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PATENTE DE INVENCIÓN
que por veinte años, para España y sus Posesiones, se solicita 
a favor de AKTIEBOLAGET KABX, de nacionalidad sueca, domicilia­
da en S-1o4 25 EST000IMQ (Suecia), por "PROCEDIMIENTO DE OBTEN­
CIÓN DE NUEVOS SUBSTRATOS ORÓM^nCOS PARA TROMBINA"

MEMORIA DESCRIPTIVA
Da presente invención se refiere a nuevos substratos cromogá- 

nicos para trombina y encimas similares a la trombina. los subs­
tratos segón esta invención son adecuados especialmente parn-úsÍE# 
determinación cuantitativa de la trombina o para un estadio de' 
las reacciones en las que se forma, inhibe o consume trombina o 
para la determinación de los factores que ejercen influencia o 
toman parte en dichas reacciones, v.g* para la determinación de 
la antitrombina, la protombina y heparlna. -
Los substratos sintéticos para las determinaciones de las en- 

* zimas tienen grandes ventajas en compararión con los naturales, 
siempre que cumplan con ciertas condiciones, tales como gran 
sensibilidad y especifidad para la encima, una buena sensibili­
dad en agua o en el liquido de ensayo biológico y fácil detecta- 
billdad de algunos de los productos de descomposición.

Hasta ahora uno de los mejores substratos para la determina­
ción de la trombina se describe en nuestra Patente n# 380.257 y 
está constituido por el derivado de tripáptido cromogónico (en 
lo que respecta a las abreviaturas, cotejase la página 4^% 

Bz-Phg-Val-Arg-pNA (S2160 ) A 
Este tiene una gran sensibilidad para la trombina y da púr
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hidrólisis enzimática el producto cromofórico para-nitroanilina 
que se puede determinar con facilidad espeotrofotomótricábante. 
Sin embargo, el S-2160 tiene una delimitación debida a su relati­
vamente baja solubilidad (1 mg/ml)* Oha baja solubilidad tiene 
la desventaja de que se ha de trabajar muy cerca del limite de 
saturación para el substrato a fin de conseguir una concentración 
satisfactoria del substrato. En la determinación de Tas enzimas 
en diferentes sistemas biológicos pue tener lugar una precipita­
ción del substrato como tal o una precipitación proptólna/subs- 
trato combinada# La citada precipitación producirá lecturas erró­
neas de la enzima. El substrato de enzima S-2160 se hace consi­
derablemente más soluble si el grupo benzoilo se reemplaza por H 
quedando;

H-Phe-Val-Arg-pNA B
El ahora libre grupo amino protonizado en Phe aumenta la solu­

bilidad, pero también hace que disminuya notablemente la veloci­
dad oon la que la trombina descompone al substrato, dgl orden 
de 30 veces menor (cotejase Tabla I). Además, en una solución 
de ensayo biológico, el substrato se puede descomponer en una 
forma indeseable a partir del extremo del terminal N por medio 
de amino peptidasas.
Según la presente invención, el substrato de acuerdo con la .. 

fórmula B se h& modificado cambiando por un ácido imino cíclico 
(Aze, Ero o Pip) y L-Bhe por D-Bhe. Ta& como se preveía, los 
substratos así obtenidos son todavía muy solubles pero en forma 
muy sorprendente la actividad contra la trombina no disminuye 
sino que, por el contrario, es 30-50 veces más alta que la acti 
vidad para el correspondiente substrato con solamente L-amino 
ácidos (Tabla i). Además, los nuevos, substratos son aproximada­
mente un 400% más activos que S-2160. El D-amlno ácido de termi­
nal N también impide un ataque no deseado por amino peptidasas
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al sel* específico para L-aminos ácidos. Los nuevos substratos 
orpmogónícos según la invención;- se cai'acterizan por la siguien­
te fórmula general:
D-NHg -- CH - CO - N - CH - CO L  ¡ - 

CHg QHg-(é^)n
- NH - CH - CO

!

