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qus por 20 nfiom, para Espafia y sus Popesiones, pe solicita a

. favor de AKTIRBOLAGET BOFORS, de naocionalided sueon, domioi-

1iads en HOKORS (Suecis), pors

SUBSTRATOS CROMOGENIUOS DARA ENZIMAUW. = = m = = o = o o = =
Megoria descriptive

Ia presente invencién trats de un proocedimiento pars obte-
ner nusvos substratos oromogénicos para protonm de serimna.

Estos nuevos substretos son esenocislmente apropisdos para de-

terminacién del fector Xa (E.C. 3e4s 21.6) o para el estulio
de 1las remccionss qua huoen que so Lorme, n inhiba 0 pe oonw
sumh ol faotor Xa, o también pars 1a determineoiln de los fag
tores que influyen o participun en diche rescoidne

E1 feotor X es une sustancis clsve en 1a serie ds rencoio-
nes que llefan & 1a cosgulaoién de 16 sangre. IR ectiveoidn del

feotor X produce le formaoién del enmimm protoelitice, faotor

X&, quo es direotements responsable des la transferencia de la
protrombing del trombo. Ia disponibilided de wm método aimple
pare determinsr el factor Xa seria miy valiose pare el diegnés
$100.

168 vemotivos utilizados hasta ehora pare la determinacidn
del factor Xa oonsistian por luv general en substraton ontéri-
pos de carsoter muy espec{fico. Uno.de estos em, por ejemplo,

POOR
QUALITY
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" 1 penitrofenilmp’~gusdinobenzoato (p~NPGB), que es un buen subs-

trato para la trombins, la tripeinn, &s{ como pera 18 plesmingk. Su

. .practicabilided pare el faobor Xa queds Iimitada B su w0 PEra preé-

perados enzindticos purificedos.

Los resultados obtenidos cuendo se utilize sungre no son viables

A debt&o'a la presencia de otras esterssas con aotividad paré ol we=

p-mn.(a.n. Smith J.Biol Chem. _A_q, 2418 (1972).

Bn la solioitud de patento sneca nfe 5757/‘72 8o m demito ef-
toa substratos oromogénicos de Bnida muy buenos pare enzimes 8imils
Tes 8 la trombings Uno de estos, que tiene la férouln Benzoil-Fe-Val

mAvgepnitroanilide (S-2168) puede splicerse perfectamente & s trom

bina mientras que, 8l ger utilizado con ol fmctor Xa, so escinde af
do ligeramonte. Ie mepttbuiﬂad de un substrato antu ia trombina
debe ecr desprecieble si se quiere utilizer para el factor Xa en =
anfliisis do sengre pera disgndsticos

Serde pues miy conveniente la disponibilided de un substrato ni!a
esmcifzoo para el factor X8, y por tanto menos suscoptiblo de ser
extinguido por la trombinsi. EL substrato dsberie medir ls funcién

- bioibgion del enzimm, es deoir, 980indir 1los enlaces do 18 EmidS.

Por otra parts, es muy conveniente que el substreto puede escindip
se répidemente en productos que se miden facilmente teles coue los
compueston cromofiricos que pueden ser seguidos con facilided eapeg
trofotonétricansntoe

Los nuevoe subsiratos segin 1a invenoifn son del tipo amidam, ﬁg
nen una elevedn sensibilidsd el factor Xa y estén reprensn‘tédox por
le siguients férmile generels

| Ry = A = Ay = 014 =Avg ~IE ~Ry

. ¢ pus sales, on donds Ry pusde selecotonarse entre el hidrdgeno, un
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alomwflc que tenga 1 & 12 &tomos ds ‘Sarbono, ciclohexiloarbonilo,
bensoflo, un benzof{lo sustituido con, por ejemplo, 1 o 2 Atomos de .
helbgeno, grupos wetilo, amine o fenilo, benzensuifonilo y 4~toluep
sulfonilo. Rp puede soleccioncrse entve el nitrofenilo, naftilo,
nitronartilo, wetoxinaftilo, quinolilo y nitroquinolilo. A pusde
ser un solo enlaos, o puede pelecoionarse entre los amonfoidom 614,
Ah, Val, DLem, Ileu, Pro, Rat,]:‘.yﬂr.&gpwdo aa:'.acc:lonsralon
tre los aninofoidostilu, Gln, Asp y Asne

Zos nuevos substratos pueden producirse aogﬁn doa proosdimien~
to2 diferentos.

