannelliarten  eatmit aebis zwei Heteroatornen aus der Gruppe N S 0.
der gagabenenfalls in- oder mehrfach durch Halogen, 2 g-~~~~~I    6-
*Q.0014 929 .* J * ~m    0 niedere Alkyl- undfoder niedere Alkoxygruppen
substituiert sein kann oder *inen ein- bis dreifach durch niedere Alkyl-,
niedere Alkoxy-, Nitro-, Sulfonato- und/oder Acylaminogruppen
substituierten Phenylrest, B' einen gegebenonfalls ein- bis zweifach durch
Sulfonato-, niedere Alkoxy- und/oder niedere Alkoxy-poly-alkylenoxy-Gruppen
substituierten Benzol-, Naphthalin- oder Chinolin-Rest,  5 R  einen
Carbonsiurerest oder einen mit einer in der Peptidchemie ublichen
Stickstoffschutzgruppe versehenen Aminosaure- oder Peptid-Rest und n  die
Zahl I oder 2 bedeuten, und gemiB Patentanmeldung EP-A-0 012 9';7
Indoxyl-Ester der aligemeinen Formel C I*  I
~~~~~~~~~~~~~~~(C) \9  x*
15 in der R,"', R2"', R3", R4"', die gleich oder verschieden sein konnen,
jewells Wasserstoff oder Halogen, sine   20 niedere Alkyl-, niedere
Alkoxy-..Aryl-, Aralkyl-, Aralkoxy-, sine Hydroxy-, sine Carboxy-, sine
Carboxy-nieder-Alkoxy-, sine Aralkoxycarbonyl-, sine
Aralkoxycarbonyl-nieder-Alkoxy-, sine. Nitro- oder eine niedere
Acylaminogruppe oder jeweils zwei benachbarte Substituenten sinell '
gegebenenfalls durch Halogen substituierten benzoannellierten Rest, ;X  ein
Schwafelatom odor eine gogebenenfalls durch einen niederen Alkyl-, einen
Aryl-, oinen   25 Aralkyl- oder einen Acylrest substituierte Irnjnogruppe,
.      . A.           A" einen Aminosaure- oder einen Peptidrest, B" sine
in der Peptidchemie Obliche oder davon abgeleitete Stickstoffschutzgruppe
beloutet, eingesetzt. I              Mit Hilfe dieser diagnostischen Mittel
kann der Nachweis esterolytischer bzw. proteolytischer  30 Enzyme,
insbesondere der in den Lbukozyten vorhandenen Esterasen bzw. Proteases  in
Korperflussigkeiten, insbesondere im Harnt einfach und rasch Ober einen
Farbumschlag gefuhrt worden. Es war nun Aufgabe der vorliegenden Erfindung,
nach Moglichkeiten zu suchen, die diesem * enzymatischen Test zugrunde
liegende Nachweisreaktion zu beschleuniglen.                35
Oberraschenderweise wurde gefunden, daB die Reaktionszeiten dieser
enzymatisch g6fuhrten Leukozytenteste erheblich verkGrzt werden .konnen,
wenn man zusitzlich zu. den bisher (blichen Hilfsmitteln und Chromogenen
sin oder mehrere Aktivajoren einsetzt.. Gegenstand der vorliegenden
Erfindung ist:.daher. sin diagnostisches Mittel zun' Nachweis
esaterplytischer und/oder protecolytischer Enzyme.  cnhltedneben iblichein
Hilfsstoffosin bIhs 4 ,e~~~~~~~~ =i'                           'M K7,6".',
*  Esterase- und/oder Prot'    A'-6`                     dtihzIi&1~il~E
Aklivatoren enthalt, ausgewihit sus der Gruppe dero.. a)  vricin-Deeivate
der aligemein  Formn l l RA
I 
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nieiere Alkylicl odor *ine niej derlkoyguppe -oder sine:VInygruppe,:4die
dur  .u~el   5 gogebee. falls ens             .... . .Aapn tragenden Aryles
odo Aduch'eindabiiitOCY  ia~f Res sb  ituiertalt bedeute~n 'jeweis zwei
benachbarte Substituontnereinen gegebenenfails in- odor mehrfach durch
Halogen Hydroxygrupp. -niedere .:Akyl.' odor .niedere Aloxy.grupp >
substituierten indeno.  oa- benzoanaltieitfl Rest, .der .n gegobenenfulls
urch eine .niedere  Alkyiruppe   6 . substituhirtfinbe  O
drprdaeletnRstae  anvrt1e~knnen, Mud                or atu
te,   n kan n                 - bE Imidazol-Derivste der aIlg en hnnel ; ,4
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in der 10      RI' Wasserstoff, eine niedere Alkylgruppe oder einen
gegebenenfalls durch eine Hydroxy- oder eine Acylgruppe substituierten
Arylrest und Rj' Wasserstoff. eine Aminoalkyl-, N-Acylaminoalkyl- oder
einen niederen aliphatischen, gegebenenfalls ungesittigten Carbonsaure-Rest
oder einen gegabenenfatls -am Stickstoff acylierten niedereren
aliphatischen c^-Aminosgure-Rest, 5S       bedeuten. c) Alkohole der
allgemeinen Formel Ill X-A-OH                                     -.(W z
in der X  Wasserstoff odor eine Hydroxygruppe und A  einen
Kohlenwasserstoffrest bedeuten.   ... -    - d) Metalikomplexe der
allgemeinen Formel IV' .       ~~25
--,,_ DmB(CN)n(N.O)p]                    -                "
4 UY - in der                                     . 0  ein Alkalimetallion,
;w       8. ein Schwermetaltion,. . _ m  eine ganze Zahl von 2 bis 5,
.      / ' n  eine ganze Zahl von 4 big 'und . ~~~~~~p  0 oder 1i .J'--
bedeuten. wobei sich die Zahl m aus der Wertigkeit des Schwermetallions und
derZahl n ergibt. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind
Verfahren zur Herstellung dieser diagnostischen Mittel sowie deren
Verwendung zum Nachweis von Leukozyten in Korpeiflussigkeiten,.
insbesondere im Harn. Das erfindungsgemiBe diagnostische Mittel besteht
vorzugsweise aus einem saugfshigen Triger, 



40   einer Filmschicht, einer Pulvermischung, einem Lyophilisat; einer
Losung odOreiiri RediiniA ble-t', die ein.ibliches Esterase-
undjode'r'Proteasesubstrat, jeweils ubliche Zusatzstoffe'sowioe e  ode
mehrere der oben erwihnten Aktivatoren enthaleten. Unter Halogen in der
Definition der Substituenten RI. Ri, R3, R4 und Rs ist Fluot, Chior. Brom
und Jod. vorzugsweise Chlor und Brom zu verstehen. 45     Die niederen
Alkyl- und Alkoxygruppen in der'Definition der.Substituenten RiF. R2- R3J
und Rss'owie die niederen Alkylgruppen in .der Definition der
Substituenten- Rt' und R2' k6nnen geradckettig oder *.-  --   verzweigt
gemn und 1 bis 5. vorzugsWeise 1 bis 3 Kohlenstoffatome enthalten. Besondeh
bevorzugt sind die Methyl-. Ethyl-, n-Propyl-yund Isopropyl- bw.die Metho
.'und:Ethoxygruppe. -- Der Kohlenwasserstoffiest A kann geradkettig ondora
vezw gltgte  ungesfttigt',o:uac!sch - 50   oder acyclisch sein und enthAlt
:1 bi 39. vorzugsweise 5 bis2ohlenstoffatome bei den acycliachen
Verbindungen und 3 big 20, vorzugsweiseo6'biall Kohlenseoffseo'me b oeden
cycliscbheaVerbindungen. Als Acylreste in der Definition-
derf.''SubstituentenR1' undA.R2' koR men die Restj aiphatischer *  .
. ~Casbonsluren mit 1 bis 5, .ous'es  1   Kohlengtoffatomenin irage. wobei
.der Acetltest~ganz. vozgsweise 1 Wis 3                           d~r.-ey-.
,nz- * l            m .r ~ 5~de Definition dor Substituenteni R1.R2, Ra, R.
Rj'und R;' sind . die Phen4- odor die. Naptithylgruppe zu 'verstehen. Als
Substituene R1' is# der Phe iir.M st ganz besonders bevorzugt. ' :  .
......                                .  -. -' Unter einem
heterocycliscthent estlin der Definition der Substituenten Rn R2, Ri, Riund
Rs sind funf- odor sechsgliedrige Reste mit:1 bis 3 ! leteroatomen z-u
versteheniwobei las HeteroatomewStckatoff-. N    Schwefel- und
Sauerstoffatome in Fr go kommen. Besonders bevorzugt sind der Pyridyl,
F.urlund Thienyl Rest .        -    .        ..      -:       :" *-
':.'Alas'niederer aliphatache'r.gegoneif alls ungesligter:Carbonsuree M und
agegebene  Ilisam.' Stickatofacyheter nederer aliphati her
x-Aminoslure-Resta- Ri' kommen Carbonslurenm-it I bis 5 vorzugsweise 1 bis
3 Kohlenstoffatom n bzw. deren iz-Amino-Derivati in Frage. 8esonders
bevorzugt es   sind Esigsalure, Propionsaure und Ac Velure bzw. L-Alanin
und N-Acetyi-L-alanin 4 4 ~   ~        ~ r~~~~~~~~~~~~~~.
JC 2  . .  .                       .~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~
0014 Wj )    in den Aktivatoren der allgemeinen Formel IV kommen als
Alkalimetallionen D vorzugsweise *    W' *Natrium- und Kalium-lonen und als
Schwermetallionen B vorzugsweise lonen der Metalle Eisen, Nickel, Chrom,
Mangan, Kobalt, Molybdin und Vanadium in Frage. Als im Sinne der
vorliegenden Erfindung einsetzbare Aktivatoren seien beispielhaft erwahnt:
1. Pyridin 2. 2-Methyl-pyridin. 3. 3-Athyl-pyridin 4. 2-Brom-pyridin 5.
3,5-Dichlor-pyridin
to 6. 4-Methoxy-pyridin 7. 2,6-Dimethyl-4-ithoxy-pyridin 8. Chinolin 9.
2-Methyl-chinolin 10. 8-Methyl-chinolinf 11. 7-isopropyl-chinolinf. 12.
2-Chlor-chinolinf 



13. 4-Brom-chinolin 14. 3-Methoxy-chinolin: 15. 6-Athoxy-chinolin
20 -           16. 2-Methyl6-brom-chinolin 17. 2-Methyl4-methoxy-chinolin
18. 5,7-Dibrom-8-methoxy-chinolin. 19. Isochinolin 20. 1-Methyl-isochinolin
2 21. 3-Propyl-isochinolin     , 22. 7.-Methyl-isochinolin  ' 23.
1-Chlor-isochinolin 24. 4-Brom-isochinolin
3 25. 7-Methoxy-isochifolin, - 26. 1-Methoxy-3-chlor-isochinolin          '
-           27. 1 -Chlor.4-methyl-5-methoxy-isochinolin 28.
Benzo-lbI-chinolin (-Acridin) 29. Benzo-[c]-chinolin (- Phenanthridinl) ':
30. 2-Methyl-phenanthridin
35 31. 2-Athyl-phenanthridin 32. 2-Propyl-phenanthridin             . 33.
2-Methoxy-phenanthridin 34. Benzo-[fl-chinOlin 35.
2-lsopropyl-benzo-[fl-chinotin
40 36. 3-Methyl-beflzo-ilf-chiclolinf 37. 2,4~Dimethyl-beflzo-[of-chinolin
38. Benzo-1[g-rchinolin                               .. 39.
4-Methyl'benzo-[gl-chinortn 240. 2.4Dim thyt-b nl l19-chinflin
45 r* i          41. Benzo-1hI-chinolin '' '-        42.1,7-Phenanthrolin
43 2-Meth'yathenanthrolin 4.  -Dimeth'yI-,7-Phenanthrolin- 445.4.7-hnn l ,
athrl'i ' ' 47.' 3 .8-DithylI4,7-Phenanthrolin. :'          U~~48
1,%Reivennthro in''':': 49. 2,-1,imeth enPhanthrolin 50. 4-Aza-fluoren 51.
Chininb 52. Chinidin 53. Cinchonin 54. Cinchonidin 55. Cuprehmn..6 60
pheylI)-vin-pyfl {24') .;                           . *            -.*.
2[4'MfhoXY vhnyIJ  pyrdin-(2.)                 .        *65 ei     5
~~~~~~~~~liJ    