[ 9 ] A
' NH

Rg

o sales de este compuesto, en donde R% puede hidrógeno o hidroxi 
Rg se puede seleccionar entre nitrofenilo, naftilq, nitronaftilo, 
metoxinaftílo, quinolilo o nitroquinolilo y n puede ser 7, 2 ó 3* 
Para la síntesis de los nuevos substratos de enzimas cromogóni 

eos se utilizan grupos protectores convencionales y métodos de co 
pulación todos ellos bien conocidos dentro de la química de los . t-
péptidos*
Como un grupo protector del-amino se pueden utilizar ventajo-^ 

sámente grupos carboxibenzoxi o t-butilcocicarbonilo o cualquier 
grupo relacionado con los mismos tales como, por ejemplo, p-metoxi- 
p-nitro o p-metoxifenilazc oarbobenzoxi.

Como una protección para el grupo &*guanido del grupo arginili- ' 
so es conveniente utilizar la protonización, un grupo NOg o un 
grupo p-tolueno-sulfonilo.

Como protección para el grupo hidroxi en el grupo de tirosina 
es conveniente emplear un grupo t-butilo o benzilo. Como un grupo 
protector oarboxi desdoblable es adecuado utilizar metilo, etilo 
o benzil áster.
La copulación entre dos aminoácidos o un dlpéptido y un amino­

ácido se consigue por activación del grupoc(-oarboxi. El derivado 
activádo puede aislarse o generarse in situ y puede ser, por ejem
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pío, pmitrofenilo, triclorofenilo, pantaolorofenile o áster de 
suocinioida, anhídrido simétrico o asimétrico, asida de ácido o 
áster do N**hi3r oxibenz otriazol.
El principio para la síntesis puede ser una unión escalonada de 

los aminoácidos al grupo arglnilo terminal C, ya suministrado con 
un grupo cromofórico copulado que funciona como un grupo protector 
carboxüo o proporcionado con un grupo protector oarboxilico des- 
doblable y entonces, el grupo cromofórico se une al derivado de 
tripáptí&o protegido o alternativamente es posible sintetizar el 
fragmento de dipéptido termir.al N 'per se' que luego se une al gru 
po arginilO con o sin un grupo cromofórico,. de acuerdo con lo ante 
riormente expuesto*

independien temen te del principio elegido, es conveniente una pu­
rificación de los productos intermedios y finales por medio de la 
cromatografía de filtración de gel puesto que permitirá una rápi­
da síntesis y dará el máximo rendimiento.
El análisis TLC (cromatografía de capa delgada) se ha realizado 

en parte de eluatos de GPC y en parte de productos intermedios y 
finales evaporados y secados.
La invención se describe con mayor detalle en los siguientes 

ejemplos específicos no limitantes*
Abreviaturas
Afn<?n**án4ftn:i! (si^nq se indica de otro modo, se supone la forma L):
Arg * Arginina.
Ase * 2 Azetidma carboxilica*
Phe * Fenilalanina.
Pip - Acide pipecolinico.
Pre prolima*
Val * Valina*
AcOH " Acido acético.
Bz - Benzoilo.

— 4  —



115

120

125

130

135

140

-  5 -

Che** s= carbobenzoxi*
DMF ̂  Dime tilf ormamida.
Et̂ Sf M Trietilámina.
EtCAc 3* Etilacetato.
HMPTA <= Triamida N,N,N^,N*,N",N'^-hexemetilfosfórica.
GPC =3 Cromatografía de filtración da gel.
MeOH 33 Metanol.
-OpNP K p-nitrofenoxi. --*
—pNA ca p-nitroanilida *
TLC *3 Cromatografía de capa delgada.

Cromatografía de capa delgada:
Para análisis TLC se utilizan placas de vidrio previamente pre­

paradas con gel de sílice F g %  (Merck) como agenta de absorción. 
Los sistemas disolventes utilizados son los siguientes:

P-]s cloroformo: MeOH 9:^ (relación en volumen).
A t n-butanol: AcOH: agua 3:2:1 (relación en volumen).

