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PATENTE DE INVENCION B .
que por veinte afios, para Espafia y sus Fosesiones, se solicite
& favor de ARTIEBOLAGET KABY, de nacionalided susoea, domicilic-
da en Se104 25 ESTOCOIMO (Suecis), por "PROCEDIMIENTO DE OBIEN-
CION DE NUEVOS SUBSTRATOS OROMOGHNICOS PARA TROMBINA®

 MBNORIA DESCRIPTIVA
Ie preseﬁte. invencidn se refiere a nuevos subsiratos cromogé-
nieos para trombing y emeimes simileres a 1s trombine. los suhs-»

tratos segin esta invencifn son adecusdos especialmente parefi’_ini“
determinecifn cusntitativa de la trombing o pers un estddio de
las reacciones en lag que se forma, inhibe o congume 'l:rombina o
pare la determinmcifn de los factores que ejercen ,é’.nflgenoi_a, o
toman parte en dichas reacciones; Vege para la dehémina;;idn d.q
le antitrombina, la protombine y heperinf. L

-

Los substratos sintéticos pare las determinaciones de las en=

zimas tienen grandes ventajas on compare:riGn con los naturales,

slempre que cumplan con ciertas cond_iciones,._tales“cémo__gt‘an
sensibilided y especifidad para la anoima; ung bueng sensibili-
dad en agua o en el 1iquido de emsayo bioldgico y fhcil detecta~
bilided do algunos de los productos de descomposicidne. 3

Hesta shora uno de los mejores substratos para la determina-
cibn de la trombine se describe en nuestra Patente n® 380,257 y
et constituldo por el derivado de tripdptido cromogénice (en
1o que ‘respeci;a & lag abrevistures, cotejese la plgine 4)¢ '

Bz~Fhg-Val-Arg-pNA (82160 ) A
Este tiene una gren sensibilidad para Is trombine y de por
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hidrélisis enzimltica ol producto cromoférico paraanitraanilina
que se puede determinar con facilidad espectrofotoméiricamente.
Sin embargo; el S=2160 tiene una delimitacién debidae a su relati-
vemente beja solubilidad (1 mg/ml)e. Une baje solubilidad tiene
la desventaje de que se ha de trabajar muy cerce del limite de
saturacidén para el substrato & fin de conseguir une concentracidn
satisfactoria del substrato. En la determinacién de Has enzimes
en diferentes sistemas biolégiopa pue tener lugar una precipita-
oifn del substrato como ta8l o una precipitacién proptéina/subs=-
trato combinada. La citada precipitecién producird lecturas erré-
neas de la enziﬁa. El substrato de enzima S-2160 se hace consi-
derablemente més soluble si el grupo benzoilo se reemplaze por H
qpedando:'

H-Phe-Vaa.-.Arg-pm B

Bl ahora libre grupo amino protonizado en Phe aumenta la solu-
bilidad, pero tambien hace que disminuye notdblemente la veldci-
dad con la que la trombina desoompone al euhstrato, dal orden
de 30 veces menor (cotejeae Tabla I). Ademfs, en wne solucibn
de ensayo biolégico, el substrato se puede descomponer en uns
forma indeseable a pertii del extremo del terminal N por medio
de amino peptidaseas. '

Segin la presente invencidn, el substrato de acuerdo con la
férmula B se he modificado cambiendo por ‘un &cido imine ciclico
(Aze, Pro ° Pip) y L—Phe por D=Fhe. Tai como se preveia, los
substratos ag! ohtenidos son todavie muy solubles pero enﬂfo;ma'

may sorprendente la activ&dad contra la trombina no disminuye

| 8ino que, por el contrario, es 30=50 veces més alta que 1a acti

vidad pera el correspondiente subgtrato con solemente L-amino
foidos (Table I). Ademés, 1los nuevos substretos son aproximada-
mente un 400% més activos que S~2160. E1l D-amino dcido de termi-
nal N tembien impide un ataque no deseado por amino peptideses
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el ser especifico pars L-eminos dcidos. Los nuevos substratos
oromogéniccs seglin la invenoién, se caracterizan por la siguiéﬁ-
te flrmule generals

Dtz = OF = 00 = ¥ = cln-oo-m CH = CO = NH = Rg

W GG, Om;
' X
| | /‘l\ |
- L7 Hol N
By

o gales de este compuesto, en donde 12 pueae hidrégeno o hidrox:l ’
Rg se¢ puede seleccionar entre ni‘{n'ofenilo, naftilq, ni'l:t'or-aftilo,v

-netoxinaftiley quinolilo o ni‘brocluinolﬂo yo n puede sexr 1, 2 6 3. 

