
PATENTE DE INVENCION

qua por 20 aüíoa, para BapaHa y sus Posesionea. ae solicita a 
favor do AKTIHBOLA&ET BOFORS, do nacionalidad sueca, domici­
liada en BOFORS (Suecia), por! "PROCEDIMIENTO H3 OBTENCION DE 
SUBSTRATOS OROMOCBNICOS PARA ENZIMAŜ .

Memoria descriptiva

La presenta invención trata da un procedimiento para obte­
ner nuevos substratos cromogóniooa para proteaaas da serina. 
Batos nuavoa substratos son osenoialmanta apropiados para de­
terminación dal factor Xa (B.O. 3.4. 21.6) o para al oatudio 
da las reaocionea qua hacen que so forma, aa inhiba o sa oon- 
suaa el factor Xá, o taabiÓn paro la determinación da loa fag 
torea que influyen o participan en dicha reacción*

El iaotor X aa una sustancia clava en la serle da reaccio­
nes que llagan a la coagulación de la sangra. La activación dal 
factor X producá la formación del ansian protoalítica, factor 
Xa* que aa directamente responsable da la transferencia da la 
protrombina dal trombo. La disponibilidad da un mÓtodo sit̂ Xá 
para determinar el factor xa seria muy valiosa para al diagnÓ¿ 
tico.

LOa reactivos utilizados hasta ahora para la daterminaóiÓn 
dal factor Xa consistían por lo general en substratos ostÓri- 
coa da carácter muy específico. Uno de estos aa. por ejemplo.

P O O R
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#1 p-nitrofenil-p'-guadinobenzoato (p-NPGB), que es un buen sábs- 
trato para la trootbina, la tripsina, MÍ como para la plaemlaa. Su 

20 practicabilidad para el factor Xa queda limitada a su uso pera pre­
parados enzim&tioos purificados*

Los resultados obtenidos cuando se utiliza sangre no son viables 
debido a la presencia de otras esterasae con actividad para el —  
p-NPGB.(R.L. Smith J.Biol Ohem. 248, 2418 (1972).

25 Bn la solicitud de patente sueca n*. 5757/72 se han descrito es­
tos substratos cromogónicos de amida muy buenos para enzimas almila 
reo a la troablaa* Uno de estos, que tiene la fórmula Bensoil-Fe-Val 
-Are-̂ p-nitroanilida (S-2l6b) puede aplicarse perfectamente a la tren 
bina mientras que, al ser utilizado con el factor Xa, se escinde 

30 lo lluramente. La susceptibilidad de tm substrato ante la troabina
debe eer despreciable ai se quiere utilizar para el factor Xa en r* 
análisis de sangre pera diagnóstico.

Sería pues muy conveniente la disponibilidad de un substrato más 
específico para el factor Xa, y por tanto menos susceptible de ser 

35 extinguido por la trombina. B1 substrato debería media* la función
biológica del enzima, es decir, escindir los enlaces de la amida. 
Por otra parte, es muy conveniente que el substrato puede eseindig 
se rápidamente en productos qpa se midan fácilmente tales como los 
compuestos cromofórleos que pueden ser seguidos con facilidad espeje 

40 trofotoaÓtricaaante*

Los nuevos substratos segán la invención son del tipo amida, tig 
non una ¿Levada sensibilidad al factor Xa y están representados por 
la siguiente fórmula general*

— ¿2 ** C0L1 *s&rg —KH <*̂ 2
45 o sus salas, en donde &t puede seleccionarse entre el hidrógeno, un
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aloaaoilo que tenga 1 a 12 ¿tornee de carbono, ciolohexiloarbonilo, 
benzoico, un benzoílo sustituido con, por ejemplo, 1 o 2 ¿tornee de 
halógeno, grupea estilo, amino o fañilo, benzeneulfonilo y 4-toluê  
stCLfonilo# Rg puede solecoionarae entre el nitrofenilo, naftilo,