Una vez acabada la cromatografía, la placa se estudia en luz 
ultravioleta (254 nm) y se realiza un revelado posteriormente 
con reactivo de cloro/orto-toluidina de acuerdo con la práctica 
común. Cuando se establece un"producto homogéneo según TLC" se 
realiza el análisis en un orden de magnitud de *̂ *3+ Los valores 
Rg establecidos son resultados de procedimientos crcmatográficos 
independientes.
El gel Sophadéx ^ G - 1 5  utilizado para la filtración de gel, 

es un gel de dextrano de enlaces cruzados. El gel Sephadex 
LE-20 es un gel de dextrano de enlaces cruzados hidroxlpropilado. 
El intercambiador de iones Sephadex (R) QRE-25 utilizado es un 
gel de dextrano de enlaces cruzados con dietil-(&4iidr oxipropil)- 
amino-etil como grupo funcional. Estos gels proceden de Pharmacia 
Fine Chemicals, Uppsaia, Suecia.



Descripción 3a la síntesis#
I, C&W^gtHOa^pNA.

gMt# (10 milimoles) da Cbo-Arg(N02)-0H saca se disuelven 
en 200 B& de HUMA, seca recientemente destilada a la temperatura 
del rdointo, después de le cual se añaden 1 0 ,1 g(l00 milimoles) 
da Bt^N y  24,6 g (150 mmOl) da p-nitrofenil^isocianato durante las 
condiciones da agitación y sin humedad alguna# Después de un tiem 
po de reacción de 24 horas, la solución se vierte en 2 litros de 
solución da bioarboneto sódica al 2% bajo agitación# El precipita 
do formada so elimina por filtración y se lava con una solución 
de bicarbonato al 2%, agua, 0,5N C3H (ac#) y agua y finalmente se 
saca# El producto bruto se extrae con HeOK caliente y se filtran 
los subproductos difícilmente solubles# El filtrado se purifica por 
cromatografía en una columna de Sopbadex^LM-20, se esponja y ae 
eluye con NMH,
Rendimiento# 29^8 grs (63^)#
An&lisig* Homogéneo de acuerdo con' TLC en Bj (Ry? 0,34)#

M  ^  4  20.53 (o 1#9# DKF)D *

I I , &M*RP0-4BE (Kpg)-^N&.
4,8 gra (10 mmol) de Cbe-sArg(N^g)^Sd se mesolen en forma pas­

tosa con 25 mi de'4pOH seco, después de la cual se añaden 15 mi 
de 5,6 N Hbr en AcOU# Después de un periodo de reacción de 50 mi­
nutes a la temperatura ambiental del recinto, la solución se vier-. 
te. con una fuerte agitación en 300 ml*áa éter seco# La fase de éter 
se extrae por aspiración del precipitado obtenido y el precipitado 
se lava con 2 partea de 100 mi de éter cada una# El Hbr-Mrg (NO2) 
**pNA así obtenido se seca en vacio en NaOH a 40SC durante 16 horas. 
Posteriormente se disuelva en 25, mi de DMB* y la solución so enfría 
a -*1030# En esto momento, se añade BtgN en cantidad suficiente pa-
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ra obtener un papel de pH húmedo mantenido inmediatamente por en­
cima de la superficie de la solución, una reacci&n- -débilmente bá­
sica (1,9 mi). B1 precipitado EtgN.KBa? se elimina por filtración 
y se- añaden 4,1 g (11 mmol) de Cbc-Rre-OpN?. Después de 1 h03^, 
se añaden 0,? mi de BtgN y también después de 4 h'*¿ Se deja que 
la solución se ajuste a la tempcra^ya ambiente dwante la noche. 
A fin de evitar que el exceso de Cbo-Pro-OpNP. contamine el produc 
to final durante 6PC puesto qúe' tienen velámenes de eluaoión sind 
lares en el. sis tena croma tográfico utilizado, se añade 0,5 mi*
(5 milimoles( de n^butil-acaita. Después de 30 minutos, se agregan 
10 milimoíes de CBJ?. diluida, la solución de reacción se evapora 
en un rotavapor, se agita con un par de partes de agua que se eli 
mina por decantación. El residuo de disuelve en EeOH y es objeto 
de cromatografiá en una columna de Sephadax^R) I&-20, se esponja 
y se eluye con MeOH. El producto obtenido es homogéneo de acuerdo 
con TLC.
Rendimiento: 5,5 g. (96%).
Análisis: TLC en R, (Rft 0,28)