Pars ls sintesis de 1os nuevos subsiratos de enzimes cromogéng
cog se uﬁilizaﬁ gi-uﬁos protectores convencionales ¥ métoéoa de co"
pulacibn todos ellos bien conocidos dentro de la quimica de los .
péphidoss _ '

Como un gmpo protector dely -amino se pueden utilizer ven'hajo-t
semente grupos carboxibenzoxd o t=butiloxicerbonilo o cuslquier . !
grupo relaoionada con log mismos telsa como, por e;]emplo; p-netoxdi.:
p~nitro o p-metoxifenilazo carbobenzoxd..

Como une proteccién pere el grupe &egusnide del grupo arginili-

2O ea convenlente utilizar la pmotonizacién, un grupo NO2 o un

grupo p-toluenow=sulfoniio. .
Como pratecesdn para el grupo hidroxi en el grupo de tirosine
es conveniente empleer un grupo t~butilo o benzilo. Como un grupo
protector cerboxd desdobleble es adecusdo utilizer metilo, etilo

o benzil és'ber.
La oopulacién entre dos ammoéoldos o un dipéptido y un emino-
Actdo se consigue por activacién del grupod=-cerboxie El derivado

ectivddo puede aiglarse o generara® In ity y puede ser, por ejem
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plo, penitrofenilo, triclorofenilo, pen'ha"lorofenilo 0 éster de

succinimida, enhidride simétrico o asimétrics, szide de fcide o
éater ds mohidroxibenzotz-1azol.

El principio para le gintesia puede ser una v.n:t.6n aacalonada da
log aminoéeidos al grupo arginilo terminal €, ya suministrado con
un grupo crguioférieo qoﬁula&a que funcione como un grupo protector
carboxile © proporcionade cor un grupo profector cerboxilico des—
doblable 'y entonces, el grupo cromofér:tcd se une al derivado de
tripbptido protegido o ai’cemaﬁvamente e8 posible sintetizar el
frogmento de dipéptido termirel N *per se' que luego se une al gru
po arginila con o sin wn grupo cromoféricae, do gcuerdo con 1o ante
riormente nxpuesto. _ |

Independientemente del principﬁ.o elegido, es conveniente un& pum
rificacibn de los pfoducto_gs :lntermedics ¥ fineles por medio de la
eromatografia de filtracidn de gol puesto que permitird una répi-
da sintesis y daré ol méximo Mendimiento.

'E1 anflisie TIC (cromatografia de capa delgada) se ha realizado
en perte de eluaf.oé de GPC y en perte de productos intermedios y
finnles evaporados y secadose«

Ie invencién se describe con mayor detalle en los sigulentes
ejemplos especificos no Limitantes,

ﬁhreviah.ras ‘
Aminofcidos (sj.' 19 86 indica de otro modo, se supone la forma L):

....

Arg = Argining.

Age = 2 Azotidina carbox{lica.
Phe = Fenilalanina.

Pip = Acido pipecolinico.

Pro = Prolind. | )

Val = Valina.

AQOH = Acido acétioos

Bz = Benzoﬂo.
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| cbcse- = carbcbgnéaxi; ‘
DYF = liiﬁgtilforﬁaﬁiaa.
Et3¥ = Iriotilenina,
EtCle = B’azlace'uatc.
HMPTA = Triamida NQ ,m',m',m' ',N' '-hexa.mstilfasférica.
GPC = Cromatografia de filtracibn de gels
¥eOH = Hetenol.
~OpNP = p-nitrp_fénoxi. &
~pNA = panitroanilids,
| TLC = Cromatogralia de oapa delgedo.
Gmmatografia de_cepa delgada: | v

Pare endlisis THO me u‘bz.ls.zan plocas de Viﬁr:io pwevmante pre=
peradas con gel de silics Fp 254 (Mepel) como agente :ie e.'bso::ciﬁn.
Los sistems dikolventes usilizados son los siguaentea! )

Pyt cloroformos MeOH  9:] (relucién en vo:.mn).
4 ¢ p-butenols AcCH: egus 3:2:1 (relacién en volumen).