50 nitronaftilo, aetoxinaftilo, quinolilo y nitroquinoUle# A§ puede 
ser un solo enlace, o puede seleccionarse entre loa amonáoido* Olí, 
Ale, Val, leu, Usa, Aro, N6t, Fe y Tir* Ag puede seleccionarse e^ 

tra loa amino¿oidoe&lu, Cln, Aap y Aen#

los nuevos substratos pueden producirse segdn dos prooediaien-
53 toa diferentes#

1. El primer procedimiento se basa en el acoplamiento del grupo 
oromoíórioo Rg a la arginlna y a continuación una acumuieción 'pa 
so a paco de la estructura peptidioa deseada por medio del acopla­
miento gradual de los aminoáoidoBZBataatea* El grupo cromof Arico

60 se utiliza aquí o orno grupo bloqueante para el grupo carboxilo O-ter
mlnal de los primeros aminoácidos.

2. Eh otro procedimiento se basa en una formación paso a paso de 
la estructura peptídioa deseada, despuAs de lo cual los grupos de 
bloqueo utilizados se extraen, y se acopla el grupo cromofórioo Rg

6y a la estructura peptidioa.

Utilizando esta síntesis paso a paso de la estructura peptidioa 
segdn loa dos procedimientos mencionados, se puede purificar ade­
cuadamente, por medio de filtración en gal, deepuÓs de cada acopjg 
miente de un nuevo aminoácido,

70 íos procedimientos de acoplamiento que se han utilizado en esta
-síntesis paso a paso de los derivados peptidico* son bien conoci­
dos y se utilizan comunmente en la química de lea pópt&dos* Crupos 
bloqueantes muy conocidos y comunmente utilizados dentro de la qû
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mica da IbspÓptidos, es como el Cbo (carbobenzoxi), HeOCbo (p-meto 
75 xioarbobenzoxi), BM (terc.-butilosAcarbonilo), TBi (triflucroace

tilo) a formilo aa utilizan come grupo amino bloqueantes, El peupo 
carboxilo puede activarse por medio de conversión a otros derivados 
diferentes y activados, conocidos y utilizados precuenteaente en 
la química da loa péptidos, qus puedan ser aislados o generados in 

80 tita, oomc por ejemplo, al p-nitrofenüóster, triolorofsnilóatw,
pentâ AorofenÜéstzr̂  N-hidroxisucoinimidar-éatsr, sóida deida, anhi 
árido deido, que pueden ser simétricos o asimétricos. Pueden tam­
bién activaras oon una oarbodiimida tal como la N, Î -diaicl̂ dMocilĉ r 
bodiimida. El grupo carboxilo C-terminal en el derivado de aminop^ 

85 tido o Mi al derivado aminoácido puede protegerse eaterificande,por
ejemplo, en metilo-, etil - o isopropiléster o por medio de la con- 
veraién al derivado oromoférico de la anilina, que así trabaja como 
grupo bloqueante durante la formación da la cadena péptlda* loa gru 
pos funclímales libres que no participan en la reacción, puedas pro- 

90 tageraa durante la síntesis de los péptidos o da los derivados da
los péptidos da la forma siguiente*

A efectos de bloqueo, el grupo arginil^ -guaa&do restante pueda 
utilizar tales grupos amiao-bloqpeantes, utilizados comunmente en 
la química da los péptidos, como por ejenplo la protonización, —

95 SOg o Tos (p-toluenÉulfonilo), Como pr&teooión para el grupo carbĝ
xilo en el Acido gjtut&aico y aspArtico, se pueden utilizar los gru 
pos bloqueantes que ae utilizan comúnmente en la química de los pé& 
tidos, tales grupos como los de protección de benzilo y butilo tqg 
ciario,

100 la invención se describiré oon mayor detalle en los ejemplos si
guientes que demuestran la producción de diferentes substratos se­
gún la invención por medio de la síntesis paso a paso,
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En *1 añáiisia da ínvmatô â ta dé oa^ fina d# alnado# y pro- 
duotoa, a# utilizaron placea da vidrio wm gal da #Üiee —  
(MeroR) cono medio de absorción* Loa sistema# diaolventa# utiliza­
do# han aldo designado# de acuerdo con la tabla siguiente*