D

XII, Cbo-Pip-Arg (N02)-pRA.*
Realizado según 11̂
Rendimiento? 5,1 g (8^).
Análisis? H&nogénoo de acuerdo con TLC en JÊ  (R^: 0,30)
<- /i 24¡Xi ^ -26,2^ (c 1.0, DMF)

17. Cbc-Phe-Pip-Arg (NOg)-pNA
2,9 gramos (5 milimoíes) de Cbo-Pip-Arg (NOg)—pUA se dioarbobe^ 

zoxilan en BrH en AcOH, se precipitan y lavan con éter y se secan
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se^Sn 13. A continuación, HBr-H-Pip*^Arg (HOg)-pn& ge disuelven 
on 15 mi de DKF* la solución se enfria a -10&C, se hace débil- 
man'te básica con 0,9ml ce Bt^N y se filtra. Se aHaden 3,0 grs ( 
7*15 Relimóles) de Cbo-Phe^OpNP y luego 0,65 gramos (5 milimoles) 
de JMiidroxiboiizotrlasol como catalisadcs?. Después de 7 hora se 
aHaden 0,35 mi de RtgN y al mismo procedimiento se repite después 
de 4 horas. Se deja que la solución de la reacción llegue a la 
temperatura del recinto durante la noche. La solución se evapora 
a sequedad en un rotavapcr. El residuo se disuelve en BtOAc y se 
trata con una solución de bicarbonato sódico al 2% y agua y lue­
go se evapora* El residuo se disuelve ahora en MeOH y es objeto 
de cromatografía en Sephadex^^131-20,. se esponja y eluye con —  
MeOH. El producto obtenido es homogéneo da acuerdo con BLO. 
Rendimiento: 2,7 g (73%).
Análisis: TLC en B] (1^: 0,35)..

tyj -32.9^ (o 7.0, DMF).S  ' ' - - '

V. (R)0-D-Phe-Pip-Arg (NOg^pNA.
Realizado según 17. *
Rendimiento: 2,6 gramos (70%).
Análisis: Homogéneo de acuerdo con SLS en (Rf* 0,44)

M  ^  -38 . #  (*C 1.C, DMF).D

Tí. Cbo-Phe-Rro-Arg (H0g).?pNA.
Realisado aogáu 37.
Rendimiento: 2,9 grs (80%)
Análisis: Homogéneo da acuerdo con TLC en R; (Bg: 0,38)

M  ̂  ^39.2^ (p t.O^ DMF).

* *  8 * *



VI?. Cbo^Pho^^o-Arg (NOg.)-pN&.
RealissAo sc,gún IV.
Hend-imlentc 3.1 grs (86%).
Análisis: HcmogÓneo de acuei-do con TLC en P^ (R^t 0,46).

T* <1 24*LjnJ ^ -6.23 (e DMP).