Una vez acsbada la croxnatogrﬂia, la pleca se estudis en 1uz ’
ultreviolets (254 nm) y se realiza un revelado posteriormente
von reactivo de ¢loro/ortomtolutding ie acuerdo con le préotics
comine Cusndo se establece un“producto homogéneo segl&n TLOY sa
realizs el anflisis en un orden de magnitud dea'“ﬂ. Ios valores
Ry ‘establecidos son resuvlfedes de procedimientos crcmetogréficos
independientes. _ ' ' i

Bl gel. Saphadéx (R)G-le; utilizedo pars la filtracidn de gely
g8 un gel de dextrane de enlaces cruzadose Bl gel Sephadex (R)
LH-20 eg 1m gel de b.ex'!;'ano de enlacea cruzados hidroxipropiledo.
El intercambisdor de iones Sephadex (R’). QAE~25 utilizedo es un

gol de dextrano de enlaces cruzados con dietil=(2-hidroxipropil)=

amino-etil como grupo funcional. Estos gels proceden de Pharmacig
Fine Chemicels, Uppsala, Suecia.
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Dagoripeiln do in sintesig.

Ts Obo=Arg{NOs)plA

35;3 ars. (10 milimoles) do Cbo-/ag(NO2)=0H seco se disuelven

on 200 ml de FMPTA sece recientemente destilado & Ia tonperatura
del. rdeinto, despuls de lo ouel se afiaden 10,1 g(100 milimoles)
de Bi4R 7 24,6 g (150 mol) de penttrofenil-isccianate durante les
bon&iéi‘onaa da agitaciln y sin humedsd algunBs Despuds de un tiem
po de rencoidn de 24 horem, la soluciln se vierte en 2 litros de
soluotfn de bicurboneto sbddco al 2% bajo agitaciln. El precipits
do Zormpdo se eliming por f£iltracién y se lava con wme solucidn
de bicsrbonato sl 2%, ugus, 0,5K O1H (8ce) ¥ sgus y finalmente se
seotie Bl producto bruto se exizae con MaOH celiente y so £iltren

' los subproductos dificilments molubloss E1 filtrado se purifics por

ocromatograria en una columma de ‘Saphadexm)m-ztﬁ, g0 osponje y s6
oluye don NeOH. :
Rondinientor 29,8 gra (63%4)s
Anf1is1as Homogéneo de sousrdo con TIC en By (Rer 0,34)e

2 1 .
4! : + 20,58 (0 149, DIF)

m ChiowProwirg (NOp)empilss

48 era (10 mmol) de Oho-Arg(NOp)epid - ge mamlmz en forma pag-
mmmasmlwmon BEC0,. aespxz&adeloamlmaﬁadenlsml
de Hx6 N Horen AoOH. Ilaﬁpuéa de un periodo do rencoibén de 50 mi-
nutes & :.a torperature amblental del rgomta, 1n solucidn se vierw
18 con una fuerte agitocidn on JOC ml«de ééer poos« Ia fage de étgr
so extres por espirecidn del precipitedo obientdn y el precipitedo
ge 1ava con 2 partos de 100 ml de Ster cads uns. EL Hbr-Heirg (XN02)
wpNA pafl obtenido so soca en vacio on NaOH & 40¥C durante 16 horaes.
Posterdermente se disuelve en 25 ml de DMF y Ia i6 polucidn se enfria

