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La presente invencién se refiere al nuevo derivado
dipéptido O -N-acetil-I-fenilalanil-I-arginin-etiléster (for-
ma abreviada: Ac-Phe-Arg OEt) y sus sales de edicién de 4cido,
asi como a su empleo como sustrato de calicreina, preferen-
temente para ser usado en la determinacidn diagnéstica del

contenido de calicreina, preferentemente de pequeflas canti-

'dades de ealicreina, tal y como semwesentan, por ejemplo,

en la orina § saliva.

Debido al papel de la calicreina (EC 3.4.4.21)
en la regulacidén de la presién sanguinea 6'en la funcidn
renal, la determinacidén de la calicreina en la orina es diag-
nésticamente importante.

Debido & las reducidas cantidades dé calicreina
en la orinz resulta extraordinariamente dificil efectuar
una determinacidn fiable del contenido de calicreina en la
orina, Los métodos hasta ahora conocidos tienen las siguien-
tes desventajas: el Z=-Tyr-p-nitrofeniléster es un sustrato
sensible para la calicreina de la orina, pero sin embargo
menos sensible que el compuesto segin la presente invencién
y la hidrélisis exponténease desarrolla muy rapidamente.

Ademds, recientemente se ha introducido la D-
Valil-leucil-arginin-p-nitranilida (D-Val-Leu-Arg-p-nitrani-
1id S 2266 KABI, Mdlndal) como sustrato para la calicreina
de las gldndulas. El método de determinacién con los compues-
tos de la presente invencién es, sin embargo, 38 veces méds
sensible,

Un método de determinacidn muy sensible para la
calicreina de la orina es posible con ayuda de Tos-Arg-OMe

(Tosylarginimetiléster-TAME) radiactivamente marcado (Beaven

et a2l; Clin. Chim. Acta 32, 67 - 73), Este método exige, sin
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embargo, un equipo muy especial y costoso y un calibrado
empledndo un preperado standard de calicreina de la orina,
¥y no permite un registro continuo de la reaccién.

Por el contrario, la sensibilidad de la determina-
cién de calicreine al emplear Ac-Phe-Arg OEt como sustrato
es ampliamente suficiente para realizar una determinacién
cémoda y sin problema alguno de la caliereina, por ejemplo,
en la orina 6 en la saliva,

La enzima calicreina pertenece al grupo de las
hidrolasas de los peptidilpéptidos y se destaca, en compara-
cién con la mayoria de las enzimas de esta clase por una
alta especificidad del sustrato., Mediante disociacidén de dos
enlaces péptido livera las quininas farmacolégicamente ex-
tremadamente activas solo de la glicoproteina que se presen-
ta en la fraccidén globulina de sueroc y que se denomina qui-
ninégeno.

La actividad de calicreina se puede determinar
cuantitativamente con ayuda de su accién hipotensiva en el
animal de ensayo mediante comparacién con un preparado stan-
dard (Padutin.® y calicreina standardizada del pdnecreas del
credo) (E.K., Frey et, al.: Das Kallikrein-Kinin-System und
seine Inhibitoren, Enke-Verlag, Stuttgart 1968). Este método
e8 sin embargo relativamente inexacto.

Otro método biolégico para determinar la calicrei-
na comprende la cantidad de gquinina liberada por unidad de
tiempo que ge puede determinar, asimismo en comparacidén con
un nreparado de quinina standard, mediante medicidn de la
acecibn de contraccién en el dtero 6 intestino (E.K. Frey
et. al.: Das Kallikrein-Kinin-System und seine Inhibitoren,
Enke-Verlag Stuttgart 1968). Como método.bioldgico este mé-

todo es asimismo relativamente inexacto y costoso.
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Mds sencillo y exacto que en los dos métodos de
determinacidn bioldégicos anteriormente mencionados es la me-
dicidn 6ptica de la actividad a base del efecto disociador
del éster de la calicreina.