VIII. H—I^íbe—Rro-Arg-pI'íA.. 2HC1 .
175 íúg (O, 246 miJAmoles) da l3b^B^Kia-Pro-Arg(n02)-pH&. se ^des 

protegen" níádiante reacción con 5 mi. de EH en seco en la presen 
oía de 0,3 mi de aniaol en un apartado destinado a este fin, de 
acuerdo con Sakakibara, durante 60 minutos a 030. Después de aca 
"bada la reacción y tras la destilación de todo el BU, el produc­
to bruto se purifica y se somete a un intercambio de iones en dos 
etapas:.

a) GPC en una columna de Sephadex (^)c-15, esponjado en 33% 
AcOH en agi^, con el mismo medio que el disolvente y de 
eluaciÓn. El producto puro se liofiliza a partir de AcOH 
(ac.)

b) Intercambio de iones en una columna de Sephadex QAB-25 
en la forma de cloruro, esponjado en MeOH: agua (95:5) con 
el mismo medio que el disolvente y de eluaciÓn* El producto 
puro se liofiliza a partir de agua.

Rendimientoí 120 ig (80%).
Análisis: Homogénea de acuerdo con TLC en A (Rj.: 0,29) 
Contenido en clorura 11,53% (teóricamente 1 1 ,6%)

M  ^  "1223 (o 0.5, 50% AcOH (ac))D

3X. H-PM-Rro-Arg-pNA.2HC?
Realizado seg&i VIII.
Rendimiento: (71%)
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Análisis: Honogónao da acuerdo con TLC en A (R^: 0,22)
Contenido" en cloroi'o 1 1 ,0% (tercamente 1 1 ,6%).
24 - 73.6a (a 0.5, 50% AeOH (aq))+

275

280

X. M-Phe-.Pip^&r g*^HA. 2HC1 
R e alizad o  según V I I I .

Rendimiento: (72%).
Análisis: Homogéneo de acuerdo con TLC en A (B%*s 0,44)

Contenido en clorure 11,4% (teóricamente 11,3%) 
24

M D
-109R ( o 0.4, 50% AcOH (aq))

285

XI. 3-Phe-.Pip-Arg-pNA-2HOt 
Realizado según 7111.
Análisis: Homogéneo de acuerdo con TIO en A (Rgí 0,4!)* 
Contenido en cloruro 11,3% (teóricamente 11,3%)

80.3a (e 0¡5, 50% AcOH (aq))

XII. Chp-Myr (OBzi)-Pip-Arg(NOg)-pNA. .
293 ' Realizado según IV.

Rendimiento: 3,2 grs (75%)* _ - , '

Análisis: Ilomô óueô de acuerdo con TLC én P̂  (RfS 0,50).

295

300

XIII. M-Tyr-Pip-Arg**pNA.
Realizado según VIH.
Rendimiento: (68%).
Análisis: Hcmogóneo de .acuerdo con TLC en P<y (R^: 0,44)* 

Contenido en cloruro 10,8% (teóricamente 1 1 ,1%)*

^  -.75.2C (o 0.5* 50% AoOH (aq))
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XIV. Cbo-Aze-ArgíM^-pNA
Realizado según Ig
Rendimiento: 4,2 g (75%)
Análisis: Homogéneo de acuerdo con TLC en Py (Rgt 0,27)*

XV. Cbo-D-Phe-Aze-Arg(N02)-pNA
Realizado según IV
Rendimiento: 2,4 g (69%)
Análisis: Homogéneo de acuerdo con -TLC en P^ (R^: 0,47)*

XVI. H-D-Bha-Aza-Arg-pNA.2HM
Realizado según VIII
Rendimiento: (71%)*
Análisis: Homogéneo de acuerdo con TLC en A (RgS 0,21)