& «108¢, En oate momento, Bbe aimﬁur E‘i:JN on cemtidud suficiente pe-
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ve obisnsr un papel de pH humedo mantenide inmedistemente por en-

cime de 1s superficie Ge la sclucibn, une reacoibn-débilmente bé-
sica (1;9 ?:;}. EL precipitade EtéN.EBr se elimina ﬁor £iltracidn
y o8 sfadsn 4,1 g {11 mol) de Cbo-Pro-OpiPs Despuss de 1 nova,
se afiaden 0,’;’ o, de Bl ¥ tambidn despuds de 4 Res Se dsja que
le solucibn ee ajuste a la tampara@a ambiente durente la noches
& £in de evitar que el exceso de Cbo-Pro-OpNR coniemine el produe
to final durente GPC puesto qus’ ‘i'i'ig_men volimenes de elusciln simd
lares en el sistema cromatogzzjéficn utilizade; se"_aﬁa&e 0;5 mle
(5 milinoles( ds nebutil=anins. Despuds de 30 minutps; se agrogen
10 milinoles de (AN diluide, la sulucidn de reacoidn se 'eve.pora
en un rotuvapor, es_‘agi‘ea' con un per &2 partes de agua que eo el
mina por decsntacifn. Bl residuo de disuelvs en MeOH y es objede
de cromatografid en un& columme de Sephadex(m IH—QO, s¢ egponjs
y se eluye con MeOH. E1l producto obtenido es homogénso de avusrdo
con TIC :

Rendimientos 5-;’5 g« (96%4)s

Anflistms: TLC en Pq (Rpz 0;28)

. E’(] iq. ~33.0% (0’ 1.0, DMF)

IITs Cbo~Pip-Arg (10g)-plA.

Realizado segiin IY.

Rendimiento: 5,1 gz (86%). _

Andldssar Hidnogdémoo de acuerdo con TIO on Py (Rpe 0, 30)

24 '
C4! , 2628 (01:0, D)
IVe Obo~Phe-Pip=-Arg (NO,)=pNA

2,9 gramog (5 milimoles) de Cbo~Pip=Atg (NOg)wpiA ee dicarboben

zoxilen sn BrH en AcOH, se preciniten y lavan con éter y se secen
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seglin IZ, A continvecibn, HBmedlPip-irg (NOp)=pNi se dicuelven
en 15 2l de zm?, ie golucidn pe enfydnm o wionc; se have dobile
mente bésiez con 0,0ul de Bft3N ¥ se filloa,. Se afiaden 3;0 gre (
TH15 milinoles) de Cho-PhowlpNP y luego 0;65 grenos (5 milimoles)
de Nwhidroxivouzoirdzgol como cetaltsadmrs Daspués de + hore se
afiaden 0; 35 ml d= }*It3N ¥ ol miamo procediniento se repite después
de 4 hores. Se deja que 1a solucidn de la resociln llegus & 1a
teumporaturae del recints duronte 16 noeche. Ta soluc‘ié;; e evapore

8 sequeded en un roltavepor. Bl regiduo se disuelve en EOic y se

trota von une eolucidn de bicarbonato eédice ol 2% y agus y lus=

go so ovapora. El reslduo se disuclve ehora en MeCH y a8 objeto

de cromatografia en Seplmdex(m I-20, se esponja y eluye con =-

MaOH. Bl products obbtenido es homogéneo de mvuerdo com TLO.

Rendimiento: 2,7 & (73%).
Anflisin: TI0 en Py (Rp: 0,335)

- 24 ‘ '
] , =329t (e %0, iD).

Ve ObO-DuPismPipesre (NO,)~plas

Realizsdo ssgin IV. -

Rondimiento: 2;6 SraNon (;{D;’-‘?»). )

Anfiliais: Homozdneo de soueprdo con TLT e Py (Rp3 Oy 44)

24 . ;5. . ,

[V] D "'38.4"‘ (‘& 10043 DMF)&

Vi. Chg=FhewPro-Arg (Imz)qpm.
Roglizado sagin IVe

Rondimiento: 2,9 gro (80%)
Anfilisisr Homogdneo e mgusrdo con TLC en Py (Rgs 0,38)

) :4 ~3928 (o 1.0, DiF).
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VIZ, Cho~D-Fho~Fro-dvg (NOg)-plih.

Realizedo megin IV,

Rendimtente 3.1 gra (864).

Anfltsias Homogbneo do cowerdo con , 750 en P» (Ret 0,46}.

[°(] 12:4 ~6+2% (a 1.0, DF).

VIZZ, H-D-Phe-P‘fa-ArgprAoz}Im.