-   #   ^;  -  .      0014929 *          *       61.
2-[Pyridyl-(2'')I-vinyt-pyridin-(2') * - ' ~~~62.
2-[Pyrddyl-(3''l]-vinyl-pyridin-(2') 63.
2-[Pyridyl-(4")j-vinyl-pyridin-(2') 64. 2-[Furyl-(2")J-vinly-pyridin-(2') 5
65. 2-[Pyridyl-(3")]-vinyl-pyridin-(3') 66.
2-{Pyridyl-(3")]-vinyl-pyridin-(4) 67. 2-[Pyridyl-(4")]-vinylI-pyridin-(4')
68. 2-[Thienyl-(2'')I-vinyl-pyridin-(4') 69. Imidazol 10        70.
1-Athyl-imidazol 71. 1-Phenyl-imidazol 72.1-(4'-Hydroxy-phenyl)-imidazol
73. 1-(4'-Acetyl-phenyl)-imidazol 74. Histami 75. N-a-Acetyl-histamin 76.
(Imidazolyl-4)-essigsaure 77. p-(Imidazolyl-4)-propionsaure 78.
p-(Imidazolyl-4)-acryisiure 79. L-Histidin 20        80.
N-a-Acetyl-L-histidin 81. Hexanol-(1) 82. Heptanol-(1) 83. Octanol-(1)
. 84. Nonanol-(1) 25        85. Decanol-(1) '  86. Dodecanol-(1)      .
-             - 87. Tetradecanol-(1) 88. Pentadecanol-(f1) 89.
Hexadecanol-(1) 30 90. Heptadecanol-(1)                     .
- 91. Octadecanol-(l) 92. Nonadecanol-(1) 93. Eicosanol-(1)        .
' 94. Docosanol-(1) 96. Cyclohexanol 96. Cyclohexen-(1)-ol-(t) 97.
Cydoheptanol 98 Cyclooctanol 99. Cyclononanol -  jo    100. Cyclodecanol
101. Cyclododecanol 102. Cycloheptadecanol | '   ' '  -          103.
Cycloheptadecen-(9)-ol-(1) 104. Citronellol 4F       105. G;eraniol
-- 10B. Nerol 107. Unalool 108. Farnesol 109. Nerolidol 



59 - ,"  110. cis-d ctadecen-(9)-ol-(1) 111. Ph'tol 112. Pentandiol-(1,5)
,, . . ~~~113. Hexa~ndiol-(t1.6) '  ''' ''' ''' 114. Hepadiol-(1,7)    . -
i ' 5g 115. Octandiol-(1,8) 116. Nonandiot-(1,9) 117. Decandiol-(1,10) 118.
Dodecandiol-(1,12)- 119. Tdi-kalium-hexacyano-ferrat-ll- '  120.
Tetra-kalaum-hexacyano ferret-li -     - - K 121. Di-kalaurn-tetracyano
nickelat-Il      i " : 122. Tri-nAtnum-octacyano-molybdat--- 123.
Da-natrium-pentacyano nitrosyl-ferrat-Il ' 124. Tri-kalium-pentacyano
nitrosyl-man9anat-I -    6S  '    125.
Tri-kalium-pentacyano-nitroayl-chromat-I ~~~. 0                 '
~~~~~~~~~~~~~6 t  ''''-sa';v'"      -            '     '                -.
.    ;-,  9       -           ^    - 0014929
( * 126.Tri-kalium-pentacyano-nitrosyl-kobaltat-I ' 1D.
Penta-kalium-pentacyano-nitrosyl-vanadat-I Sitnithe Aktivatoren sind
bekannte Verbindungen oder k6nnen in Analogie zu bekannten Verbindungen
hergestellt werden. Aus den US-Patenten 3853472 und 3917452 ist bekannt,
daB Chinolin-Verbindungen bzw. Vinyl-Pyridin-Verbindungen die
peroxidatischen Prozes'se beim kolorimetrischen Nachweis von Blut. und
andesen peroxidatisch wirksamen Substanzen mit Hilfe geeigneter chromogener
Substrate und Wasserstoffperoxid zu beschleunigen verm6gen. Im Sinne der
vorliegenden Erfindung wirken diese Substanzen als Aktivatoren beim
Nachweis von Leukozytenesterasen und/oder -proteasen, d. h. bei  10 v6flig
anderen empfindlicheren und komplexeren Enzymsystemen, bei denen keinerlei
peroxidatische' Prozesse stattfinden. Die erfindungsgedm3B als Aktivatoren
verwendeten Verbindungen der allgemeinen Formeln I, Il und rV weden in
Konzentrationen von 10-4. bis i mol/Liter, vorzugsweise 10-3 bis 10-'
mol/Liter Imprignierl6sung verwendet, die Aktivatoren der ailgemeinen
Formel III werden der Imprignierl6sung   15 in 0.5 - 109b (w/v),
vorzugsweise 1-5b (w/v) zugesetzt. Die erfindungsgemaiBen diagnostischen
Mittel enthalten neben den Aktivatoren die weiteren, -bichenmeise
verwendeten Bestandteile wie z. B. ubliche Esterase- odor
Protease-Substrate, Puffer, Metzamitte. gegebenenfalls Komplexbildner und
Oxidationsmittel. Diese werden in der Art und Weise und. in don
Konzentrationen eingesetzt, wie sie in den EP-A-0 007 407, EP-A-0 008428
und   20 EP-A-0 012 957 beschrieben sind. So werden die als Esterase- oder
Protease Substrate verwendeten Chromogene Oblicherweise in .v--
Konzentrationen von 10-4 bis 1 mol/Liter, vorzugsweise 10-3 bis 10-'
nrol/Lit6r. Imprignierl6sung, Besichdtungsmasse odor zu untersuchender
Flussigkeit eingesetzt. Ein weiterer Bestandteil des diagnostischen Mittels
zum Nachweis esterolytischer und/oder  25 proteoytischer'Enzyme,
insbesondere'der Leukozyten-Proteasen, ist sin geeignetes-Puffersystem.
Hierzu kommen z. B. Phosphat-, Borat-, Barbiturat-,'
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-(=Tris-)-. 2-An~o2-methylpropandiol-1,3-('
Amediol)- oderAminosaure-Puffer inFrage, wobel pH-Wert und 



Kipaiti~t so gewihit werden mussen, dal sicjh in der, Me961sung bzw. auf
dem Teststreifen ein pH-Wortvon 6-10, vorzugsweise von 7-9, einstellt.  .
-  -                           30 ;  : -=    ES  weiterer Bestandteil eines
diagnostischen Mittels fur den Nachweis esterolytischer und/oder
proteyischer Enzyme, insbesondere der teukozytenesterasen- oder Proteasen,
kann sin Netzmittel seim Vorzugsweise werden nichtionogene aber auch
amphotere,. kationan- oder anionenaktive Netmdw in Konzentrationen von
0.05%b, vorzugsweise 0.1 - 1%, eingesetzt. Ein weiterer Bestandteil des
erfindungsgemilen diagnostischen Mittels kann sin geeigheter  35
Konplexbildner sein. Vorzugsweise werden Metallsalze, beispielsweise der
Elemente Eisen, Kupfer, C lson Koba4t. Nickel, Mangan und Zink, verwendet.
Sie werden in Kenzentrationen von 10- bis- 10-' m'fktervorzugsweise 10-3
bis 1O-2 mol/Liter Imprignierl6sung eingesetzt. Weithin kann man bei der
Herstellung des erfindungsgemiBen diagnostischen Mittels; zusitzlich --
Oidationsmittel verwenden` wie L B. Kalium-hexacyanoferrat-lll
Kaliumbromat, K-aliumchromst,  40 -; 11nshmhulfat  odor Tetrazoium-salze.
Diese werden in Konzentrationen von'10-bis 1 mcI/tltrr. vorzugsweise 10-3
bis 10-1 mol/Uter Imprignierl6sung, Beschichtungsmass odor zu
ontersuchender Fltssigkeit eingesetzt. j  Zuwrltellung des
erfindungsgemi6en diagnostischen Mittels werden z. B. saugflhige Triger, .
Wm -_     Filterpapier,. Cellulose oder Kunstfaservliese. mit Losungen dir
erforderlichen,  45 iibllchaweise .:Zur Herstellung von Teststreifen
verwendeten Reagenzien (Substrat.' 'Puffer. 7    A-ikliaen gegebenenfalls
Netzmittel, Komptexbildner, Oxidationsmittel etc.)>.inh'loichtfluchtigen
Lnsgsmitteln.. wie 8z.B. Wasser, Methanol, Ethanol odor Aceton, impragnie.
Di6s'j-geschieht z--i'Mig in zwei Schritten-  --;  - *  Ztn~d~in -wird mit
einer wilrigen Lsung' imprigniert, die den-Puffer und gegebonoittalli  50 _
e-i-ukichi-Aktivatoren,' enthiltn Danach wird mit iner Lsung   eche die
o-Ar Pnicht                                             L~sung.
r.Substrate, ge'gobenenfais nictwasserlosliche AktivatoreMPsowie ander i-tw
l dic Ziuustoffoeinthilt, imprian'iert. In speziellen'Fallen kahn auch die
umgfkohrto 1mnprgniefdolg, in~ew~dtwerdsn
j '  - DTs fpnigen Testpapiere k6nnen als solche verwendrit werden oder in
n sich bk .W     55 Griffen angeklebt oder vorzugsweise zwischen
Kunststoffen und feinmaschigen Netzwerken gemaB'
DBP21131485eingesiegeltwerden.                                           -
Zw florstellung filrnbeschichterer Toststreifen werden samtliche Reagenzien
in die Losung oder Dispersion siner flimbildenden Substanz, wie z. B.
Polyvinylester oder Polyamid, eingetragen und over  vernischt. Das Gemnsich
wird in dunner Schicht auf oinen Kunststofftrager gestfichen und   60
gsuroduist. Die erfbnduggssmlBenfl. flmbeschichteten Test troifen wefden
nach dem Trocknen .  u sdzngm. und konnon -als soiche'verwend tetWrden oder
in an- sich bekannter Woise an Griffen 'ig-ldeb werdon odor:zB .zwschen
Kunststoffen und feinmaschigen Netzwerken gemiB DBP - 2 '145 eiangesieselt
werden '    sftindung gomiBe diagnostische Mittel zum Nachweis
esterolytischer und/oder proteolyti-  65 .7 ..  :.                    :
LL.;.,, -7  .__s.:    0 014 929                                    ( scher
Enzyme in Form von Pulvermischungen.oder Reagenztabletten laBt sich
herstellen, indem di oben angefuhrten Bestandteile des Testes mit uiblichen
galenischen Zusatzstoffen versetzt uno granuliert warden. Zusatzstoffe
dieser Art sind z. B. Kohlenhydrate, wie z. B. Mono-, Oligo- oder
Polysaccharide, oder Zuckeralkohole, wis z. B. Mannit, Sorbit oder Xylit,
oder andere losliche inerte- 5   Verbindungen, wie Polyethylenglykole oder
Polyvinylpyrrolidon. Die Pulvermischungen odor Reagenztabletten weisen im
aligemeinen sin Endgewicht von ungefahr 50- 200 mg, vorzugsweise 



50-80 mg, auf. Zur Herstellung von Lyophilisaten im Gesamtgewicht von
jeweils etw 5-20 mg. vorzugsweise etwa 10 mg, wird eine L6sung
gefriergetrocknet, die neben samtlichen fOr den Test ben6tigten Reagenzien
10   ubliche Gerustbildner, wie z. S. Polyvinylpyrrolidon, und evtl.
woitere FOllstoffe, wie z. B. Mannit, Sorbit oder Xylit, enthalt. Das
erfindungsgemiBe Diagnostische Mittel in Form einer Lasung enthalt
vorzugsweise simtliche fir den Test ben6tigten Reagenzien. Als
Losungsmittel kommen Wasser oder Gemische von Wasser mit einem
wasserl6slichen organischen L6sungsmittel, wie- z. B. Methanol, Ethanol,
Aceton oder 15   Dimethylformamid. in Frage. Aust HaltbarkeitsgrOnden kann
es vorteilhaft sein, die fur den. Test ben6tigten Reagenzien auf zwei oder
mehr Losungen zu verteilen, die erst bei der eigentlichen Untersuchung
zusammengegeben werden. Das so hergestellte diagnostische Mittel
ernioglicht es, in den zu untersuchenden Kbrperflussigkei, ten die
Leukozyten rasch und einfach uber sine Farbbildung bzw. sine Farbinderung
nachzuweisen. Im 20   Vergleich zu den diagnostischen Mitteln der
Anmeldungen EP-A-0 007 407, EP-A-0 008428 und EP-A-0012957 sind dabei bei
Anwendung der erfindungsgemiBen Aktivatoren deutlich verkOrzte
Reaktionszeiten zu beobachten. Die vorliegende Erfindung wird durch die
nachfolgenden Beispile.naihor erliutert- * .   ,             Beispiel I
Filterpapier (z. B. Schleicher & Schull 23 SL) wird nacheinander mit den
folgenden Losungen impragniert und dann bei 60C bzw. Raurmtemperatur
getrocknet. LUsung1                    -
Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan-HCI-Puffer, 0,2 mol/Liter, pH 9,0, in
Wasser. LUsung 2                                              -. 35
Substratlasungen 10-3 mol/Liter in Aceton.. Die erfindungsgemiBen
Aktivatoren werden - je nach L6slichkeit - der LUsung 1 oder U6sung 2
zugesetzt. so daB bei den Aktivatoren der allgemeinen Formoln l, II und IV.
Endkonzentrationen von 10-2 mol/Liter Imprignierl6sung, bei den Aktivatoren
der aligemeinen Formel IU Endkonzentrationen -     von 2% (w/v) der
Imprignierl6sung resultieren.   - *   .  ~In der Tabelle 1 sind die
.Versuchsergebnisse mit folgenden Esterase- ode'r Protease-Substraten
zusammengestelit: A:.
Diacetyl-3'.3"-dibrom-5'.5"-dichlor-phenolsulfonphthalein, . . 45   B:
Di-acetyl4.5.6,7.3',5'.3".5".-octabrom-Phenolsulfohphthalein. -C
Di-(N.benzylcarbony.L-aIinyl)-3'.5',3"l.5"-tetrabrom-phnolisulfonphthalsin,
. - D:
Di-(N-benzyboxycarbonyl-L-p.phenylalalny)-3',5'.3",5"4-ttrabrom-phenoIsulfo
nphthalein. In der Tabelle 1 sind die Reaktionszeiten aufgefuhrt, die vom
Eiritauchen der Teststreifen in sine 50   Standardl6sung von 5000
Leukozyten/L isotoniucher KochsalzlA6sung big ;zur ersten deutlichen -
Farbreaktion verstreicher.AIS Bezugswerte diien die RAaktionszeiten der
jeweiligen Rezepturen ohne *i    ~~Aktivatonzusatze. Der Farbumschlaj; bei
den vierir  unesctnYridnn fol vnfirbios r!       nach tiefblau. *1.. ~ ~ ~
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 6S \
~~~~~~~~~~~~~~~8 .                                       .
.                  .~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~b    *f--         0  *? i-
0014929                                            C *   2 *   Tabelle 1
Aktivatoren                        Reaktionszeiten fiur Substrat A
B            C             D 