Contenido en cloruro 11,6% (teéricamente 11,%)*

f y l  ^  -130C (o 0.5, 50% AcOH)
D

XVII. Cbo-Arg(NO^)-^NA
Y, 2 gramos (20 milimoles) ds Cbo-Arg(Npg)-OH se disuelven en 400 

mi de THF. Se áHaden 2,0 grs (20 milimoles) ds BtgN, con lo que la 
solución se enfria a -10BC bajo condiciones completamente exentas 
de Humedad. 2,7 g. (20 milimoles) de isobutilcloroformato disuel­
tos en 20 mi. de THF se añaden a la solucién enfriada durante 10 
minutos y después de transcurridos otros 10 minutos se agregan 344 
grs (20 milimoles) de^ -naftilamina. La mezcla de reacción se deja 
alcanzar la temperatura del recinto y se deja a esta temperatura 3u 
rante 24 horas. La mezcla de reaccién se evapora en vacio a seque­
dad, se trata 3-5 veces con agua destilada, 3-5 veces con una solu­
ción de bicarbonato sódico al 5% y de nuevo 3-5 veces con agua des­
tilada, después de lo cual se seca en vacio. El producto se disue^ 
ve en MeOH y es objeto de cromatografía en una columna de Sephadex^)



HK-20, se esponja y eluye con MeOH, El producto -obtenido es homo 
géneo de acuerdo con TLC en P-¡.
Rendimiento: 8,1 g. (84%}*
AH&Hsis: Homogéneo de acuerdo con TLC en Rf (Rg: 0,40)

XVIII+ Cho-Pip-Arg(NOg)^3NA 
Realizado según 11+
Rendimiento# 4#8 g* (82%)*
Análisis# Homogéneo de acuerdo con TLC en P^ (Rg# 0,36)

XXX+ Cbo-D-Phe-Pip-Arg( NOg NA 
Realizado según IV*
Rendimiento# 2,6 g (73%)*
Análisis# Homogéneo de acuerdo con TLC en P] (Rg^ 0,48)

XX* IM)-Phe-Pip-Arg^NA*2B8t 
Realizado según VHI.
Rendimiento# (68%)*
Análisis# Homogéneo de acuerdo con TLC en A (Rg# 0,44

Contenido en cloruro 11,2% (teóricamente 11 y 11,3%)

Realizado de conformidad con XVII.
Rendimiento# 7,7 g (70%)
Análisis: Homogéneo de acuerdo con TLC en P^ (Rg: 0,42).

XXII. Cho-*Pip-Arg(N0g)*̂ NA (4-0me)
Realizado según 11.
Rendimiento: 4,9 g (79%)*
Análisis: Homogéneo de acuerdo, con TLC en ?1 (Rf: 0,38)

-*105" (a 0*5, 50% AeCH (aq))* 
D -

XXI* Cbo^Arg(NOg)^NA (4-OMa)
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XXIU. Cbo-D-Phe-Pip-Arg(N0g)^NA (4̂ -0Me)
Realizado según 17.
Rendimientos 2,7 g (70%) *
Análisis: Homogéneo da acuerdo con TLC en (R^: 0,51)

XXIV. H-D-Phe-Pip-Arg^NA (4-0M&.2HC7
Realizado según, ̂ 111.
Rendimiento: (64%).
Análisis: Homogéneo según TLC ̂  A(í^: 0,44) .

Contenido en cloruro 10,4% (Teóricamente el 10,7%)

M  ^  -102S (o 0.5, 50% AoOH (aq))
^ D ' .

Determinación de la trombina ñor medio de sustratos cromogénícos:
Los subs*íratos, preparados de acuerdo con los ejemplos se utilizan 

para la determinación da la trombina tal como se expone á continuación.
El principio de determinación se basa en el hecho de que el produc­

to de descomposición formado por hidrólisis enzimática tiene un espejo 
tro ultravioleta que es esencialmente diferente del correspondiente al 
substrato. Asi, el substrato según el ejemplo X, H-D-Phe-Pip-Arg-pKA 
tiene un máx^w* de absorción a 315 MR y el coeficiente de extinción 
molar es de 12500. A 405 nía., la absorción del substrato se ha dete­
nido casi, completamente. La p—Nitroanilina, eliminada del substrato 
durante la hidrólisis enzimática, tiene un máximo de absorción a 380 
nm y un coeficiente de extinción molar de 13200 que a 405 nm solamen 
te disminuye a 9620. Es, pues, posible mediante la determinación es- 
pectrofotométrica a 405 nm. seguir fácilmente la cantidad de p-nitroa 
nilina formada, que es proporcional al grado de hidrólisis enzimática, 
que a su vez se determina por la cantidad activa de trombina. Para 
otros substratos según la invención se tienen condiciones bastante 
idénticas y por esta razón, la determinación se ha realizado normal*, 
mente a 405 nm.
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La Tabla,& muestra una comparación de las velocidades de reacción 
relativas entre el substrato de trombina anteriormente mencionado - 