Como sustrato para la medicidén de la actividad
estereolitica de lé calicreina es preferentemente adecuado
el benzoil-L-argininetil-éster (Bz-Arg OEt = BAEE). Véase
a este respecto: Methoden der enzymatischen Analyse tomo I,
1071 - 1080, Weinheim 1974. En principio de este método se

puede representar brevemente como sigue:

(A) Ba-Arg OE¢ -S2icTedna~y p, srp C,H5OH
s

(B) CoH;0R+NAD © ___ADE . CH,CHO + NADH + H
ey

teniendo las abreviaciones empleadas en las férmulas anterio-

res el siguiente significado:

Bz-Arg OEt = benzoilargininetiléster

Bz-Arg = benzoilarginina

nap® = forma del NAD cargada positivamente (dinucleotido
de nicotinamidoadenina)

ADH = dehidrogenada de alcohol (de levadura)

NADH =

forma del NAD reducida (reducida en la parte
piridina).

El equilibrio (A) se encuentra ampliamente en el
lado de los productos de discciacién., De la disociacién de
Ba~Arg OEt se desprenden 5 posibilidades para la determina-
cién de la actividad. Lo mds seguro y sencillo es la medi-
cién enzimdtica de la cantidad de etanol liberada en reac-
cibén copulada (véase a este respecto la ecuacién (B)). La can
tidad de etanol reaccionada por unidad de tiempo, medido en

el aumento de la extincidén de NADH a una longitud de onda




10

15

20

25

30

determinada (por ejemplo a 340, 334 § 365 nm) es una medida
para la activided de le calicreina.

La determinacién de la calicreina con ayuda del
sustrato segin la presente invencién se efectua en analogia
al procedimiento Bz-Arg OEt segin el principio siguiente:

(1) Ac-Phe-Arg OEt —S8iiereina . s, ppe arg 4 C,HsOH

~

(2) C,HOH + NAD ¢ ADH > CH,CHO + NADH + H 0
T~

(Ac-Phe-Arg: acetilfenilalanilarginina).

El principio corresponde por lo tanto al descrito
por Trautschold y Werle 1961 (benzoilargininetiléster Bz-
Arg OET = BAEE como sustrato), siendo solo la sensibilidad
de la determinacidén con Ac-Phe~Arg OBt en el factor 46 supe-
rior. Las reacciones no enzimdticas competitivas (por ejem-
plo la hidrélisis) son comparativemente reducidas.

La reaccidn se puede seguir y registrar en forms
continua en un fotémetro espectral, por ejemplo, a 366 &

340 nm,
La cantidad de etanol reaccionada segin la ecua-
c¢ién (2) por unidad de tiempo, medido en el incremento de la
extincién de NADH es una medida de la actividad de la cali-
creina.
La cantidad de NADH que se forma segin la ecua-
cién (2) se puede determinar segin los métodos siguientes:
a) Procedimiento manual (ensayo UV) con fotémetro espectral
é fotdmetro de lineas espectrales, medicidén de la extine
cién NADH,

b) Terminacidén en el analizador automdtico: el mismo princi-
pio que para a).

¢) Procedimiento fluorimétrico: el NADH formado por unidad
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de tiempo (véase ecuacién (2)) se convierte en un producto

fluorescente, después de destruir el exceso en NAD mediante

tratamiento con alcali fuerte. El aumento de la fluorescen-
cia por unidad de tiempo es una medida para la actividad de
la calicreina.

Ademds de por los métodos bioldégico-farmacolégi-
cos arriba mencionados se puede realizar la determinacidn de
la actividad a base de la disociacién esterolitica de Ac Phe- ,
Arg OEt (segin la ecuacién (1)), ademds mediante los siguien-~
tes métodos conocidos para el Bz-Arg OEt:

1) Microtitracidén automdtica continua de los grupos carboxilo
liberados (en analogfa a Tautschold und Werle Hoppe Sey-
lers Z, physiol. Chem. 325, 48'(1961)). .

2) Determinacién volumétrica de los grupos carboxilo con
hidrogenocarbonato/tampén de co, (en analogfa a la lite-
ratura mencionada bajo 1)).