175 mg (o, 246 milimoles) de cbo-B-«Pha-«Pfc-Arg(rzoz}-pm so “deg
prowgen" nadien'te reacci_én con 5 mle de FH en 5000 en le greaeg
cia ds O V3 nl da anisol on un apartedo déa'{:inado a este :a‘.’in, de -
ecuerdo con Sakskibara, Gursnte 60 minutes 3 oe¢, Después de aca
bada 1a resceiln y tras la destilacibn de %odo el FH, el proGue—
to bruto se pur:!‘.f:lca vy s somete & un intercmmbic de fones en dos
etapans » N _

2) GFC on wna colume de Ssphadex (R)G-15, esponjade en 33%
AcCH en agug, con el mismo medio que el disolvente y de
elnacidn. E1 producte puro se liofiliza a partir de AcOH

 (ae.) .

b) Intercembio do fones en u;;a columme de Sephadex (R} QAE-23
en la forma de clorure, esponjado en MeOH: agus (95:5) con
el mimmo medic que el disolvente y de elumeién. El producto
ourd e 1iofiliga. a partir de ag:ua;

Rendimiento: 120w (80%). _

Andlisiss Homogdneo do acusrdo con “IC en A (Rp: 0,29)

Contenido en clorure 11,537 (tedricamente 11,%)

24
[\Q 5 ~1222 (¢ 0a5, 50% AcOH (ag))
iX. BwPhe=Pro-Arg-pNA.2HCT

Realizedo segfn VIIX.
Rendimientor (71%)
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Anfl4eins Honozbnso 8o acuewde con TEU en A (Rp? 0,22) .
Conbentdo en cloruwo 12,00 (tebricamente 11,64).

o4 § o
\3‘) g 71362 (o 0.5, 50% AcOH (ag))e

X4 HeDaPho-Pip-Argeplih. 2HCT

Reelizado sogln VIIX.

Renddmtentos (724). _

Anélisiss Homogdreo de acuerdo cori TIC en A (Bgr 0,44)
Gontentdo en clorure 11,4% (tedricamente 11,3%)

24
[0(] D «1098 (e Ouid, 50% ACOH (ﬂq))

ZXe BePho=Pip~isg=plk-21(1

Realizado segin VIII.

Anflinis: Homogéneo deo acuerdu eon ;Lc on A (Rgy 01417'
Contenidc en clorwrd 11,375 (tedricamente 11,3%)

x1 ; wB0.32 (¢ 0.5, S0% AcOH (ag))

XIX, Cho-NTgr (OBet)~Pip-Arg(K0py)~pik.

Reslizado aeg&n Iv.

Rendimientor 3,2 gre (75%4),

Anfltstos Homogéypo de eouerdo con . 150 o P1 (Rps Oy 50)~

X21Le HeDndlyrePipeArgeniil o
Realizado segin VIIZ.

" Rendimientor (63%).

Anflsis: Homogéneo de .mouerdo oon TLC en Py (Res 0y44).
Gontentde en oloruwo 10,8% (tebricomento 1l,1%).

24 : .
'3 [ <T5E (o 05 507 AcOH (aq))
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XIVs CbomAze~ATg(NO,)-pNA

Realizado segén IX

Rendimientos 4,2 g (75%)

AnAl4ains Homogéneo de scuerdo con TLC en P1 (Rg: 0,2'7).

305 XV, Gha-D-»Pha-Aze-Arg(NOa)—pm
Realizado segfm 4’4
Rendindentos 244 g (69%)
Anél;%s*m Homogéneo de acuerdo con I'LC en Pq (Rg: 0,47).

XVI. H~D-Phe-Aza-Arg~phiks2HCT

. 30 Reelizade selgﬁn VIIX

Rendimientos (71%}-

Anélaszs. Homogéneo de acuerdo con TLC en A (Rf: 0,21)
Contenido en cloruro 11.6% ( tebricanente 11,94).