Vergleichsrezeptur ohne Aktivator  210 sec.     90 sec.       600 sec.
550 sec. 1.  Pyridin                      110 sec.      70 sec.      410
sec.     450 sec. 2.  3-Athyl-pyridin   -           95 sec.      65 sec.
440 sec.      470 sec. 3.  4-Methoxy-pyridin            1.10 sec.     65
sec. -    470 sec.     450 sec. 4. - Chinolin                      75 sec.
50 seq.      320 sec.      340 sec. 5.  2-Methyl-chinolin             45
sec.      55 sec.      300 sec.      350 sec. 6.  4-Brom-chinolin
60 sec.     60 sec.      370 sec.!    330 sec. 7.  3-Methoxy-chinotin .
50 sec.     50 sec.      31 0sec.      380 sec. 8.  Isochinolin
, 85 sec.      55 sec.      350 sec.      380 sec. *   Benzo-(b]-chinolin
Acridin    90 sec.     65 sec.      280 sec.-    330 sec. 10.
Benzo-[cl-chinolin            75 sec.      60 sec.      260 sect      360
sec. = Phenanthridinv               ,        , 11.  2-Methyl-phenanthridin
100 sec.      65 sec.      250 sec.      379 sec. 12.
2-Athyl-phenanthridin          80 sec.     70 sec..     300 sec.      360
sec. 13.  2-Propyl-phenanthridin         80 sec.     60 sec.      280 sect
330 sec. 14.  2-Methoxy-phenanthridin       85 sec.      60 sec.      260
sec.    . 350 see. 15.  Benzo-[fl-chinolin            90 sec.      40 sec.
310 sec..     310 sec. 16.  Benzo-(hJ-chinolin            90 sec.      55
sec.      290 sec.      340 sec. 17.  1,7-Phenanthrolin             75 sec.
.65 sec.       340 sec.      410 sec. 18.  4.7-Phenanthrolin             80
sec.      70 sec.      270 sec.      380 sec. 19.  4-Aza-fluoren
120 sec.      50 sec.      240 sec.      290 sec. >,~~
~     ~    ~~~~~~~~~~~~ lo sec  33e. 20.  Chinin                       110
sec.      70 sec.      350 sec.     330 sec. :. 21.  Chinidin
70 sec.     65 sec.      375 sec.      280 sec. -       22. Cinchonin
60 sec.     50 sec.      340 sec.      27 sec. 0,     2~~3, Chichonidin
--              65 sec.     55 Sec.      390 sec.:     32 sec. ~~ -    24..
Cupriiin       '70 sec.                   60 sec.      400 sec.
305-see. - -25.  2-lPhehyQ-viriyl-pyridin-(2')  1 15 sec.    70 sec.
370 see.      20sc 26.  2-[Pyridyl-(3")I-vinyl-pyrldin-(2M  145 sec.  65
sec.  .430 sec.      250.sec. g 27.  2-[Pyridyt-(4')J-vinyi-pyridin-(4')
140 sec.  55 sec.  350 sec.     280 sec. 28.
2-[Furyl-N2")I-vinyl-pyridin-(2)  150 sec.  70 sec.    410 sec.      250
sec. 9 .-~.-. .~  .-...                                    ~
_ _ _   _    *   *       -            .     * 0014929 *   _    .
Fortwstzung Aktivatoren                        Reaktionszeiten fur Substrat
A            B             C             D 29.  Imidazol
90 sec.      55 sec.       380 sec.     210 sec. 10   30.  Histamin
1 10 sec.     60 sec.       440 sec.     290 sec. 31.
(Imidazodyl-4)-essigsliure    150 sec.      75 sec.       450 sec.     350
sec. 32.  J3-(Imidalolyl-4-)-propionsaure-  170 sec.  70 sec.       490
sec.     380 sec.' t5 33.  L-Histidin.                   130 sec.      80
sec.       465 sec.     320 sec;- 34.  Octanol-1)
150sec.       75sec.        500sec.      460sec. 20   35.  Decanol-l1)
130 sec.     70 sec.       480 sec.    . 420 sec. 36.  Tetradecanol-(1)
.  105 sec.      60 sec.       420 sec.     400 sec. 37.  Cyclooctanol
125 sec.      80 sec.       530 sec.     480 sec. 



25 3,8.  Cyclododecanol                90 sec.      55 sec.       490 ssen-
470 sec. 39.  Citronellol                   100 sec.      40 sec.
430.sec.     440 sec. 30   40.  Farnesol                    - 130 sec.
50 sec.       440 sec.     410 sec. 41.  Phytol                     '  135
sec.      55 sec.       430 sec.     450 sec. 42.
Tri-kalium-hexacyano-ferrat-ll    160 sec.  70 sec.       550 sec.     480
sec. 35 43.  Di-kalium-tetracyano-nickelat-ll  160 sec.  80 sec.       530
sec.     450 sec. 44.  Di-natrium-pentacyano-nitrosyl-  150 sec.   65 sec.
470 sec.     460 sec.' ferrat-ll 40 Ahnliche Versuchsergebnisse werden
erzielt. wenn man anstelle der Substrate A, B C'und Dl andere
Sulfonphthalein-Ester der Anmeldung EP-A-0 007407 und /oder anstelle der
Standardlbsung von 5000 Leukozyten/ld isotonischer Kochsalzi6sung
leukozytenhaltige Harne einsetzt. Beispiel 2 Filterpapier (z. B.'Schleicher
& SchOll 23SL) wird nacheinander mit den folgenden' Lsungen 50  imprigniert
und dann bei 60 C bzw. Raumtemperatur getrocknet. ' Lasung 1I~
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI-Puffer, 0,2-mol/Liter, pH 7,0, in
Wasser fur Substrate E, F und G), bzw. 655  -'-
Trls-(hydroxymrethyl)-amino-methan-HlC-Puffer, 0.2 molaLiter, pH 8,0, in
Wasser (fur Substrat H). L6qung2 ' Substratlosungen 10-3 moi/Liter in
Aceton. at   'Aktivatorzugaben und Versuchsdurchffhrung erfolgten wie in
Beispiel 1. In Tabelle 2 sind die Versuchsergebnisse der folgenden
Protease-Substrate zusammengestellt:. 10 -, 4.,w'''
i_.'   'e W .~~~~~~~~~iI    I.i *@  x                        0914929
( *- .Q:' *   Thiazol-2-azo-4'-[1
'-(N-benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy)-5'-methoxy-naphthalinI (Fagbumschlag
der Testpapiere von rosa nach rot). F:
6-Methoxy-benzothiazol-2-azo-2'-[1'-(N-benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy)-napht
halinI (Farbumschlag der Testpapiere von rosa nach rot). G:
2,4Dinitro-benzol-azo-4'-[1'-(N-benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy)-benzolI
s (Farbumschlag der Testpapiere von gelb nach rot-violett). H:
2.5-Dimethoxy-benzol-azo-4'-[l'-(N-benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy)-naphthali
ni (Farbumschlag derTestpapiere von hellorange nach rot). Es sind die
Reaktionszeiten aufgefuhrt. die vom Eintauchen der Teststreifen in eine
Standardl6sung   10 von 5000 Leukozyten/Jt  isotonischer Kochsalzl6sung bis
zur ersten deutlichen Farbreaktion verstreichen. Als Bezugswerte .dienen
die Reaktionszeiten der jeweiligen Rezepturen ohne Aktivatorusfitze. 15
Tabelle 2 Aktivatoren                        Reaktionszeiten ffir Substrat
x.                        - E             ~~~~~~               ~~F.  : G  H
20 Vergleichsreptur ohne Aktivator    60'sec.       180 sec.      160 sec.
70 sec. 1   Pyridin                       50 sec.       150 sec.      130
sec.     55 sec.    25 