1+ Bl primer procedimiento se basa en el scoplanmiento del grupo
oromoférico Ra e la argining ¥y & continuseién una acwmlecién pa

80 a pemo do la eatructurs peptidios deseadn por medio del Reople~
miento gredusl de los smincfoidoswstantes. E1 grupo cromoférioo

se utiliza agui oomo grupo blogquesnte para el grupo carboxilo O-ter
minel de los primeros aminodoidos.

2. En otro procedimiento se hasa en una formaocidn paso & peso de

1a estructura peptfidioa daseads, después de lo cusl los grupos de
bloqueo utilsisados me oxtraen, y se acopls el grupo oromoflérivo Ry
& la estructura peptidios. -

Utslizendo este sintesis pasc a paso de la estvucturs pepsidios
segdn loa dos procedimientos mencionados, se pueds purificsr ade=
cundamente, por modio de filtracifn en gel, después de czda accpla
niente de un nuevo anminodoido,

Ios procedimfentos de acoplemiento que se han utilizsdo en esta
-aintonis paso & paso de los derivedos poptldim son bien conooie
dos y se utilizen ocommmente en 1a quimion de les péptidom. Grupos
blogueanten may conooidos y commmmente utilizndos dentro de la qui
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nics da ;és"i;gpt'zdaé, o come “al :tv!b(:r;{’carbob‘emm), ¥e0OCbo (p-mwto -
xioerbobensoxi), B0 (terce.=butiloxicerbonile), TFA (triflucroace
4110) 0 formile se utilizen como grupo emino bloguesntes. EX grupo
oarboxilo puede motiverse por medio de conversidn & ofyoes derivaldos
diferentes y eotivados, congoides y utilizedos precuentements en
s quinmica da los pptidos, que pusden ser sislsdon o generados in
titm, como por ejemplo, el penitrofoniléster, triclorofeniléaters
pentaclorofeniléater, N~hidroxisuceinimida~fater, aoida foida, enhi
drido £01d0, que pusden ser simétricos o asiméiricom. Pueden tape—
bién activerses oon une carbodtimida tal como Ia ﬁ;ﬂ‘-aicimucaé
bodiinidas El grupo carboxilo C-termiral en ol derivedo de ammop‘g
t1do o en ol derivedo aminoficido puside protegerse eaterif:cmda;pw
ojenplo, en metile, otil « o isopropilfster o por medio de 1a oom=
vorsifn al derivada cromofirico de la anilinm, quo esi trehafa om0
grupo hloqueante durante 1l formeoifn de la cadens péptida. Los gru
pos funcionnles libres que no participan en la reacciﬁn; pueter pro-
tegerse dursnte le sintosis de los péptidos o de los derivados de
los péptiﬂdl de las forma siguiente:

A efeotos de blogneo, ol grupo srzinile =guanlide restente pmdn
utilicey tales grupos anino-bloqueantes, utilizedos comunments en
la guimion de los péptidos, como por ejemplo 18 pm‘-konizaof&n; —
RO, © Tos (p=toluenSulfonilo). Como prateccién pare el grupo carbg
xilo en ol &oido ghutimico y mapfirtico, se pueden utilizar 1os gru
pos blogueentes que se utilizan comfinumente en la quimicd de los 'iv,ég
tidos, tales grupos como los de piotqcctﬁn de benéilo y butilo tepr
ciario. .

‘Ia invencifn se desoribird con meyor detslle en los ejemplos @i
guiontes quo demmostran la producoifn de Giferentes cubstratos se=
gfin 1a invencifn por medio de le sintesis pomo & peso.