Designación Disolventes Relación en volumen
A i n-butanol*áoido acóticotagua (itM)
C * n-propanoHacetato do etilo*agua (7*1*2)
D i n-heptano*n-butanol*ácido aoótioo Í3'!'l)

cloroformonmetanol (9*1)

Daapuóa de la oromatograf̂  en ĉ ?a fina, ae estudiaron la# ̂Jg. 
cae primero a la luz ultravioleta (254 na) y posteriormente ntili?- 
zando la reacción del oloro/toluidina (Ret+* G^taM* HBmMMbicht- 
chnoeaatgrafie ia der AminosSara - und yeptidohemie, 961ter de 
Croytar and Oo* Berlín, 1966, p* 1S9) cono mótodo de dasarroHo*

El significado de las abreviatura# utilizada# a continuación son 
loe siguiente#*
Amino áoidoa*

120

125

130

Estas abreviatura# se refieren a reatoa de amino ácidos* El ami­
no ácido o páptido libre ae indica pw medio de H- en al grupo ami­
no y -OH en el grupo carboxilo* El grupo amino se indica siempre a 
la izquierda y el grupo oarboxilo a la derecha*

Salvo que se indique de otro modo, 
zado# tienen la configuración L

Ala * Alamina 
Arg * Argiaina 
Aan ̂  Asparragina 
Asp *= Acido aepártioo 
Gln - Glutamina 
Gli " Glicina 
Gln * Acido glutámioo

todos loa amino ácidos uti3̂

Han * laolauoina 
Leu ^ Leucina 
Hat * Â tionina 
Es * Banildaniaa 
Pro a Prolina 
Tir * Tirosina 
Val " Valina
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Otaras abreviaturas:
Ac xx Acetilo*

115 A<%0 xx Anhídrido aoótico.
AcOH - Acido aoótioo*
BOC * Terce-Butilcxicarbonilc*
Bz a* Benzoílo*

; Bal * Benzilo*
140 Begp *t Anhidrido benzoico*

Cbo XX Oarbobennoxi*
D001 Xx Dioiclohaxücarbodiimida*
Bt̂ N XX Trietilamlna*
BMP XX Bimatilf ormami da*

345 KCbO XX p-Metoxifenilazccarbobenzoxi
HaOH * Hotanol.
OtBO xt Terc-Butiloxi.
OB* XX Btilooci*
OHe XX Metiloxi*

150 OpNB XX 'p-Nitroíenoxi*
OisoBr ̂ iso-sPropil<aci*
pNA - p-N itroanilida*
TFA XX Triflucroacetilo*
Toe - p-Toluensulfonilo*

155 A manea que aa indique de otro modo, las indicaciones de tem­
peratura que se dan en loa egeoplea son en grados C*

Bienio X i Hd.Bz-Hau-Gla-Gli-^rMm 
^  Obo-Cli-Arí!-ÍNÔ )-nNA (M*w* 530.4)
5,0 g (10,6 mmoles) de Cb&-Axg (NOg)- pHA se disuelven en 21 mi. 

160 de AcOH y 22 mi* de 4N Htar en AcOH en condiciones libres de hung
dad* La solución se agita durante una hora a la temperatura ate—
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Mente y & continuación se vierte'lentamente en 200 el. de óter aĝ  
tado vigorosamente. la solución etórioa ae decanta y el residuo gra 
nular obtenido ae trata otras doa vacos coa 100 el de éter. Dsapuóe 

16$ de secado en vacío con Pgpg y granulos de BOH a 30*0, el randimiea- 
to de la sel Mdrobroauro dsí derivado do animo ácido ea oaai cuan­
titativo (4,95 g). B1 producto ca homogónso acgón TIC en A*

Bate producto ae disuelve en $0 si. de BMP destilado* la soluoión 
se enfría a -IOS c y se añade Bt̂ N hasta que la solución se pone —  

370 nóutra (2,1 mi). B1 BtgK * HBr precipitado ae filtra y el filtrado 
se enfría a -30*0. Se añaden 3,9 g (13*8 mmolee) de Cbc-Oli-OpNP 
y la solución puede dejarse que alcance lentamente la temperatura 
Mente. A las tres horas se enfría de nuevo la solución a -10*0 y ee 
tempana con 0,54 g (3*3 mmolee) de EtgN. El procedimiento de teapmqi 

173 do se repite una ves más a las 2-3 hozas, la solución de la reacción 
ee deja estar durante la noche y a continuación se evapora en vacío 
a 40*0. El aceito pesado restante se agita cuidadosamente con 100 sA 
de agua destilada* B1 agua se decanta y el procedimiento de lavado 
ae repite oteas dos veces. El aceite restante se disuelve en MeOH 

180 caliente y al enfriarse el producto se precipita en forma cristali­
na.