2.  2-Methyl-pyridin              45 sec- ,     140 sec.  .  135 sec.
50 sec. 3.  2-Brom-pyridin                50 sec.       150 sec.      125
sec.     45 sec. ., F _ . '. ou . .-..'
30. 4.  3.5-Dichlor-pyridin           45 sec.       160 sec.      130 sec.
50 sec. 5.  Chinolin                      50 sec.       1 10 sec. '.   - 95
sec.   45 sec.  - 6.  8-Methyl-chinolin             45 sec.       130 sec.
110 sec.      40 sec.    35 .      7.  2-Chlor-chinolin.             40
sec.       130 sec.      110 sec.      35'sec. 8.  6-Athoxy-chinolin
35 sec.       150 sec.      120 sec.     40 sec. 9.
2-Methyl-4-methoxy-chinolin    40 sec.      120 sec.      105 sec.      40
seb. 10.  Isochinolin                   40 sec.       130 sec.      110
sec.      40 see. 11.  l-Methyl-isochinolin       -  45 sec.    . lO  see.
I Osec,       35sec.  - 12.  4-Brom-isochinolin            45 se-.
140 sec.       115 sec.     40 sec. 13.  7-Methoxy-isochinolin         50
sec.       130 sec.      130 sec.     .45 sec.. 14.  Benzo-EbI-chinolin
=Acridin   30 sec.       150 sec.       60 sec.      45Sec. : ' 15.
Benzo-[ci-chinolin           35 sec.       120 sec.       80sec.       4O:c
- Phenanthridin 16.  2-Methyl-phenanthridin      ; 40 sec.       1 40 sec.
90 sec.      40 sec. 17.  Benzo-[fl-chinolin            50 sec.       130
sec.       70 sec.      30 sec. 18.  2-Isopropyl-benzo-[fl-chinolin    45
sec.   130 sec.       95 sec.      35 sec.     60 19.
3-Methyl-benzo-(fl-chinolin   40 sec.       125 sec.       80 sec.      40
sec. 20.  2,4-Dimethyl-benzo-lfl-chinolin  40 sec.    110 see.       90
sec.      40 sec. 65 '.  ,~~~~~~~~~~~~~M .                        11
.      .         .      .   .. tS__|___ X~~~~~~~ _ -..*    _    l i
00 49 929 AkiI%.'          ForseCtting
- .         *! )' Aktivatoren                          Reaktionszeiten fur
Substrat E             F             G             H 21.
Benzo-tgI-chinolin              40 sec.        90 sec.       70 sec.
35 sec. 22.  4-Methyl-benzo-fgl-chinolin     40 sec.       100 sec.
80 sec..    40 sec.- 23.  Benzo-[h];chinolin              35 sec.        70
sec.       50sec.       30 sec. 24.  1.7-Phenanthrolin               45
sec.       120 sec.      120 sec.      40 sec. 25.. 4,7-Pthenanthrolin
'40' sec;;      105 sec.      1 05-sec.-    45-sec. ---- 26.
1,10-Phenanthrolin              45 sec.       130 sec.      110 sec.
45 sec. 27.  Chinin                          40 sec.       120 sec.     .
60 sec.      35 sec. 28.  Cinchonin                       45 sec.       100
sec.       90 sec.      30 see. 929.  Cuprein                        40
sec.        140 sec.      1 05-s'       30 sec.        -- 30.
2-[Phenylj-vinyl-pyridin-(2')   35,sbc.       125' sec.     120 sec.
50 sec. '~~~~~~~~C                                14 sec   '60 sec ,. 31.
Bis-(2-(Phenyl)-vinyll-pyridin- -  30 sec.     150 sec.    140 sec.      60
sec. (2',4') 32.  2-LFuryI-(2")J-vinyl-pyridin-(2')   30 sec.   120 sec.:
90 sec.   - 55 sec;.' 33.  Imidazol                        45 sec.
140 sec.      120 see     ; 40 sec. 34.  1 -Athyl-imidazol '             40
sec.       130 sec.      130 sec. i. 45 see- ; 35.  1 -Phenyl-irnidazol
35 sec.       120 sec.      120s.,        40sec. 36.  1
-(4W-Hydroxy-phenyl)-imidzl   45A s-.       140 sec.: -   135 sec.      50
se.- 



37.  Histamin                        50 sec.       130 sec.      140 sec.
55 sec. 38.   -Itmidazolyl-4)-propionsgure    50 sec.      150 sec.
140 see.    . 50.ses. 39.  .8-(Imidazolyl-4)-acrylsiure    50 se.        1
60sec.      135 sec.      5,5 sec. *  ..      -  40.  L-Histidin
45 see.       150 sec.      125 sec.      50.sec. 41.
N-a-Aeetyl-L-histidin       -  45 sec.        140 sec.  /   130 sec..  -
40,sees- 42.  Heptanol-l)                     30 sec.       130 sec.
100 sec.   A-_ 4 ' '           43.  Octanol-(1)                     30 sec.
120 see.       95 sec.      35 sec. 44.  Decanol-10)
20'sec.        90s e.        80sec.        30se. 45.  Dodecanol-(i)
20 sec.        80 se .       70 sec.  ,, 30:.sec. : '  '  - ,, f '48.
Hexa'decanol-(1 l  25 sec.    iOO se :-      810 sec.          sec.   ' 47.
Elcosanol-11)                   30 sec.        i 20 se    - 110  ee.
45see. 48.  Cyclohexanol                    35 see.       1 10 se    '  105
see.      40 sec. -. - ,.                '12 . .~ ~ ~ ~ ~~~~~~    ;,   ;*
*' ''                , @t014929
(2 * F *or!Ut/tung Aktivatoren                        Reaktionszeiten
furSubstrat *E              F            G             H 49.  Cyclodecanol
25 sec.        95 sec.      85 sec.      30 sec.    tI .50   Cyclododecanol
25 sec.       120 sec.      90 sec.      25,sec.- 51.  Cycloheptadeconol
30 sec.       130 sec.     120 sec.      30'sec. 52.
Cycboheptadecen-(9)-ol-C1 )   30 sec.       1 10 sec.    100 sec.      35
sec. 53.  Citronellol             ',   25sec.         I 00 sec. -   7Osec.
25sec. 54.  Unalool                       20 sec.      105 sec:       60
sec.      30 sec.    20 55.  Farnesol                      30 sec.      110
sec. .    75 sec.       25 sec. 56.  cis-Octadecen-(9)-oI-(1 [ .: ,,    25
sec.   90 sec.      85 sec.     40 sec. 25 57. ,Phytol '           '      .
30 sec.         80 sec.      65 sec.      30'ec. 58.  Pentadiol-(1,5)
35 sec.      130 sec. '   120 sec.'    45 sec. 59.  Heptandiol-(1.7) *
40 sec.   *,j50 sec.      125 sec.     40 sec.    30 60.  Oecandiol-(1,10)
30 sec.      1 35'sec.   '140 sec.       50 sec. 61.  Dodecandiol-(1,12)
40 sec.       160 sec.     130 sec.      50-sec. 35 62-
Tri-kalium-hexacyano-ferrat-lIl   45 sec.    160 sec.     135 sec. .  55
sec. Y'.     63.  Tetra-kalium-hexacyano-       40 sec.       160 sec.
140 sec.      50 sec. ''   iF'     ferrat-ll --   64.
Di-natrium-pentacyano-nitrosyl-  40 sec.  340 sec.   130 sec'    4i)'..  -
ferrat-ll 65. Tri-katiumn-pentacyano-nitrosyl-  50 sec.   145 sec.      130
sec.      50 sec. chromat-I        f
45 66.  Th-kalium-pentacyano-nitrosyl-  50 sec.      160 sec.    145 sec.
.45 sec. Ikobaltat-- 50. Ahiliche Versuchsergebnisse warden erreicht, wenn
man anstalle der Substrate E, F. G undH  I andere Azo-Farbstoff-Ester der
Anmeldung EP-A-O 008 4282iind/oder'anstelle der Standardlosung von  J _5W
Loukozytenalpfisotonischer Kochsalzlisung leukozytenhaltige Harne einsetzt.
A Beispiel 3 



Fdtorpapier (z.B. S6h1eicher &Schfll 23 SL) wird nacheinander mit den
folgenden Lbsungen imprigniert und dann bei 60BC bzw. Raumtemperatur
getrocknet. .:
6~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~0 * .           -ffe,02.o        r            SC
Mtrium-tetrabora HCI-Puffr, 0.2Imol/Lifer 'pH 8,0A iniWass ,rs-- Itung2
,  '' Substratlpsung 10  mot/Uterin Aceton.
65 t3 I.. -~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~Wu    I.   *,b      -
.0.014929                                               ( V -~*     .
Aktivatorzugaben und Versuchsdurchfahrung erfolgten wie in Beispiel 1. In
Tabelle 3 sind die Versuchsergebnisse der folgenden Protease-Substrate
zusammengestellt: 1:  3-[N-(Diphenylcarbamoyl)-L-alanyloxy]-indol    ' 5
J: 3-[N-(5',5'-Dimethyl 3'-oxo-cyclohexen-1'-yl)-L-alanyloxyl-indol K:
3-[N-(Benzyloxycarbonyl)-L-alanyloxyl-indol. Es sind die Reaktionszeiten
aufgefuihrt, die vom Eintauchen der Teststreifen in sine Standardl6sung von
5000 Leukozyten/gI isotonischer Kochsalzisung bis zur ersten  deutlichen
Farbreaktion 10   verstreichen. Als Bezugswerte dienen die Reaktionszeiten
der jeweiligen Rezepturen ohne Aktivatorzusitze. Die mit den drei
Substraten gefertigten Testpapiere ergeben nach Eintauchen in
leukozytenhaltige LUsungen Farbumschilge von farblos nach tiefblau. 15
Tabelle 3 -  Aktivatoren             -                Reaktionszeiten fur
Substrat 20                     .                         I             J
K Vergleichsrezeptur ohne Aktivator   .      300 sec.      180 sec.
60 sec. 25     1.  Pyridin         ,       .             220 sec.      140
sec.       45 sec,--- 2.  2-Brom-pyridin                        205 sec.
%1 30 sec. -    40 sec. 3.  2,6-Dimethyl-4-ithoxy-pyridin   /    160 sec.
.  110 sec.        40 sec. 4.  Chinolin                              185
sec. %      90 sec.      35 sec. S.  2-Methyl-chinolin
1 90 sec.   ',105 sec.       40 sec. 3S    6.  7-isopropyl-chinolin
165 sec.       80 sec.       35 sec. 7.  3-Methoxy-chinolin
150 sec.        75 sec.      30 sec.. 8   2-Methyl-6-brom-chinolin
170 sec.        80 sec.      40 sec. *        -4. -     -.- 9.
5,7-Dibrom-8-methoxy-chinolin         195 sec.        90sec.       40 sec.
: *.*     10.  Isochinolin                            150 sec.       80
sec.      40 sec. 45   11.  3-Propylkisochinolin                   170 sec.
75 sec.       35 sec. 12.  7-Methyl-isochinolin                  145 sec.
105 sec.      30 sec. 13.  1 -Chlor-isochinolin                  180 sec.
90 sec.      35 sec. s. 14.  1 -Methoxy-3-chlor-isochiuolin        155 sec.
95 sec.      40 sec., 15.  1 -Chlor-4-methyl-5-metHloxy-         190 sec.
80 sec       35 sec.     : isochinolin S. 16.  Benzo-[b]-chinolin =Acriain
lo7sec.        90 sec.      40 sec. 17.  Benzo-tcl-chinolin-.
130 sec.       110 sec.      35 sec. 