- - oo/ e e s
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En ®1 eititsts de. mmatografhﬂﬁ ofipa £ina ds elundon ¥ pro-
duotom, se uitlizaron placas de vidrio con gel de silice P35, —
(Marok) como medic de dbaorct«ﬁn. Ions sistenns disolventes ut!.i:tz#-
dos hen sido designados de acuerdo con la telle siguientes

Desiznacifn o Digolventes e Releoidn on volumen
A n-butenolifoido aolticosagua (3r1e1)

cs n~propancliecetatc de etiloisgus (7s1:2)

Ds n-haptmp‘l‘n-‘-bﬁtanollﬁntdo sobtico (31211}

Pyt olorofornoimetanol (981)

Duspuls de la oromatografis en csps fink, pe estuldieron las pla
ose primero & la luz ultraviolets (254 mm) y posteriormente utili-
sendo la reaccidn del alore/toluidina {Ref.: G.Patnkis Dinnschicht=
choommateraris in der AminosBure = und Peptidoheumse, M‘éu' &
Gruyter and Co. Berlfn, 1966, pe 125) como uétodo de deserrollos

Bl significado de 1ss sbreviaturss utilizalaw a continueoidn son

los e;gnimtan
Anino éoidoss

Betaa sbrevinturas se refioren 8 regtos de llmino doidon. E) ani~
no #0140 o péptido libre se indics por medio de He en 61 grupo ami-
no y «OH en el grupc cerboxilo. El grupo amino oe indica siempre &

la dzquierds y el grupo ocarboxilo & 1a dercohfe

9alvo que se indigue de otro modo, todos lom amino doidom utili
zados tienen 1la configuracién L

Aln = Alanine Ilem = Isoloncings
Arg = Argining , Isu = Ioucine
Aun » Asperragina Mes = Metioninms

. Asp = Acido sspértico Yo = Fenilianimn
Gln = Clutemina Pro = Prolime
Gls = Glicina Tir = Tirosine

Glu = Acido gluténivo Val = Valina
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O'h'ns: ai:v:gv;a‘azziass
AS = Acetilo. ‘
A0 = Anhfarsdo aobtico.
. AcOB = Acido acti0o.
BOC = Terce=Butiloxicmrbonilo.
. By = Benzo{lo.
. Bgl = Bonzilo.
. Beg0 = Anhidrado bonzoico.
. Cbo = Carbobenzoxie.
DCC1l. = Diciclohexiloarbodiimida.
81;31! = Trietileminge
D = Bimetilformbmidn. ‘ o
RObo = peMetoxifenflasocarbobensoxi.
MeOH = HNotanol. '
OtBU = éarc-Buﬁloxi.ﬁ
16):3 = Etiloxi.
OMs = Motiloxi.
OpiP = peNitrofencxi.
OfsoPr = $go-Propiloxie
pNA - p-Mfa'oans.Mda;
TFA s Trifluorcacetilos
Tos = peToluensulfonilo.

A menos que se indigque de otro modo, las indiceciones de tom=
poraturs que se den en los ajemplos son &n gredos C.

Is o B 3 & T
Ing Cho=G RO L (Mewe 530, .
5,0 € (10,6 mmoles) de Cbomirg (NOp)= pHA se disuelven en 21 ml.
ds AcOH y 22 ml. de 4N Hbr en AcOH en condiciones litres do humd
dad. Ia solucifin se agita durente una hore a la temperaturs G
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biente ¥ & cotinueoién ‘se iorte lentamente en 200 wle dn Ster mzi
tado vigorossmente. Ia solucifn etérica se decants y el reaiduo gra
nuler obtenido se wrnta otras dos veces oon 100 ml de étere Después
de pecado en vacio oon Poly ¥ grénulos de KOH & 3080, el rendimien—
W da 18 88l hidrobromaro dolmamdnamﬁomumiw
ti.tat:m) (4495 g)e 31 pro&nm es homog&mo sogin TT0 en A.

Egte producto se disuelve en 50 ml. de DMF destilado. Ia soluocién
saenmiaa-zoncymmsgnmmqwuaoimﬁnnpom-
néutra (2,1 ml). Bl E¥3N . HEr precipitedo ne filtra y el filtrado
pe enfria 8 =1020, Se siladen 3.9 8 '(n;a mmoles) as Cho~G14=0pNP
¥ 1a soluoifn puede dejerse que sloance lentamente ls temperaturs ag
bientes A lags tres horas se enfria de nuevo ia aolucs;&t & ~1020 y »»
tempona con 0,54 g (5,3 muclen) de EtyN. E1 procedimtento de tempons
d0 so repite tnu ves mfs a las 2«3 hores. Is molucién de la resccién
me daja ester durante la noohe y & oontinuacin se evepors en vacio
a 40%0, Bl aceite pessdo restants se aiitn ontdedosaments con 100 ml
de agus destiladm. Bl sgus se decanta y el procedintento de lavado
se repite otras dos veces. El aceite restante se disuelve en NeOH
ocnlients y a1 enfriarse sl producto 00 precipite en formk oristaliw

ke

Herdimtento t 4,2 g (79%) do s
Homogéneo sogln TI0 en Py (Rew0,16)

] ? ~368 (o 0,50 MeOH).