2
315 B3 2 casen (o 0, 508 oo

XVIT. Cbo-Arg(NOp)=pNa

752 gramos (20 milimoles) de C'bo-Arg(Noz)-OH se disuelven en 400
ml de THF. Se aﬁaden 2,0 grs (20 milimoles) de Et3N, con lo que la

320 solucidn se enfria 8 -102C bajo condiciones completsmente exentas
de humedad. 2,7 g. (20 milimolga) de isobutilcloroformato disuel-
t0s en 20 ml. de THF se afiaden 2 12 solucidn enfriada durente 10
minutos y despuds de 'trégscurridog otros 10 minutor se agregan 44
gre (20 milimoles) dsp-naftilaming. Lo mezcls de resccidn se deje
325 alcenzay la temperatura del recinto y se deja a esta temperatima. du
rante 24 horas. Ia mezcla de reaccién se evapora en vacio & soque—
ded, se trate 3-5 veces con egue destilada, 3-5 veces con une solu=
cidn de bicarbonato sddico sl 5% y de nuevo 3=5 veces con ague des-
. tiladae, después de lo cuel se seca en vacios E1 producto se disuel

330 ve en MeOH y es objeto de cromatografis en ung columna de Sephadex(m
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I:H-ZO, ge esponja y elu.ye con MaOH. E1l producto -ohtenido es hoo
géneo de acuerdo con TLC en P1.

Rendimientos 8,1 2. (845).

A&y 4g18¢ Homogéneo de acuerdo conm TIG en P1 (sz 0,40)

EX] 12)3' 4748 (e 1.0, DUF)

XVIZZ. Cbo-Pip-Arg(NOp)mpra

Realisedo aegin Ifs

Rendimientor 4,8 g. (82%).

Anélisis: Homogéneo de acuerdo con , T1C en P., (Rps o, 36)

XIX, Cbo-DePhowPip-Arg(N0p)=piA

Realizedo sagxim IV.

Rendimientos 2,6 g (72%)s

Anflisie: Homogénao de mousrdo con TI.G en P1 (Ros 0,48)

X<, H-D-Phe-?ip-\Arg-QBNA.ZHG‘r

Realizado megin VIII.

Raz;dimientez (68%) . |

Anflisias Homogéneo de scuerdo con TLC en & (Rg2 0,44
Contenidc; en cloruro 11,2% (tefricemente 11 y 11,3%)

[v(]‘ :4. ~1058 (5 0.5, 50% AcOE (ag))e

XXX, cbo-‘Arg(mz)-pm {4~-Olio }
Realiza&o de conformidad com XVil.

Rendimientoz T, & (70%) .
Anélisi.a. Homegéneo de acuerdo con TLC en P., (Bp3 0,42).

. XXII. cbo-mp-Arg(Nog)«ﬁnA (4=Ome)
Realizado segln Il

Rendimionto! 4,9 & (79%) e
Andlisiss Homogéneo de acuerdo. con mm en P1 (Rps 0,38)
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XXIZZs Cbo=D-Phe=Pip-Arg(N0y)=prA (4=OMe)

Realizado segiin e

Rendimientos 2,7 g (70% ).

Anflista: Homogéneo de acusrdo con TLG en P‘t (th 0,51)

XX1V, FeD-Phe-Pip-Arg-pNA (4~=OMe ¢ 2HCT
Realizado segﬁn-m ,
Rendimiento: (64%)e
Anélistas Homogeneo segﬁn 10 en A(Rfi 0;44)
Contenido en clorurc 10,4% (Tebricamente el 10,7%)

ED(] ;4 .-10.'-_19 (¢ 045, 50% Ac0H (ag))

De'bemmacién de la tromb&na por medio de_substratos eromogéntcoat

Los substratoes preparados de acuerdo con los ejemplos ge u‘tilizan ‘

pare 1s determinecién de la twrombina tal como se expons & continuacidn
El principio de determinecidn ée basa en el hecho de que el produc-
0 de descomposicifn Formado por hidrélisis enzimfticn tieme un espeg
tro ultraviolete que es _esencialmgmte difere:q‘he_ del correspondients &8l
subatrato. AB:(, el substrato seglin ol ejemplo X, H@-Phe-mp-»Agg-pgA'
‘tiene un méximo de absbrc,tén 8 315 mm y el coei’ioiente 'de extincidn
molexr es de 12500, A 405 mu., la ebsorcién del subsirato se ha dote~
nido casi oom;ple'bamen'be, ia p-lmtroanilina., eliminade del su'be’bra.’co
durante la hidrélisis enzimé.tica, tiene un méximo de a'bsorci6n a 380'
nm y un coeficiente de extincicSn moler de 13200 que a 405 nm solamen’
te disminuye & 9620. Es,__puas, posible mediante la gietarminacﬁn g~
peetz_qofqtomét'ica a 405 mm. seguir facilmente l1a caniided de p-nitroa
niline formade, que ep groporcione.; al grado de hidréliaié“enzimética;
que & su vez se dotermings por la cantided activa de trombine. Pera
otros substraios segn‘ﬁq 1a__invend:16n se tiengn condiciones bas_ifante
idénticas ¥y por esta rezbn, la determinecidn se ha realizado normai-; '