= Phenanthridin w 18.  2-Athyl-phenanthridin                 1 0 sec.
1 0Q sec.     30 sec.; ~~-.19.  2-Mt .  .eant. d -         19.
2-Methoxy-phenanthridin                145 sec.      120 sec.      35 sec.
OS  220   Benzo-[fl-chinolin                     130 sec.      105 sec.
35 sec. 14 .      ..                                           .  .
.~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~.  U $ .A~~~
*.A .,.f -:  .
-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~1,
0014929. ''  *      =,g'  Fortwuung Aktivatoren
Reaktionszeiten fMr Substrat J             K 21.  Benzo-lgl-chinolin
140 sec.       130 sec.      45 sec. 22.  2,4-Dimethyl-benzo-lgl-chinolin
135 sec.       1 10 sec.  .  40 sec.. 23.  Benzo-lhj-chinolin
110 sec.        70 sec.      40 sec.- 24.  1,7-Phenanthrolin
155 sec.       130 sec.      45 sec..-: 25.  2-Methyl-1,7-Phenanthrolin-
130 sec.      -1 10 sec.     45 sec. 26.  2,8-Dimethyl-1,7-Phenanthrolin
145 sec.       105 sec.      40 sec. 27.  4,7-Phenanthrolin
120 sec.       120 sec.      35 sec. 28.  3-Methyl-4,7-Phenanthrolin
145 sec.        95 sec.      40 sec. 24.  3,8-Dimethyl-4,7-Phenanthrolin
160 sec.        80. sec.     35 'sec;' 30.  1.1 0-Phenanthrolin
170 sec.        90 sec.      35 sec. 31.  2,9-Dimethyl-l,1 0-Phenanthrolin
'    145  sec       120 sec.      45 sec.: 4     t           32.
4-Aza-fluoren                 .         90 sec.        60 sec.      35 sec;
. 33.  Chinin                                 150 sec.        90 sec.
30 sec.  * 34.  Cinchonidin                            125 sec.        85
sec.      30 sec. 35.  Cuprein                               160 sec.
95 sec.      35 sec.; '    .j.4 [36.  2-[4'-Methoxy-phenyll-vinyl-
95 sec.        90 sec.       45 spc; - * pyridin-(2') Ii    *w          37.
2-f4'--(NN-Dimethyl-amino)-           1 1O sec.      110 sec.       45 sec;
phenylg-vinyi-pyridin-(2' 4 <           38.
Bis-[2-(Phenyl)-vinyll-pyiidin--       '120 sec.       95 sec.      40 sec.
- ' - 39.  2-[Naphthyl-(1 )J-vinyl-               105 sec.        90 sec.
40 sec. pyridin-(2!) ';40.  2-[Pyridyl-(2")1-vinyl-  -            80-sec.
80 sec.      30 se: -    X           ~~~~pyridin-(2
'----'' -M 41.  2-[Pridyl-(4'.1-vinyl-'                 60 sec.        50
sec.      25 sec. pyridin-(2') 42.  2-[Pyridyl-(3'"1-vinyl-        '
75 sec.        70 sec.      30 sec. pyridin-(3'1 43.
2-fPyridyt-(3"ll-vinyl-  -              95 sec.        90 sec.      25 sec.
pyridin-141 .  '44.  2-(Thienyl-(2")1-vinyl-             80 sec.        75
sec.       35 sec. pyridin-(4') 



.:  :   15 identi'  .    9 *    .                       0 014 929-
Q S v             Fortsetzung Aktivatoren
Reaktionszeiten fur Substrat I            J             K *~~~~~~~~~~~~~~~~
I 45.  Imidazol                            175 sec.      120 sec.     35
sec. 46.  1 -Phenyl-imidazo-    ,             180 sec.      140 sec.
40. sec. 47.  Histamin-                           230 sec.      150 sec.
45 sec. 48.  N-a-Acetyl-histamin                 205 sec.      130 sec.
40 sec. 49.  (Imidazolyi-4)-essigsaure           220 sec.      150 see. -
--  50sec 50.  L-Histidin                          195 sec.      120 sec.
45 sec. 51.  N-a-Acetyl-L-histidin               165 sec.      110 sec.
40 sec. 52.  Hexanol-(1)                          95 sec.       95 sec.
30 sec. -63.  Octanol-(1O)     .                   90 sec.      100 sec.
._30sec. 54.  Nonanol-(1)       :                 .90 sec.       80 sec.
30 sec, 55.  Decanol-(t).          ,,;            go  c.        60sec. -
25 sc. 56.  Dodecanol-01)          ;             75 sec.       90 sec.
25 sec. 57.  Pentadecanol-( 1  100 sec.                         80 sec.
30 sec. 58.  Heptadecanol-(01      . ,            80 sec.      105 sec.
35 sec. 59.  Octadecanol-{1)                      90 sec.       95 sec.
40 sec. 60.  Nonadecanol-(1)                      85 sec.      120 se..   -
40,isec. 61.  Docosanol-(1)                        85sec.       110sec.
40sec. 62.  Cyclohexen-(1)-ol-(l)                95 sec.      130 sec.    1
35-sec. 63.  Cyclononanol        , ;:             80 sec.      120 sec.
35, sec. 64.  Cyclodecanol                         80 sec.     115 sec.
40 sec. 65.  Cycloheptadecanol                    90 sec.      130 sec.
40 sec. 66.  Geraniol.                            75 sec.       85 sec.
30 se3l 67.  Nerol                                90 sec.      70 sec.
35 sec. 68.  Linalool                             80 sec.       80 sec.
30 sec. 69.  Nerolidol                           105 sec.      90 sec.
25 sec. 70.  cis-Octadecen-(9)-ol-(1)            1 10 sec.    115 sec.
25 sec. 71.  Hexandiol-(1,6)                     130 sec.     130 sec.
45 sec. 72.  Octandiol-1,8)        .             115 sec.     125 sec..
40 sec. .M 16 $~~~~~~~-.,-....-r,~__    - t   ii            0014929 t
917orts'Utinlg *    Aktivatoren
Reaktionszeiten fur Substrat I-  -        J             K
e...~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~s *    73.  Nonandiol-(1.9)
140 sec.      1 30 sec.     45 sec. 



74.  Decandiol-01,10)                     130 sec.      11 5 sec.    50
sec. _    75.  Tetra-kaliumi-hexacyano-ferrat-lI    230 sec.      160 sec.
50 sec. 76.  Tri-natrium-octacyano-               205 sec.      150 sec.
50 sec.             15 molybdat-V 77.  Tri-kalium-pentacyano-    -
180 sec. -    150 sec.     45 sec. nitrosyl-ferr at-II 20 78.
Tri-kalium-pentacyano-               210 sec.      145 sec.     40 sec.
nitrosyl-manganat-I 79.  Penta-kalium-pentacyano-             220 sec.
155 sec.     45 sec. nitrosyl-vanadat-I
25 Ahnliche Versuchsergebnisse werden mit anderen Indoxyl-Estern der
Anmeldung EP-A-0 012 957 undloder leukozytenhaltigen Harnen anstelle
dey.Standardlfsung von 5000 Leukozyten/jisotonischer Kochsatzlosung
erreicht.              _       . -
3Q Beispie 4 FilIterpapier (z. B. Schleicher& Schill 23 SL) wird
nacheinander mit den. folgenden Losupgen   35 imprigniert und dann bei 60C
bzw. Raumtemperatur getrocknet. .L6sung 1 lM. t
Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan-HCI-Puffer, 0.2 mol/Liter, pH 9,0, in
Wasser. X   t    Losung 2      ; .a  6
Di-acetyl-3.5',3",5"-tetrabrom-phenylsulfonphthalein, 10-3 mol/Liter in
Acston. *        -Die arfindungsgemalen Aktivatoren warden einzeln oder als
Gemisch je nach LWslichkeit der L6sung 1 und/oder L6sung 2 zugesetzt, so
daB bei den einzelnen Aktivatoren der allgeniminen Formeln.  4 I. If und IV
jeweils Endkonzentrationen von 10-2 mol/Uter Imprignierlosung. bei den
Aktivatoren der *- algemeinen Formarl ll Endkonzentrationen von 21 (w/v)
der lmprignierldsung resultieren. In Tabelle 4 sind die Reaktionszeiten
aufgefdhrt., die vom. Eintauchen der Teststreifen in eine Standardl6sung
von. 5000 Leukozyten/itl isotonischer Kochsalzlasung bis-zur ersten
deutlichen. - Fabreaktion verstreichen. Als Bezugswert dient die
Reaktionszeit der Rezeptur ohne Aktivatoriusatze.  so Die Testpapiere
verfirben sich beim Eintauchen in Igfukozftenhaltige L6sungen von farblos
nach tiefblau. 55 60 . .0~~ 65 17 W11;- ,_i,9 ., , .Z..,,S'-,: .t' S
.'22.."'<.;..s; .*.'M    * *   .                          0 014 929 Tabelle
4 Aktivatoren                                    Reaktionszeiten 5
Yoergleichsrezeptur ohne Aktivatoren           160 sec. 1.
2-Methyl-chinolin                         1 10 sec. to              2.
Tetradecano(-( 1)                           90 sec. Aktivatoren 1. und 2.
60 sec. 3.   1.7-Phenanthrolin                          80 sec. 4.
Tetra-kalium-hexacyano-ferrat-ll          140 sec. Aktivatoren 3. und 4.
70 sec. 5.   Cinchonin                                  90 sec. 



6.   2-[Phenyll-vinyl-pyridin-(2')             105 sec. Aktivatoren 5. und
6.                           65 sec.  - Ahnliche Versuchsergebnisse werden
leukozytenhaltigen %mrnen anstellb der Standardl6sung von 0   5000
LeukozytenpId isotonischer Kochsalzi8sung erreicht- Beispiel 5 3S    In der
in Beispiel 4 beschriebenen Weise werden Testpapiere mit folgenden LUsungen
hergestellt: LWung 1 . Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan-HCI-Puffer, 0,2
ml/Liter, pH 8,0, in Wasser. 2-Methoxy-4-nitro-benzol-azo-4'-[1
'-(N-benzyloxycarbonyl-L-alanylo)-naphthajinI 10-3 mol/Liter in Aceton. Die
Testpaplere verfirben sich beim Eintauchen in leukozytenhaltigen L6sung'en
von heliorange S   nach rot. In Tabelle S sind die Versuchsergebnisse
festgehalten. Es sind die Reaktionszeiten'aufgeffihr, die vom Eintauchen
der Teststreifen in eine Standardlosung von 5000 Leukozyten/pl isotonischer
Kochsalfltsun  bis zur ersten deutlichen Farbreaktion verstreichen. Als
Bezugswert dient die Reaktionszeit der Rezeptur ohne Aktivatorzusatze.
4-~~~~~~. CO __    *    t.                           0014929 fo   v
^Tabelle 5 Aktivatoren                                   Reaktionszeiten
Verglqichsrezeptur ohne Aktivatoren           80 sec.
5 1.   Benzo-ibI-chinolin = Acridin             60 sec. 2.
cis-Octadecen-(9)-ol-({1                 40 sec.                       10
Aktivatoren 1. und 2.                         30 sec. 3.
Benzo-jhJ-chinolin                       50 sec.                       15
4.   Chinin       -                           55 sec. Aktivatoren 3. und 4.
,  35 sec. 20 5.   1,7-Phenanthrolin                        45 sec. 6.
Farnesol                                 30 sec. 25 Aktivatoren 5. und 6.
,25 sec.                   -- Ahnfliche Versuchsergebnisse werden mit
foukozytenbaltigen Harnen anstelle der Standardlosung von 00 Leukozyten/lId
isotonischer Kochsalzi6sung erreic                                30 .41.1
Beispiel 6 In der in Beispiel 4 beschriebenen Weise werden Testpapiere mit
folgendqn Losungen hergeitelit:    35 Natrium-tetraborat-HCI-Puffer, 0,2
mol/Liter, pH 8,0. in Wasser. 9        ~~Lii 2
-                 40 3-IN-(2'-Nitrobenzol-sulfenyl)-L-alanyloxvl-indol 1O-3
mol/Liter in Aceton. Me Testpapiere verfarben sich beim Eintauchen in
leukozytenhaltige L6sungen von gelb nach grun. Oie Versuchsergobnisse sind
in Tabelle 6 festgehalten. Es sind die Reaktlonszeiten aufgefuihrt, die  45
vom Eintauchen' der Teststreifen in eine Standardlosung von 5000
Leukozyten/tl isotonischer Kodsalzl6sung bis zur ersten deutlichen
Farbreaktior verstreichen. Als. Bezugswerz dent die Realkionszeit der
Rezeptur ohne Aktivatorzusitzo.         ; . 