Tbs t-Boo-0ln () ~0Bal)-Gla=irg (NOp) =pNA (M.ws 725,8)

2,65 g (5,0 moles) de In se descarbobensoxtls y se acopls oon 2'50
g (5,53 moles) G t=Boo=tln (0 ~OBs))=OpNP seglin 1 utodo del ejey
plo Ia. El producto arudo se purifica pear oromatografia do gel en
wns columme que ocontiene SEPHADEX(R)EH-20 en MeOH.
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Homoghueo ' segln TI0 an Py (Rf- 0,22y
Rendiuiento s 3,25 g (91%) de Ib

- .

24
© > =342 (o 1,0 MeOH).

Tot ObomTleu-ilu (¥ ~0Bsl)=31iArg (HOp)epls (Mawe 882,5)

1,08 g (1.5 mae;a) do Ib se disusiven en 10 ml da TFA, mﬁ solucidn
pa ogite durante una hore & 1lu temperatura ambiente, y & continus
cién oo acha lentamente en 75mil do dter seco, vigorosamente agitndos
Ia solucifn etfrica se decentd, y el resfduo granuler chtenido sg
{rata otras dos veces con 50 nl de Ster. Despuls de scomdoe on vaoln
oon Pals ¥ grénulos & KOH e 3080, el rendimiento de la sel TFA del.
derivado tripeptidico oo casi cusntitativo (1;08 e

BL pmduct;: es homgénsc seg&n TLC on A+ Este producto se asm;
vionanmldeb}i!. I.aeoluc:énaa mhawuyaeneuwm
oon EtaN (0,23 ul). Se aftade 0,63 (1,68 mmoles) de Cbo=Eleu-OpiP y
1a polucibn ce deje subir lentamente & la temperaturs smbiente. Deg
pubs de wirs ires horas, la solwoifn se enfrfa @ nueve hasta -10!(3
y se tampond com 0,12 nml de Etan. El procedimfento de tsmponeds .o
repite unn ves nés a las -3 hores y 1s solucifn pe deje ester due
rente la noche. A continuncifn se destruye el excess da CbowIlsuw
OPHP gypasendo & 1 solucifn elrededor de 100 mg (eproximsdamente
144 muoles) 4o nebutilemine. {E1 exceso de Sater activo ¢s indesee-
80 porque es dificil sepererlo do} tetrepptide en 15 filtracién com
goz.}.nespuéadeuhoa 30 mﬁm‘&oa, 86 evapora la solucifn en vaofo a
4080, X1 aobite posado regtunte se lava con tres porciones de sgus
destilade. E1 aceite se disuelve en MeOH y se purifica por cromato-
giaf?a de gol en une colwma con SEPHADEX (R(131~20 en metanole

Rendimiento s 1,07 g (83%) @e Xo, homogéneo megln TIC en Pq (Rp=0®3R
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¢ > =32¢ (0 0,3, MeOH 3 DMF, 9515)

343 Be~Tleu=Glu (¥ ~0B81)=011~Arg (ROg)=pRA

260 mg (0,30 mmi) de To se deaéarbobenmxua pegin el procedimien=
%o del egamplo Ta. E1 producto mestra dos manches en 710 en & -
(Rg=0,45 ¥ 0,60) y 1u espectroscopia IR indice qua el producto es
&;a ussofa de FBr o H~Tleu-Glu (¥ =OH)Gli~Arg (NOp)=pNA y HEe o He
Teu-Glu (¥ =0Bel)=Gla~Arg (NOp)~pMA, Eata megola se hooe romccionay
eon 80C nmg (0,35 rmol) de enh(driao benzeioo. seglin el procedimiento
del ejemplo Ia. El producto ‘benzoﬂado oruao po purifioa en ung co-
lurns de SEPHADBX(R) JH~20 en motanol Se obtienen dos fracciones,

o O | m Dg, @(J D "1,’(0 0'-5’ W3°B)' RM,N an p’ y

24 ' ' ' , '
B 3 105 ng, [of) 5 =11%(0 0,5,EH0K), Rfw0,06 en Py« Ia espectros-

copis IR indice que las deos frecoiones son Be-Tleu=Glw (J OBsl)-
Gla~Avg (HOp)=pNA. (I& resocién con HP proporoiona entre embas frao-
ciones ol nmiamo producte final, Je). '