Rendimiento i 4,2 g (75%) do Be 
Homogónec según TLC en (R%*0,1¡6)

183 ^  -36* (o 0,50 MeOH).D
Ib! t-Boc-Glu (̂  -0Bel)-01i-Arg (NOg) -pNi (M.v. 713,8)

2,65 g (5,0 amólas) ds 3a as dsscarbcbenzoxila y se acopla con 2*50 
g (3,3 amólas) ds t-̂ Boo-01u (̂  -0Bsl)-0p8P según si aStodc del sjeg 

W  pío 3a. B1 producto crudo se purifica por cromatografía de gel en 
una columna que contiene SBPHADBX^lH-20 en MeOH.



"̂  ̂*** , ^ ^ *"/ r"" " ̂ t ̂ Sí  ̂  ̂"
HoaogéiBBO según TLC én P̂  (B̂  ̂  Ô Ŝ )
Hendimiento $ 3,!̂  g (91%) Re ib
^ 2 4

199 @) -344 (a 3,0 MeOH)#D
lot Cbo-IIeu-Glu (í -OBzl)-Gli-Arg (BOg)-pN& (H#w# 862,9)

1,08 g (1,5 Emoles) de Ib se disuelven en 10 mi de TEi, La solución 
se agita durante una hora a la tenperatura ambiente, y a continua-*

200 oión es echa lentamente en 75mí de éter aeco, vigorosamente editado# 
La solución et&rica se decano, y el residuo gMsnular obtenido se 
trata otras des veces con 50 t& de éter. Después de secado en vacio 
con P^^ y gránulas da KM8 a 30BC, el rendimiento de la sal TEA. del 
derivado tripeptidioo es casi cuantitativo (1,08 g)#

205 El producto es homogéneo según TLC en A. Este producto se disaê
va en 28 mi de DM?# La aolueién se enfria a -4DB0 y se neutralisa 
oen BtgN (0̂ 23 mi). Se aKade 0,^ (1,^ emoles) de Cbe-Hea-0p3SP y 
la EOlucién se doga subir lenemente a la temperatura ambiente# Deg 
pude de unas tres horas, la soluolén se enfría de nuevo hasta -10 0̂

210 y ge tampona con 0,12 mi de Et̂ R# El procedimiento de tempanado ̂
repite una vez más a las 8-3 horas y la solución se deja estar du­
rante la noche# A continuación aa destruye el exceso de Cbo-Heur* 
OpKP aHadiendo a 3a solución alrededor de 100 Hg (aproximadamente 
1,4 nawlee) de n-butilamina# (El exceso de áster activo es tudescas

215 do porque es difícil separarlo del t̂ trapéptldc en 3a filtración con
gel)# Después de unos 30 minutos, se evapta?a la solución en vacio a 
40BC. S1 acáite pesado restante se lava con tres porciones de agua 
destilada# El aceite se disuelve en MeOH y se purifica per cromato­
grafía de gel en una columna con SBPHADBX (R(m-20 en metanOl#

220 Rendimiento t 1,07 g (83%) de lo, homogéneo según TLC en P] (R̂ *0'3S)

** 8 **
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M  ^  -32" (o 0,3, HeOH ! MT, 95#$)D
Id! Be-Heu^lu -0Bzl)-61i-Arg (NOg)-pNA

229 260 mg (0,30 mmol) de lo ae descarbobenzoxila según el procedimien­
to del ejemplo ha* SI producto mueatra doa manchas en TLC en A —  
(R̂ -0,45 y 0,60) y la espectroscopia IR indica que el producto ee 
wa aescla de HR? . H-Heu-61u -0H)61i-Arg (WOg)-pNA y HR* . K- 
Hetr-63u (y-0Bal)-61i-Arg (NÔ )-pNA* Sata maacla ae hace reaccionar