50 55 60 65 19 . .~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ . g                        m
i    .                              ' >  0014929 '  ,        '
Tabelle 6 Aktivatoren.                                  Reaktionszeiten s
Vergleichsrezeptur ohne Aktivatoren            100 sec. 1.   Chinolin,
80 sec. t0              2.   Cycfododecanol                      .      70
sec. Aktivatoren t. und 2.                           55 sec. 15
3.   2-fFuryl-(2")]-vinyl-pyridin-(2')          75 sec. 4.   Phytol
.          50 sec. Aktivatoren 3.. und 4.                         40 sec.
2O 5.   4.7-Phenanthrolin                         85 sec. 6.
Tetra-kalium-hexacyano-ferrat-ll           90 sec. 25
- -   Aktivatoren 5. und 6.                           70 sec:' Ahntiche
Versuchsergebnisse weroen mit leukozytenhaltigen Harnen anstetle
derStandardlosung 30   von 5000 Leukozyten/ti isotonischer Kochsalzi6sung
erreicht. Beispiel 7 35    In der in Beispiel 4 beschriebenen Weise werden
Testpapiere mit folgenden L6sungen hergestelit: L6sung 1
Natrium-tetraborat-HCI-Puffer, 0,2 mol/Liter, pH 8,0. in Wasser. 40
Lsung2 2 .,   '                3-[N-(Benzoyl)-O.L-atanyloxyl-indol 10-3
mol/Liter in Aceton. Die Testpapiere verfirben sich beim Eintauchen in
leukozytenhaltige 18ungen von farblos nach 45   blau.                 .
'                       ..  _ Die Versuchsergebnisse sind hnTa6ielle 7
festgehalten. Es sind die Reaktionszeiten ufgefihirt. die vom Eintauchen
der Teststreifen in eine Standardlosung von 5000 Leukozyten/pl'jsotonischer
Kochsalzi6sung bis zur ersten deutlichen Farbreaktion verstreichen. Als
Bezugswert dient die Reaktionszeit der Rezeptur ohne Aktivatorzusitze. 50
W~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 65 60~~~~~~~~~~~~i 55 20 ::..           '
'                                 '              ,   ,    



';   0 *6    '                  ' 001492
(s ir   -    '        Tabelle 7 Aktivatoren
Reaktionszeiten Vergleichsrezeptur ohne Aktivatoren            90 sec.
5 I .   2-jPhenylj-vinyl-pydidin-(2'.            70 sec. ,           2.
Hexadecanol-(1)                           55 sec. Aktivatoren 1. und 2.
40 sec. 3.   2-[Pyridyl-(4')J-vinyI-pyridin-{4'        40 sec.           .
5 4.   Unaloo1      :0 sec. Aktivatoren 3. und 4.
-30 sec. - . . : ~~~~~~~20 5.   Cinchonin                              .75
sec.  , 6.   Di-natrium-pentacyano-nitrosyl-ferrat-ll  60 sec. 25
Aktivatoren 5. und 6.                          40 sec. t ~~Ahnliche
Versuchsergebinise werden mit leukozytenhaltigen Haman anstelle der
Stindardlosung von 5000 Leukozyten/pli isotonischer Kochsalziosung
errolcict:'                              30 4. X                       -
~~~~~~~~~~~~~Beispiel 7a In der in Beispiel 4 beschriebenen Weise werden
Testpapiere mit folgenden Losungen hergestiellt:    35 1.       Loswig I
Natrium-tetraborat-HCI-Puffer, 0,2 mol/Liter, pH 8,0, in Wasser. Lasig 2
40 3-[N-(Toluol4'-sulfonyl)-L-alanyloxyl-indol 10-3 mol/Uter in Aceton. Die
Testpapiere verfarben sich beim Eintauchen in leukozytenhaltige L6sungen
von farblos nach ''   WagL                -  ~      ~~-    , .          ..
, .     -                    4 bfiL
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~45 Di-e  'ersuchsergebaisse sind in Tabelle 7a
fgstgehatten. Es sind die Reaktionszeiten aufgefuhrt, die vorn Eintauchen
der Teststreifen in. eine Standardlosung von 5000 Leukozyten/lI
isotonischer Kochsalzl6sung bis zur ersten deutlichen Farbreaktion
verstreichen. Als Bezugswert dient die Reaktionszeit der Rezeptur ohne
Aktivatorzusitze. 50 Tabelie 7 a Aktivatoren    '
Reaktionszeiten ,A
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~55 Vergleichsrezeptur ohne ;4ktivatoren
24 sec. 1.   Chinin                                    22 sec. '0 2:
Di-natrium-pentacVano-nitrosyl-ferrat-lI  15 sec. 3.   Decanol-(1)
18 sec. Aktivatoren 1., 2. und 3.                       6 sec.
65 21 . ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~~t    Ahnliche Versuchsergebnisse werden mit
leukozytenhaltigen Harnen anstelle der Standardl6sung von 5000
Leukozyten/lI isotonischef Kochsalzo~sung erreicht. 5
Beispiel 8 



Filterpapier (z. B. Schleicher & Schfill 23 SL) wird nacheinander mit den
folgenden L6sungen imprigniert und dann bei WC bzw. Raumtemperatur
getrocknet. t0   L6sung I Laurylpyridiniumchtorid, 0,2b in
Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan-HCI-Puffer, 0,2 mol/Liter. pH 7.0, in
Wasser. L6sung 2 Is'
Thiazol-2-azo-4'-ft'-(N-benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy)?naphthalin], 10-3
mol/Liter in Aceton. Aktivatorenzugaben und Versuchsdurchfuhrung erfolgten
wie in Beispiel I . Die Testpapiere verfirben sich beim Eintauchen in
leukozytenhaltige I-sungen von rasa nach violett. 20     In Tabelle 8 sind
die Versuchsergebnisse festgehalten. Es sind die' Reaktionszeiten
aufgefuihrt, die vom Eintauchen der Teststreifen in eine Standardlosung von
5000 Leukozyten/,u isotonischer Kochsalzl6sung bis zur ersten deutlichen
Farbreaktion verstreichen Als- Bezugswerte dienen die Reaktionszeiten der
jeweiligen Rezepturen ohne Aktivatorzusitze. 25     . Tabelle 8
' Aktivatoren                               -    Reaktionszeiten \ 30
Vergleichsrezeptur ohne Aktivator               70 sec -- I 1.  Pyridin
45 sec. 2.  Chinolin                                  40 sec. 3.
Benzo-[bl-chinolin = Acridin              35 sec. 4.  1,1 O-Phenanthrolin
40 sec. 40
, 5.  4-Aza-fluoren                             30 sec. 6.  Chinin
/ 35 sec. 45               7.  Z-[Pyridyl-(41-vinyl-pyridin-(41'         30
sec. 8.  Imidazol                                  50 sec. 9.  Dodecanol
30 sec. 50
. 10.  Phytol                                    25 sec. 11.
Di-natrium-pentacyano-nitrosyl-ferrat-lI  60 sec. Ahnliche
Versuchsergebnisae werden mit andehen in den 4eispielen I bis 7 erwihnten
Substraten und Aktivatoren und/oder anderen Oblichen Netzmitteln erielt. 60
Beispiel 9 Filterpapier (z. B. Schleicher& Schill 23 St.) wird nach inander
mit den folgenden L6sungen imprigniert und dann bei 601 C bzw.
Raumtemperatur getrockn mt. 65 22 _f           4~~K~j~    '"   J   J '    '
-   ' 'O004 M.1 *      .              _            O. .    .   2g A       s
t Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan-HCI-Puffer, 0,2 mol/Liter, pH 7,0, in
Wasser. L6sung 2
Thiazol-2-azo-V'-[2'-(N-benzyloxycarbonyl-L-alanyloxy)-naphthalin], 10-3
mol/Liter    5 und Zinkacetat-dihydrat. 10-J mol/Liter in Aceton. . 



-'      Acktivatorentugaben und Versuchsdurchfuhrung erfolgten wie in
Beispiel 1. Die Testpapiere verfarben sich beim Eintauchen in
leukozytenhaltige L-sungen von rose nach blau-violett.
10 In Tabelle 9 sind die Versuchsergebnisse festgehalten. Es sind die
Reaktiorlszeiten aufgefuhrt, die vom intauchen der Teststreifen in eine
Standardlosung von 50   Leukozytenlpl isotonischer Kochsalzl6sung bis zur
ersten deutlichen Farbreakdon verstreichen. Ala Bezugswerte dienen die
Reaktionszeiten der jeweiligen Rezepturen ohne Aktivatorzusitze. 15 Tabelte
9. Aktivatoren                                    Reaktionszeiten 20
Vergleichsrezeptur ohne Aktivatoren            65 sec. 1.  Pyridin
50 sec. 25 2.  Chinolin                                  45 sec.       - '
3.  Benzo-lb]-chinolin = Acridin              40 sec. 4.
1.10-Phenanthrolin                        30 sec.                        SQ
5.  4-Aza-fluoren                             35 sec- 6.  Chinin
30 sec. *
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~35 7.  2-[Pyridyl-(4"'l-vinyt-pyridin-(41
35 sec. 8.  Imidazol                                  45 sec. 9.  Dodecanol
26 sec.           ,; /    : 10.  Phytol
30 sec. 11.  Di-natrium-pentacyano-nitrosyl-ferrat-li  50 sec. . , _ .   .
*   ~~~45 Ahnliche Versuchsergebnisse werden mit anderen
Azo-Farbstoffestern der Anmeldung EP-A- 0008428, mit anderen in den
Beispielen 1 bis 7 genannten Aktivatoren und/oder anderen Oblichen
Komplexbildnern erhalten. 50 Beispiel 10 Filterpapier (z. B. Schleicher &
Schill 23 SLI wird nacheinander mit den folgenden LUsungten imprigniert und
dann bel 60 C bzw. Raumtemperatur getrocknet.                           55
L6sung 1 Kaliumbromat 10-2 mol/Liter in Natrium-tetraborat-HCI-Puffer. 0.2
mol/Liter, pH 8.0, in Wasser. *  'O60 Lbsung 2
*3-N-Formyl-L-alanyloxyl-indol, 10-3 mol/Liter in Aceton.
Aktivatorenzugaben und Versuchsdurchfihrung erfolgten wie in Beisplel 1. 23
&1  -  -  '                 -          li0014929 '    @rqj         Die
Testpapiere verfirben sich beim Eintauchen in leukozytenhaltige Losungen
von farblos nacl. blau. In Tabelle 10 sind die Versuchsergebnisse
festgehalten. Es sind die Reaktionszeiten aufgefuihrt, die vom Eintauchen
der Teststreifen in eine Standardl6sung von 5000 Leukozyten/gl isotonischer
5   Kochsalzl6sung bis zu ersten deutlichen Farbreaktion verstreichen. Als
Bezugswerte dienen die 