400 S-2160, su forma no benzoilada y el substrato de acuerdo con la in
venoión, Esta Tabla indica claramente la superioridad de los subs­
tratos segán la invención. Reaccionan 4 veces más rápidamente con 
trombina que el mejor substrato antes mencionado, S-2160 y además
es una 10 veces más soluble §n agua que el S-2160

405 Substrato Velocidad de
reacción re- 

........ lativa.....
Solubilidad 
agua (mg/ml)

A (S-2160) Bs-Phc-Val-Arg-pNA 100 0 .1

" " B H-Phe-Val-Arg-pNA 3

410 ' I X H-Phe-Pro-Arg-pHA 15 1
- '

V I I I H—í)-4?he*4?ro"*A.rg**'PNA 400 3

X I H-Phe-Pip-Ayg-pM 9 1
. '

' '  X H-D-sPhe-?ip*Arg'*pRA 420 3

EaMa*í .
- * Velocidad de reacción relativa entre trombina (0,43IH/ml) y 

substrato (0 ,1 microsol/nl)*

RXIVIHDICAOIONES
1S,- PROOEDIMIBNTO 33 0BRBHCZ03 DE SUS VOS SUBSTRATOS OttONOOMICOS 
PARA TROKBIRA y enzimas similares a la trombina, diagnosticalmen- 

420 te activos y con una'''álta aspeoifidad, oaracterisadoo por el hedió 
de que tienen la i%mula general!

M H g  - OH - CO ^ N - CR - 00 - OH - 00 - NH - R2
i t t t

OHg CKg -r(0H¿)n (CH2)Í
NH 
t

1#  ss

¡
R1



430

435

440

445

15

y salee de este compuesto, en donde Ri es hidrógeno 9 bidroxilo, Rg 
es nitrtsfeRÜOy naftilo o setoxinaftilo y es 1. 2 o 3, carácter^ 
zade porque se procede a la unión escalonada de lee aminoácidos al 
grupo arginilo terminal O ya suministrado con un grupo cromoforica 
copulado que funcione como un grupo protector earboxílo o propovei^ 
nado con un grupo protector carboxilo desdobíable.

2 8 PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE NUEVOS SUBSTRATOS CROMOSENICOS 
PARA SROMBINA; y enzimas similaree*a -la tro^bina, de conformidad — 
-con la reivindicación 1S, caracterizado porque a continuación el —  
grupo croBofórieo se une al derivado de trípóptido protegido o altor 
nativamente se sintetiza el fragmento do dipóptido terminal *8=' que 

, luego se une al grupo arginilo con o sin un grupo cronoiórioo*

PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE NUEVOS SUBSTRATOS CROMOUEHICOS 
PARA TEOMBISA: y ensimes similares a la trombina, de conformidad -- 
con las re ivindi caeíone o 1 y 2, caracterizado porque se lleva a ca- 

. be una purificación de los productos intermedios y finales por medio 
de la cromatografía de filtración de gal puesto.

4s+--PROCEDIMIENTO DE OBTENCION PB NUEVOS SUBSTRATOS CROMOGENICOS 
PARA TRO&LBINA. - ---- --------------- --------------- - - - -

Consta la presante memoria descriptiva de quince folios numera­
dos y mecanografiados a uáa sola cara.

AKTIB'^CLAÚDT M I .
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