230 con 000 og (Ó, 35 mmol) de anhídrido benzoico según el procedimiento 
del ejemplo la* El producto benzoilado crudo ae purifica en una co­
lumna do SEPHADRx(R) IH-20 en metanol. Se obtienen doa fraccione#,

24_  o( # 130 ag, M  -15*(o 0,9, OH*OB), Rf-0,20 en P] y235  ̂D ^
24$ 109 *K* M  p -n^(c 0,5,HĤ CB), Bf-0,06 en P;* la espectros­

copia IB indica que las dos fracoionea aon Ba-Hea-Ola (¿T OBsl)- 
240 Gli-Arg (N02)-pKA. (La reacción con HF proporciona entre embaa fbao-

cionea el mismo producto final, le)*
Rn H01 , BK-neu-61u-61i-Arg-pNA. (M.w.734,3)
100 ag (0,12 mmol) de la fracción o( del Id y 0,9 mi de aniaol ae cq 
locan en el recipiente de reacción de un aparato SaR&ibera. Ihioe 

245 5 mi de fluoruro de hidrógeno seoo ae destilan en el recipiente y
ae dejen reaccionar durante 75 minutos bajo agitación a 0"C. SI 
fluoruro de hidrógeno se destila entonces a presión reducida y el 
residuo aceitoso se disuelve en 30 mi da AcOH (33% en agua) y se 
purifica, por orcmatcgrafía en una oolumna de SE^ADEX^^ 6-15 en 

250 AcOH al 3% en agua* la fracción del eluado que contiene el deriva
do de tetrapóptide desbloqueado y puro ae liofiliza a continuación* 
El compuesto obtenido ae disuelve en HeOHt agua destilada (95*5) y 
ae cromatografía en un intercambiador aniónico débilmente básico
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235

260

QáB-3BPHAD33x(̂ ) A-2% en su forma ¡Re cloruro o(m la misma meada 4# 
disolvente como eluyente* El metanol se retira del oleado a 3§ac y 
a presión reducida, liofilizándose la solución acuosa restante*

Rendimientos 75 mg (85%)# homogéneo seg&i TLC en A (R^ - 0,48)

M  *** -40H ( c 0,5# A(^H al 50% w  agua dactilada)B
análisis de los amino Acidos: Han: 0,98, Oluz 0,9$, Arg:0,98,
Oli: 1,00*

Biemolo II : 2H01 * H -Ileu-Glu-Gli-Ar̂ oKA 
Ha : 2HCl.B̂ Ileu-Glu-CHi-Ar̂ oKA (M.w. 666.6)

265 100 mg (0,116 mmol) de lo se hacen reaccionar con fluoruro de hidró
¡geno, se purifican y ee intercambian loe lonea segun loe procedimieg 
toa del ejemplo le*

Rendimiento : 56 mg (73%), homogéneo según TLC en A (R% - 0,34)

270 ^  35̂  (o 0,5 , AcOH al 50% de agua destilada).B
Análisis de amino ácidos : Heu: 0,96, Olnt 0,94, Aâ t 096, di:l,00

Lea substratos descritos en los ejemplos anteriores se utilizaron 
para determinar el factor la en la forma aiguiente:

275 El principio para la determinación se basa en el hecho de que el
producto formado por la hidrólisis enzimática presente un aspecto 
UV totalmente diferente del del substrato* Así, el substrato del 
ejemplo 2,Bz-Heu-!Hu-&lî Arg-pNÂ aci, tiene ma máxima absorción 
a 315 nm con el coeficiente de extinción molar 12000. la absorción 