Tes HOL o Ba~Ileu-Glu~Gls-Arg=pRA {M.we734,3)

100 ng (0,22 mnl} de le fyacoifn A del XA y 0;5 nl de anisol se 00
locen sn el recipients de wesceiln de un aparato Sakukidbera. Unoe
S pd ds fluorurc de bidrdgeno seco pe destilan en el recipiente y
Qe dejen moczonar durante 75 minutos bajo agitzoién a 080 K1
fluoruro de. hidrégeno se destila entonces & preaién reducida y el
raa{duo aoeitoso se disuelve en 10 ul de AcOH (33% en agum) y pe
pwcs.ﬂoa por oromutograrfe en wnn columma de sammx(m G=15 en
AcOH Bl 33% en aguke 12 fracciln del clusdo que contiens el dertva
do de tetrupéptide dosblogusado y puro oo liofiliza & continuacibne
Bl compuesto obtenido se disuclve en MeOH: agun destilsds (9515) y
so crometografie en un intercaabisdor anifnico adbviluente bésico
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QAB~GEPHAIEX (R) A-a5 en su forma de clommo con l& misme mesola de
disolvents cono eluyente. E1l metenol se retira del sluedo & 308C y
& proaifn reducids, liofiliséndose 18 solucidn ticuoss restants.

Ccde &
cew

Readimiento: 75 ng (85%), homogdneo segin 920 en & (R = 0,48)

v
(o =402 ( 6 0,5, AcOH &l 50% en agun destileda)
anflisis de los eénmino Aoidops Ileus 0,98, Glus 0.95,' Arg10,98,
G148 1,000

Biewplo XX 3 2HCL o H ~Xlou-Giu-Gli-ArgwplA
Tis 3 2HOLl.HeTlou=Glu-Gl HA_(Mows 66

200 mg (0,216 mmol) de Ic se hmoen resccionsr con fluoruro de hidrd

geno, se pm-iftcan ¥y #e intercembian los iones sag& los procedimien
tos del ljowh Ico

Rendintents t 56 ng (73%), hemogéneo segin TIO en A (Rp = 0,34)
24 .
& > - 35¢ (¢ 0,5 , ACOH al 50% de ugua destilade).
Anfliats de emino foidos 3 Ileus 0,96, Gluz 0,94, Args 096, Gl1:l,00

. Los subetratos desoritos en los ejemplos anturiores se utilizeron
para determinar el factor Xa en la formA sigulente: .

El principio para la deternincoifn ee besa en ol hecho de que el
rroducto formado por 1s hidrélisis enzimftice presonte un aspectd
UV totalmente diferente del del substratce isf, ol substrate del
ojeuplo I, Bo=Ilonm=Glu~Gli=irg-pNA=H0L, tieune wne méxime sbgorcidn
& 335 nm con el coeficiente de extinoién molay 12000, Ia sbsoreilén
dol gubstreto ew insignificente & 405 nme Le penttroaniline (pNA)
qua se forme a partir del substrato durente 1s hidrfiisis enzindtie
R, Giene umn mAximo de absoroiln & 380 mm con un cosficiente de ex=
#inoién molar de 13200, que disminuye 8010 B 9620 & 405 mme. Por
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nonaigumﬁ, niddendy éépeémibtdnﬁtrlomnu & 405 nm, 8 pueds
peguir con £ae1lided el grado de hidrdlisis ensimfitica, qus es pro-

| poroiongl & lo cantided de penitrosnilina producids. El exceso de

pubptrato presents no afeota & 1 wedicidn de dicha longitud de onda.
Io situacifn o cmsf 1adntion peve loe deowls substratos de 1a inven-
oifn, y por asta rezén las moddolones espeotrafotométrions se roali-

saron & 405 nme

Ia Table T miestre uni comparacidn relative da‘ 1a8 vﬁlooidaﬁal
de respoifn de diferenton ensimss del tipo de lus proteasas de 1a pe
riva (B.0s 3 4,21) entre sl subetrato S-2160 mmxom;nnw citodo y
el substrato X, seglin la precents invenoifn. Jea wlocidedes de reag
oidn so detarminan segin el proocsdimionto entoriormente descritoe