Reaktionszeiten der jeweiligen Rezepturen ohne Aktivatorzusitze. Tabelle 10
10 Aktivatoren                                    Reaktionszeiten
Vergieichsrezeptur ohne Aktivatoren-           120 sec. 15 1.  Pyridin
85 sec. 2.  Chinolin                                   70 sec. 20
33.  Benzo-fbl-chinolin = Acridin              100 sec. 4.
1,10-Phenanthrolin                         65 sec. 5.  4-Aza-fluoren
50 sec. 6.  Chinin                                     75 sec.' 7.
2-(Pyridyl-(4")]-vinyl-pyridin-(4')    -   70 sec. 8.  Imidazol    -
85 sec. ' 9.  Dodecanol                                  35 sec. 10.
Phytol                                     40 sec. 35 11.
Di-natrium-pentacyano-nitrosyl-ferrat-Ir  : 90 sec.' Ahnliche
Versuchsergebnisse werden auch mit anderen Indoxyl-Estem  der Anmeldung o
EP-A-O 012 957, mit anderen in den Beispielen 1 bis 7 beschriebenen
Aktivatoren ind anderen ublichen. Oxidationsmitteln erzielt.
Patentansprflche 1.. Diagnostisches Mittel zum  Nachweis esterolytischer
und/oder prdteolytischer Enzyme insbesondere Leukozyten-Esterasen und/oder
-Proteasen in KOrperflussigkeiten, enthaltend ein ubliches Esterase-
und/oder Protease-Substrat sowie ibliche zusitzliche Hilfsstoffe, dadurch
gekennzeichnet, da4 as zusitzlich ein oder mehrere Aktivatoren enthalt,
ausgewihit aus der Gruppe 50   der a) Pyridin-Derivate der allgemeinen
Formel I R3.... U~~ '' *
(I)~~~~~~~~~~~~~~ rN RI        Rs in der R1. ft2, R3, R4 und Rs, die gleich
oder verschieden sein k6nnen, jewells Wasserstoff oder Halogen. eine
niedere Alkyl- oder eine niedere Alkoxygruppe oder eine Vinylgruppe. die
durch elnen gegebenenfalls tine oder mehrere niedere Alkoxy-; Amino-,
Alkylamino-; Dialkylaminogruppen tragenden Arylrest oder durch einen
heterocyclischen Rest substituiert ist, bedeuten. IJ~~~1    0Q014 92t ;
&   jeweils zwei bonachbarte Substituenten einen gegobenenfalls ein- oder
mehrfach durch Halogen. W f     Hydroxygruppo, nioders Alkyl- odor niedere
Alkoxygruppen. substituierten indeno- oder benzoannellierten Rest, der
wiederum einen gegebenenfalls durch eine niedere Alkylgruppe substituierten
benzo- oder pyridoannellierten. Rest tragen kann, vorstellen k6nnen. und R3
zusitzlich fur eine Vinyl-chinuclidyl-Carbinol-Gruppe stehen kann.  .
5 .   b) Imidazol-Derivate der allgemeinen Formel If N , 



--          ~~~R, in dere Rs' Wasserstoff, eine niedere Alkylgruppe oder
einen gegebenenfalls durch eine Hydro*y- oder eine Acyligruppe
substituierten Arylrest und R2' Wasserstoff, eine Aminoalkyl-,
N-Acylaminoalkyl- oder. einen niederen aliphatischen, gegebenenfalls
ungesittigten Carbonslure-Rest oder einen gegebenenfalls am Stickstoff  29
acylierten niederen aliphatischena-Aminosaure-Rest, bedeuten. c) Alkohole
der allgemeinen Formel III X-A-OH                -..   . '- (I)  2 in der
* X Wasserstoff odor sine Hydroxygruppe und A  einen Kohlenwasserstoffrost
bedeuten.                                    -
30 _,J.  dd  Metallkomplexe der allgemeinen Formel IV ., '
~DjB(CN).(NO)pj.. i~ in der
. D  ein Alkalimetallion, -B   in Schwermetallion.. m  sine ganze Zahl von
2 bis 5. n  eine ganze Zahl von 4 bis 8 und p   oderl
4 beodouten, wobsi sich die Zahl m aus der Wertigkeit des Schwermetallions
und der Zahl n ergibt. 2. Diagnostisches Mittel geomiB Anspruch 1,  dadurch
gekenazeichnet, daB als zusitzliclis Hilfsstoffs Puffer, Komplexbildner,
Netzmittol, Oxidationsmittel, Filmbildner, galenische Zusa,tzstoffe
und/oder Geruistbildner verwendet warden.
45 3. Diagnostisches Mittel geemAB einem der Anspruiche i und"2, dadurch
gokennzeichnet. daB als - bliche Esterase- und/oder Protease-Substrate
Sulfonphthaloin-Ester der allgemeinen Formel A Rr~ ~~~~~~~~~~~~~5 R3
R2 {'~~~~~~~~~3               $
GO *;~~~~~~~                                R3 c-0
(A) in der Rs" dnen gegebenenfalls dutch Halogen odor sine niedere Alkoxy
uppe substituierten   65 25    j    *- 001492 Carbonsaurerest, einen mit
einer in der Peptidchemie riblichen Stickstoffschutzgrupp4M) versehenen
Aminosiure- odor Peptidrest, R, ein Halogenatom oder oine niedere
Alkylgruppe, Rj' und R4' die gleich oder verschieden sein konnen, jeweils
ein Wasserstoff- oder emo Halogenatom 5       bedeuten, Azo-Farbstoff-Ester
der aligemeinen Formel B A'-N=N-B'(OR).
(B) 10  in der A' einen funf- oder sechsgliedrigen. gegebenenfalls
benzo-annellierten Rest mit eirn bis zwei Heteroatomen aus der Gruppe N. S.
0, der gegebonenfalls ein- odor mehrfach durch Halogen, 



niedere Alkyl- und/oder niedere Alkoxygruppen substituiert sein kann odor.
einen ein- bis dreifach durch- niedero Alkyl-, niedere Alkoxy-, Nitro-,
Sulfonato- und/oder 3   : 5  Acylaminogruppen substituierten Phenylrest, i.
BS  einen gegebenenfalls ein- bis zweifach durch Sulfonato-, niedere
Alkoxy- und/oder niedere Alkoxy-poly-alkonoxy-Gruppen substituierten
Benzol-, Naphthalin- oder Chinolin-Rest, *t     -           R  einen
Carbonsaurerest odor einen mit einer in der Peptidchemie ublichen
Stickstoffschutzgruppe versehenen Aminosiure- oder Peptid-Rest und 20   n
die Zahl I oder2 bedeutenr odor I ~                Indoxyl-Ester der
allgemeinen Formel C 2                               RiR !2  R X  X J  ,
_-                 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~(C) 30                R4 #;" in der
RI", R2,". R31", R491, die gleich oder verschieden sein konnen, jeweits
Wasserstoff odor Halbgen. eine niedere Alkyl-, niodere Alkoxy-, Aryl-,
Aralkyl-, Aralkoxy-, eine Hydroxy-, sine Carboxy-, sine 3#
Carboxy-nieder-Alkoxy-, eine Aralkoxycarbonyl-, dine
Aralkoxycarbonyl-nieder-Alkoxy-. eine Nitro- oder sine niedere
Acylaminogruppe oder jeweils zwei benachbarte Substituenten einen
gegebenenfalls durch Halogen substituierton benzoannellierten Rost, X  ein
Schwefolatom odor eine gegebenonfalls durch einen niederen Alkyl-, einen
Aryl-, einen Aralkyl- odor einen Acylrest substituierte Iminogruppe, 40
' A   inen Aminosiure- oder eonen Peptidrest, B" sine in dor Peptidchemie
ibliche oder davon abgeloitoto Stickstoffschutzgruppe bedeutet, eingesetzt
worden. 4. Verfahren zur Herstellung von diagnostischen Mitteln gemiB einem
der Anspruche I bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB man in an sich bekannter
Weiso einen saugfihfgen Triger mit dem *    qg  iblichen Esterase- und/oder
Protease-Substrat, don ublichen zusitzlichen Hilfs~toffen- und den
Akfivatoren imrnigniert. 5. Verfahron gemil Anspruch 4, dadurch
geklnnzeichnet. daB die Imprignierung des saugfihigen Trigers in zwei
Schritten erfolgt. 8. Verwendung eines diagnostischen Mittels nach einem
der Anspruche I bis 3 zum Nachweis von 50   Leukozyten in
K6rperflussigkeiten, inabesondere im Ham. . .~~C~ g5    1. Diagnostic agent
for the detection of esterolytic andlor proteolytic enzymes, especially of
leukocyte esterases and/or proteases in body fluids, containing a
conventional esterase and/or protease substrate, as well as conventional
additional adjuvants, characterised in that it additionally contains one or
more activators selected from the group of the I|  a) pyridine derivatives
of the general formula I 26 4 .   ,    i   \  ,-+...............* :,*, .
luuluull Illlll UluII "U'.l EUlll 0014929              *  C  L  M  S  *
Carbonsaurerest. einen mit einer in der Peptidchemie uiblichen
Stickstoffschutzgrupp*) versehenen Aminosiure- odor Peptidrest, Ri' ein
Halogenatom oder eine niedere Alkylgruppe. R2" und RF. die gleich odor
verschieden sein konnen, jeweils ein Wasserstoff- oder ein Halogenatom 5
bedeuten, 



Azo-Farbstoff-Ester der allgemeinen Formel B A'-  =N---B'(0 R),
(B) 10  in der A  einen funf- oder sechsgliedrigen, gegebenenfalls
benzo-annellierten Rest mit ein bis zwei Heteroatomen aus der Gruppe N. S.
0. der gegebenenfalls ein- odor mehrfach durch Halogen, niedere Alkyl-
und/oder niedere Alkoxygruppen substituiert sein kann oder. einen ein- bis
dreifach durch- niedere Alkyl-, niedere Alkoxy-. Nitro-, Sulfonato-
und/oder t5      Acylaminogruppen substituierten Phenylrest, 8  einen
gegebenenfalls ein- bis zweifach durch Sulfonato-, niedere Alkoxy- und/oder
niedere Alkoxy-poly-alkenoxy-Gruppen substituierten Benzol-. Naphthalin-
oder Chinolin-Rost, R  einen Carbonsiurorest odor oinen mit einer in der
Peptidchemie ublichen Stickstoffschutzgruppe versehenen Aminosaure- oder
Peptid-Rest und 20   n  die Zahl 1 oder 2 bedeuten, oder Indoxyl-Ester der
allgemeinen Formel C R; Z5           R2"            O -A"f-B" /x (C) .3
R.'                               V in der RI", R2:11' R3", R49", die
gleich odor verschieden sein k6nnen, jeweils Wasserstoff oder Halogen, eine
niedere Alkyl-, niedere Alkoxy-, Aryl-. Aralkyl-, Aralkoxy-, sine Hydroxy-,
sine Carboxy-. sine 35      Carboxy-nieder-Alkoxy-, sine
Aralkoxycarbonyl-., sine Aralkoxycarbonyl-nieder-Alkoxy-, sine Nitro- odor
sine niodere Acylaminogruppe odor jeweils zwei benachbarte Substituonten
einen gegebenenfalls durch Halogen substituierten benzoannellierton Rest, X
ein Schwefelatom oder sine gegebenenfalls durch dnen niederen Alkyl-, einen
Aryl-. einen Aralkyl- oder einen Acylrest substituierte Iminogruppe, *    A
einen Aminosiure- oder einen Peptidrest, BW  eins in der Peptidchemie
ubliche oder davon abgsleitete Stickstoffschutzgruppe bedeutet, eingesetzt
werden. 4. Verfahren zur Herstellung von diagnostischen Mitteln gemiB einem
der Anspruche I bis 3, dadurch gekennzeichnet, da4 man in an sich bekannter
Weise oinen saugfihigen Triger mit dem 45   ublichen Esterase- und/oder
Protease-Substrat. den uiblichen zusgtzlichen Hilfostoffen und den
Aktivatoren imprigniert. 5. Verfahren gemiB Anspruch 4. dadurch
gekennzeichnet. daB die Imprignierung des saugfihigen Trigers in zwei
Schritten erfolgt 6. Verwendung sines diagnostischen Mittels nach einem der
Anspruche 1 bis 3 zum Nachweis von sow  Loukozyten in KMrperflussigkoiten,
insbesondere im Horn. Claims u      .1 Diagnostic agent for the detection
of esterolytic and/or proteolytic enzymes, especially of leukocyte
esterases and/or proteases in body fluids, containing a conventional
esterase and/or protease substrate, as well as conventional additional
adjuvants, characterised in that it additionally contains one or more
activators selected from the group of the aw  a) pyridine derivatives of
the general formula I 26    0014929            1 1 R.  0 i111111  HE 11111
11   1111 