280 del substrato es insignificante a 405 nm* La p-nttroanüiaa (pNA)
que se forma a partir del substrato durante la hidrólisis enzimáti­
ca, tiene tai máximo de absorción a 380 nm con un coeficiente de em̂  
tinción molar de 13200, que disminuye ado a $620 a 405 nm* Por



consiguióte, midiendo eapectroibtonátrioaasnte a 40$ na* aa puede 
seguir con facilidad el grado de hidrólieie ensim&tica, que ea pro¿ 
porcicnal a la cantidad de p*nitroanüina producida* Si exceso de 
substrato presente no afecta a le medición de dicha longitud de onde. 
Da situación- es casi ldántioa pava los deoÓs substratos de la latea* 
oión, y por esta reedn las nadaoioaas eapsctrofotoaótrioae se reali­
zaron a 40$ nm*

la Tabla 1 muestra una comparación relativa de las vdocidadea 
de reacción de diferentes ensimae dsl tipo de las protoesas d* la qs 
riñe (B*C* 3,4,21) entre el substrato S-2160 anteriormente citado y 
el substrato X, según la presento inwnoi^# Xas velocidades do reag 
oión so determinan según el procedimiento antoriormanto descrito.

Tabla X 
Ceno. Substratos Velocidades relativas de reacción

Trombina 3h Trineina
0,1 aM 3-2150 100 1 100 100
0,2$ zM i a 100 $00 7$

Sata Tabla demuestra que el factor Xa escinde el substrato X 100 
veces nejar que el 3*2150, y solamente queda afectado en medida in­
significante por la trombina* si as ocapara ocn el 3*2150* Be puse 
evidente que el producto X es ovidenteuente, según cata ooaparaclón, 
el mejor substrato para Xa* Por otra parte, la Tabla demuestra que X 
puede temblón utilizarse con áxito como substrato para la tripsina* 
No obstante, este efecto positivo ante la tripsina no interfiere la 
determinación del factor Xa, ya que la tripsina no se encuentra nor­
malmente presente en la sangre.

HEXTinDXCAClONBS
i*.- PROCEDIMIENTO HE OBTENCION DE SUBSTRATOS OROMOKENMOS PARA EN



ZIMAS, especialmente apropiados para la determinación diágnóetica 
del factor Xa, que están repreaentadoa por la siguiente fórmula - 
general*

-Â  *Ag ̂ li—Arg—NH-Bg
o sus sales, en donde B] puede seleccionarse entre el hidrógeno, 

con t a 12 Atomos de carbono, cfo&oMxilcarbontilo, beg 
asóle, benaoólo sustituido, por ejemplo, con uno o dos Atomos de 
halógeno, grupo matilamino o fenilo, benẑ Hulfonilo y toluenót̂  
foniloi Rg puedo seleccionarse entre el nitrofañilo, naftilo, ni 
tronaftilo, mstoxinaftilo, quinolilo y nltroquincUlo? Â  pueda 
sslecoionarse entre un simple enlace o los aminoácidos Gli, Ala, 
W ,  leu, Uso, Pro, Ket, Pe y Tir$ y Ag puado seleccionaras en­
tro los aminoácidos Glu, Gln, Asp, Asn§ caracterizado por llevar 
se a efecto el acoplamiento del grupo cromoíórioo Rg a la argi^ 
as y a continuación se prendo a una acumulación paso p paso de 
la eatrutura peptódica deseada por medio del acoplamiento gradual 
de los asma Acidos restantes, utilizándose el grupo oroĉ fÓrioo 
oomo grtq)o bloqueante para el grupo carbooEAlo G-terminal de los 
primeros amino Acidos.

2*+- PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE SUBSTRATOS CRIMOG3NICOS PARA 
ENZIMAS, caracterizado por firmarse paso a paso la estructura peg 
tedios deseada, doâ uÓs de le cual los grupos de Moqueo utilizad- 
dos as extraen y M  acopla él grupo crcmofórioo Bg a la estasiotv- 
ra psptídica.

3$*- PROCEDIMISNTO DE OBTENCION DE SUBSTRATOS CROMOKENICOS RARA 
ENZIMAS, segdn las reivindicaeionaa te y 2$, caracterizado por 
purificaras adecuadamente, por medio de filtración en gel despeó* 
de cada acoplamiento de un nuevo amina'áoide.

4̂ ,- PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE SUBSTRATOS OROBSCSBNICOS RARA 
ENZIMAS.
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