Zabin I

onp.  Eubstretos Yelocidades relstivas de remceifn
frombins Xz  Iripsipa Flasaine

Oyl 2l SeZ160 200 1 100 200

oW e 1 g 100 500 (]

Bate Tevls dommestra que ¢l factor XA escinde sl substrato X 100
veoen pejor que ol S-2150, ¥ solamsentde qﬁeda afeotsado en medida fnw-
significante por le trombina, 81 se compeys con ) 3-2160. Es pues
evidents que el producto I ve evidenteuente, megim coin oomparacidn,
ol mojor subzireto pere Xa. Por otre parte, 1s Tabls demuostre que I
pusds taubidn utilizerse con éxifo gomo substrato pora le tripsinm.
No abstents, este efecto positive ante 1a tripsina no interfiere a
deterninaciln dsl factor X8, ya que le tripsing no o5 onousntra nore
nalmesrte prosente en 1o sengi'e.

REX ACIONES

18~ PROCEDIMIENTO DE UBLENCIUN DE SUBSTRATOS CROMCGENICOS PARA EN
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ZTHAS, eapecialmente apropiedos pera la determinscifn dtfgnSstica
del fagtor Xa, que eastfn representados por la siguiente £érmmls -
generals
315 ) Ry =i =Ap ~Glimkrg-FF-Ry
o mp seles, on donde P.-, pusde selsccionarss entye el hidrﬁsano,
‘aloanoflo con 1 & 12 fitomoe de carbone, ciclohexilearbonilo, bep
soflo, bensoflo sustituido, por ejemplo, con w0 o dos Atomos de
halfpeno, grupo masilemino ° fenilo; bénzénﬂxﬂfonﬂo y toluén!u;
320 fontlop 'Rz pusds sslecoiomarse entre el nitrofeonilo, naftilo, ni .
tropeftils, netoxinafeilo, guinolile y nitroquinclilop Ay pusde
selecoionarss ontre un simple snlsce o Joe smincfiotdos Glt, Als,
Yal, Isw, Ileu, Pro, Y¥et, Fe y Tir; y A, puadc seladciontro¢ en=
tre los sminofioidos Glw, In, Asp, Asng cornoterszedo por 1lever -
325 sa & efaoto el scoplamiento del grupo cromoférice Ra 8 1a srging
myamﬁmciﬁnaemom&aammumlm&&zpaeogpamd&
le eatrutura peptidica dsseads por medioc @el acoplamiento gredual
" 4o 108 saino dcidos restantes, utilivindose el grupo cromofbrico
' OO0 ZTUPO blo@manta para el grupo carboxilo Uwtorminsl de los
330 primeros emino &o1dos. | ' |

o

28, PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE SUBSTRATOS ORIMOGENICOS PARA

ERZX¥AS, carancterizado por formarss pesc & pesc le ostruotura m

#fd10n dﬁmﬁdﬁ.' dospufs de 1c oual los grupos de blogueo utilivge

dos se extresn y se soople 61 grupo cromofirico Ry & la eotewiotus
33 e pept{diocn. | '

3%y PROCEDTAISNTO DE OBTENOION DE SUBSTRATOS CROMOGENICOS PARA
ENZIMAS, segin les reivindicacionas 18 y 28, mterizado por
parificorss sdecusdemente, por medic de filtrsoidn en gel daapﬁ&n"
da cade ecoplemiento de wn nrevo amno.‘.&om'c@ B

340 4%, PROCEDTMIENTO UE OBTENCION DE SUBSTRATOS OROMOGENTCOS PARA



Oonista 1n presente memoris desoriptive de treoe £0lios nu-
nerados. ¥ mecanografiatiop B 1B SO1E OBRYGe

Madrid, 2€ de noviembhso da 1.975.

AKRIEBOLAGET BOFOR3,
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