ments & 405 nme
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le Tabla ] muestra una comparacidn de las velocidedes de remcoidn
relsvivas entre el substrato de trombins enteriormente menaioﬁaﬁc -
S-z180, ez forma no hengoilada y el substrato de acuerde con lw in
venoidny Esta Tebla indica cleramente la superisridad de los subow
tratos segin la invencidn, Rescoionsn 4 veces nds rdpidamente oon
trombira que ol mejor subsirato antes mencionodo, S«2160 y sdenis

68 wne 10.veces mds soluble gn ague que el $-2160

Substrato Velooidad de Solubilided en sl
rghcoéén 1o agus (mg/ml)
A (8-2360) De-Pho-Yol-Arg-plik 100 Col
o HuPhe~Taleirg~pHh 3 %
X HuPhewPro-Arg-pHa 15 3
Yiil Bl P Re =P gedysmnil 4 400 3
g1 HePhomPl pehygepla 9 1
< X HuDwPhow?lpedrg.nia 426 3

Velocidnd de reaccién relative entie trombisa (0,4MIH/ml) y -

i"subatrato (0,1 wicrozol/ml),

TEIVIEDICACIORES
18 .= PROCEDIMIBNTO IR OBTERCIOR DE NUSVOH SUBSIRAION CROMGGERICOS

PARA TROMBINA y enzimes slmilares s ls tronbing, diagnOﬁtinalmen~

te aotivos y ovn und élta especifidsd, carasierizedos por el hecho
de quo tienen la ffmule genersls |

Mﬂaﬁaﬁw-{}{}irﬁ*cﬂmaﬂw;’&ﬁwﬂﬂ%ﬂ{)—ﬂﬂuﬁa
' I I I
CHz Chig ={3H2)n (flﬂia)s

| RH

¢
5% CRE
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y seles de este conpuesto, sn donde R e2 hidrdgsas o hidrexilo, Rp
¢s nltrefenilo, naftilo o metoxinaftilo y n_es 1, 2 o 3, caracheri
zado porque se proceds a la unidn escalonada de los aminofcidos sl
grape srginile terainal C ya suministrado cob un grujio aromeforico
ocopulado gque funolone tomo un grﬁpo protector carboxilo ¢ proporcho

nadp con un grupe protector oarboxils desdoblable,

28 .~ PROCEDIXIENTO DX OBIENCION DE KUEVOS SUBSTHRATOR CRONOGENICOS

- PARA TRONMBINA; ¥y enzimes similares d ‘Iz trogbina, de conformidad -

.¢on la reivindicaoldn 18, cerscterizado porque & centinuacifn el w=

. grupo cromelfrice se une sl derivado do iripéntido protegldo o aslter

#ativamente se sintetizs ol frugmento de dipdp¥ido torminal wi* que

inego o5 uns al grapo arginilo con o nin un geupo oromofdrize,

30 FACCEDIMIERTO I QETENCION DE NULVOS SUBSTRAION CROMOGERICOS

‘PARL TEOMBIRA: y ensimee simileres ¢ la tirombloaz, de conformidad -

oot las reivindicacionses 1 y 2, caracterizado porgve s¢ lleva a Ofe

 bo una purificaeidn de log productos intermedios ¥y finmlse por medle

de in cromatografiu de filtreoidr de gol puesio.

48 o= FROCEDINIENTO DE OBIEHCION [E WOKVOS SURSTRATOS CROWDGENICOS

Congta la préepnte memorie descriptive de guines folies numeraw

des y mecanograilados & una solae carae
Fadrid, g JHl 1978
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