/ .5 r  -       ~~~RI      Rs-- in which Rs, R2, Rs, R4 and Rg. which can
be the same or different, each signify hydrogen- or halogen, a lower alkyl
oral tlower alkoxy group or a vinyl group, which is substituted by an aryl
radical optionally carrying one or more lower alkoxy, amino, alkylamino,
dialkylamino groups, or  to by a heterocyclic radical, two adjacent
substituents can represent an indeno-or benzo-annellated residue potionally
substituted one or more times by halogen, hydroxyl group, lower alkyl or
lower alkoxy groups, which in turn can carry a benzo- or pyrido-annellated
residue optionally substituted by a lower alkyl group and R3 can
additionally stand for a vinyl-quinuclidyl-carbinol group, b) imidazole
derivatives of the general formula 11          .5 -               ~~~R2 N
(H) 20 A. ~   ~     a  *,.*    .
-,. in which R1' signifies hydrogen, a lower alkyl group or an aryl radica?
optinally substituted by a   25 4iydroxyl or an acyl group and R2'
hydrogen, an aminoalkyl, N-acylaminoalkyl or a lower aliphatic, optionally
unsaturated carboxylic acid residue or a lower aliphatic ,-amino acid
residue optionally acylated on the nitrogen, c) alcohols of the general
formula Ill ",  '                '
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~30. X-A-OH
() in which X signifies hydrogen or a hydroxyl group and A a hydrocarbon
radical, d) metal complexes of the general formula IV 35 D.[B(CN)g,(NOMp
(IV) in which D signifies an alkali metal ion, B a heavy metal ion, m a
whole number from ito 5, n a whole number from 4 to 8 and p 0 or 1, the
number m being given by the valency of the heavy metal ionandthenumbera.
,             40 2. Diagnostic agent according to claim 1, characterised in
that, as additional Adjuvants, thems aft used buffers, complex formers,
wetting agents, oxidation agents, film formers, galenical additional
materials and/or structure formersm 3. Diagnostic agent according to one of
the claims 1 and 2, characterised in that as conventional  45 esterase
and/or protease substrate there are used sulphonphthalein esters of the
general formula A R3"            Rts R;'-      l                    ORI"
13'     \        I       3 /                     RI CC-
(A) .55 iSO2       '.l' 14   l R.;'4 |   R4`
80 R 4t in which RI" is a carboxylic acid residue optionally substituted by
halogen or a lower alkoxy group, an amino acid or peptide residue provided
with a nitrogen protective group conventional in peptide cthenistry, R" a
halogen atom or a lower alkyl group, Rg` and RAt, which can be the sante or
different,  es 27 1  .i,;.: _      H;    -tieslw;bz  P; F  



0014 929         I 1111111 111111  111M11 iII I t 0         each a hydrogen
or halogen atom; azo dyestuff esters of the general formula B        4) A'-
N -  N - B'(OR ,                                                    (B) 5
in which A' signifies a five- or six-membered, optionally benzo-annellated
residue with one to two heteroatoms from the group N, S. 0, which can be
optionally substituted one or more times by halogen, lower alkyl and/or
lower alkoxy groups or is a phenyl radical substituted one to three times
by lower alkyl, lower alkbxy, nitro, sutphonato and/or acylamino groups, B'
a benzene, naphthalene or quinoline radical optionally substituted one to
two times by sulphonato, lower alkoxy and/or lower t0
alkoxypolyalkyleneoxy groups, R a carboxylic acid residue or an amino acid
or peptide residue provided with a nitrogen protective group conventional
in peptide chemistry and n the number I or 2; *          or indoxyl esters
of the general fotmula C 15           R"             O-A"-B-. \
',                             (C) R3 | in which R,"'. R2"', R3"', R4"',
which can be the same or different, each signify hydrogen or halogen, a
lower alkyl, lower alkoxy, aryl, aralkyl, aralkoxy, a hydroxyt, a carboxy,
a carboxy lower alkoxy, an aralkoxycarbonyl, an aralkoxycarbonyl lower
alkoxy, a nitro or a lower acylamino. group or two 25   adjacent
substituents a. benzo-annellated residue optionally substituted by halogen,
X a sulphur atom -or an imino group optionally substituted by a lower
alkyl, an aryl, an aralkyl or an acyl radical, A" an amino acid or peptide
residue, B" a nitrogen protective group~conventional in peptide chemistry
or derived therefrom. 4. Process for the production of diagnostic agents
according to one of claims I to'3, characterised in ,    that. in per se
known manner, one impregnates an absorbent carrier with the conventional
esterase and/or protease substrate, with conventional additional adjuvants
and the activators. 5. Process according to claim 4, characterised in that
the impregnation of the absorbent carrier takes place in two stages. 6. Use
of a diagnostic agent according to one of claims i to 3 for the detection
of leukocytes in body 35  fluids, especially in urine. Revendications 40
1. Agent de diagnostic pour la recherche d'enzymes esterolytiques etlou
proteolytiques, en particulier de leucocyte-esterase et/ou de
leucocyte-protbase dans des liquides physiologiques, contenant un substrat
d'esterass et/ou de protbase habituel ainsi quo les agents auxiliaires
habituels, caracterisA en ce qu'il contient en outre un ou plusieurs
activateurs, choisi parmi les suivants: 4    a) les d6rives de pyridine
de.formule generale I R3                   _ R2     R4 50        \n~/.''
(I) *~ ~ ~ W /.  . RI        Rs dans laquelle: 55      R1. R2. Rs, R4 et Rs
pouvent itre identiques ou differents sont chacun un atome d'hydrogene ou
d'halogene, un group. alkyle. inferieur, un group. alcoxy inferieur ou un
group. vinyl. substitue par un reste aryle portant 6ventuellement un ou
plusieurs groupes alcoxy infbrieur, amino, alkylamino ou dialkylamino ou
par un rests hetbrocyclique, chaque fois deux substituants voisins peuvent
repr~senter un rests indene ou benz6nique portant eventuellement comme
substituants un ou plusieurs atomes d'halogene. groupes hydroxyle, alkyle
inferieur ou alcoxy inferieur et pouvant porter eventuellement encore un
autre reste benzenique ou-pyridique, 4ventuellement subsditue par un group.
alkyle inferieur, 



et R3 pout on outre repr6senter un groups vinyl-quinuclidyl-carbinol; b)
les derives d'imidazole de formule gen6rale It 65 28    kN dans -aquelle:
Rt' ost de V'hydrogdne, un group. alkyle inf6rdeur ou un rests aryte.
substitu6 6ventuellement par  t0 un groups hydroxyle ou acyle. at. Rj' est
de rhydrogine, un rosts amino-alkyte, N-acyt-amino-atkyte ou tin rests
~carboxyliqui. aliphatique inf6rieur. 6ventusetlment. insatur6, ou un reste
dun oc-amino-acide'aliphadkoe infhrieur. 6ventuellement acyl6 sur ['atome:
d'azote; c) los alcoots de formute ghnbrate III:
1 X-A--OH-
I) dans faquelle: X  est un atoms d'hydrog;ne ou un group. hydroxyte, at,
20 A  est drest hydrocarbure.                                    u d) fes
complexes mltalliques de formuto g6rI6rall IV. 25 dansa aquotle: D est un
ion do mhtal alcalia,, B ost un ion do metal. lourd, m est un nombre entier
compris intro .2 it 5. a  est un nombre entier compris entre 4 ot 8 y et
20 p  est 6galue A o uI . lo nombre  me tant dlrivq de la valenco de lin do
mital alcalln et du nombro 6. M     ~~2. A gont diagnostique solon la
rovendication 1 * caract&4is on co que t'on emploie, comma agents
auxirieiros. des tampons. des formateurs do complexos, des agents
mouillants, des agents oxydants.  3s des agents fimnogrinos. des additifs
gatiniquos. ot/ou des agents do structuratilon. 1.Agent do diagnostic solon
rune des rovondications 1 it 2. caractiris on ce quo I'on emploe,. caomm.
substratshabituels dssteraso st/ou de protfiase. des ostors du
sulfophtaliine. Ote formulo 4 lk,
--      ,      ,  25. 3.  S.
~~~~~~~~~~~~~~~~45 C-0
(A) 55 dans taquetle:. D,` est un rests carboxylique, avcintuollment
substitu6 par un atomo d'halogino ou par un groups alcoxy infiriour. ou un
rests doeminoacide, ou d'un poptide pourvu d'un group. do protection do
razot. habituetlomont utifisi dans la chimie des peptides. BV' est un atoma
d'haloge ne ou un group. alkyle influirur.                            s Rjm
et Re" pouvant ntre identiques ou diffcr ents, sont chacun un atomr
dhydioghne ou d2halogin. des esters d colorants azoeques, do formute
g4nerale 8: A'-Na=N-0 (OR)u
(B) 65 29 le nombre m etant derive de 1a valence de l'ion de metat aleslin
et du nombre ri. z AS~~ent diagnostique selon la revendication 1,
caracterise en ce que lton emploie, comme agents~~i  



k   w               ~~~ '-.  0*4                11111111 111111 11111 11111
11111 dans liquelle: A'. est un rests A cinq ou six malilons,
6ventuellement benzhniques, ayant un ou deux h6tbro-atomes du groups h, 0.
O. eventuellement substitu6 une ou plusieurs fois par des atomes
d'halogene, des groupes atkyle inferieut, et/au alcoxy inferieur, ou un
rests ph~nyle, une a trois fois substitue pat 5       des groupes alkyte
inferieut, alciay inferieur, nitto, suifbnato, etlou acylahino, ' est un
reste benstne, naphtal6ne ou quinotine, bvenfuellement substitue une ou
deux fois pat des groupes suffonato, alcoxy infietier et/ou
Alcoxy-poly-alcenoxy inferieurs. R est Un reste carboxylique ou uih t46sf
d'uh almino-acide, ou d'un peptide pouirvu d'un groupe de protection de
razote habituellemoht 9Ulis dans Ia chimie des peptidei, et, 10   n  est
teo vfoibra I au 2., Oa ds eatkirs dl'adaoxy  de fbrmile Ane6rgiE IC: (Cl
20                 R" dans laquetle: R1"', R2". Rf', R41", pouvant etre
identiques ou differents, sont chacun un atoms d'hydrogqne ou x
d'halbgene. un groupe alkyle inferieuf, alcoxy inferieur, aryle, aralkyls,.
aralcoxy, un groups 25      hydroxyle, carboxy. carboxy-alcoxy inferieur,
aralcoxy carbonyle, aralcoxycarbonyle-alcoxy inferleur, nitro ou acylamino
inferieur, ou chaque fois deux substituants voisins forment un rests
benzenique, eventuelletnent substitu6 par de l'halogine,  . X  eat un atoms
de soufre ou un groupe imino, kyeptuellement substitue par un resta alkyle
inferieur, aryle, aralkyle ou acyle, X    A" est un rests d'un amino-acide
ou d'un peptide, et, 8" est un groups de protection de l'azote,
habituellement utitise dans la chimie des peptides, du unt derinr dun tel
groups. 4. Proc&d& pour la preparation d'agents de diagnostic selon l'une
quelconque des revendications 1 a 3, caracteris6 en ce que l'on impregne,
de facon en so! connue, un support absorbant du substrat 35  habituel
d'est6rase eVou de prot6ase, des agents auxiliaires habituels et des
activateurs.. 5. Procede solon la revendication 4, caracterise en ce quo
l'imprhgrnation du support absorbant s'effectue en deux etapes. 6.
Utilisation d'un agent de diagnostic solon l'une quelconque des
revendications 1 A 3, pour la recherche de leucocytes dans les liquides
physiologiques. en particuUer dans l'urine. 40 s5 65 30    