3) Determinacién de la formacién de éster como ensayo de co-
lor (en analogia a " S. Hestrin, J. biol, Chem 180, 249
(1949)).

En la parte experimental a continuacién tienen
las abreviaciones 6 bien marcas alli utilizadas los siguien;
tes significadost
Ac-Phe-Arg OBt: acetilfenilalanil-argininetiléster
L-Arg OEt . 2 HCl: Hidrocloruro del L.argininetiléster

(= T= X =amino~- dﬂ-guanidil—valerianato
de etilo)

CM—Sephadex(§%-25: un gel de polidextrano transversalmente

reticulado, sustituido por grupos carboxi-

metilo.

Ac-Phe-Arg= acetil-fenilalanil-arginina
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Bz-Arg OEt
NAD

benzoilargininetiléster

forma reducida del nicotinamido-zdenin-dinucleo-

tido (reducido en la parte piridina)

Ac-Phe-Arg OBt = acetil-fenilalanil-argininetiléster

ADH = dehidrogenasa de alcohol de levadura
Phe = fenilalanina

Arg = arginina

HOAC = dcido acético

1) Sintesis de Ac-Phe-Arg OE%

a) L-Arg OEt , 2 HCl. En analogfa a la obtencién delcorres-
pondiente éster de metilo en R,A. Boissonnas, S, Guttmaan,
R.L. Huguenin, P.-A. Jaquenond, E. Sandrin, Helv. Chim.
Acta, 41, 186% (1958). 30 cc de etanol se eﬁfrian a -10°C
y en el transcurso de 30 min se mezcla con 4,75 cc (65 mmc-
les) de cloruro tionflico,

Después de agregar 10,5 g (50 mmoles) de 1-argi-
nin . HCL se mantiene el preparado durante 90 minutos en
el refrigerador de reflujo bajo agitacién y exclusién de
huredad a 45°C y después se sigue agitando durante la no-

. che a temperatura ambiente, Se obtienen 8,0 g (55%) del
éster. La recristalizacién se efectua en etanol. Punto
de fusién (sin corregir) 119-120°¢C. G. Weitzel, R. Renner,
H, Guglielmi, Hoppe-Seyler's. Physiol, Chem., 352, 1617
(1971) indice un p.f. de 115°¢ (sfntesis con etanol/HCl).
7 ¢ ., 11,6° + 0,3° (¢ = 2 en agua),
Andlisis: ?
Calculado C 34,92%; H 7,33%; N 20,36%.
Hallado C 34,90%; H 7,24%; N 20,70%.

El producto resulta unitario en el cromatograma

de capa delgada (gel de sflice; eluyente: n-butanol-dcido
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b)

acético glacial-agua 80:20:20 y n-butanol-piridina-dcido
acético glacial-agua 40:10:10:20; teriido con el reactante
de Sakaguchi y con cloro-tolidina) también al aplicar 200
nmoles.

Ac=Phe-Arg OEt . HOAC

0,829 g (4 mmoleé) de N-acetil-L-fenilalanina se disuelven
en 40 cc de dimetilformamida. Se agregan 1,10 g (4 mmolss)
de dihidrocloruro de L-arginin-etiléster finamente pulve-
rizado, 0,56 cc ( 4 mmoles) de trietilamina y 0,69 g (&
mmoles) de N-hidroxisuccinimida, y el preparado se enfria
a -15°, Después de agregar 0,91 g (4,4 mmoles) de dici-
clohexilcarbodiimida se agita durante Thoras a —5°C, dra—
rante la noche a 5°C y durante 5 horas a témperatura
ambiente. El precipitado se separa por diltrescién y la
solucidn se evapora en el evaporador rotativo hasta casi
sequedad. Después de recoger en 80 cc de agua se ajusta

el pH a 6,0 con trietilamina y la solucidn se aplica so-
bre una columna (1,5 x 40 em) equilibrada con CM-Sepha-
daxd® C-25, con 0,05 moles de trietilamoniocacetato del

pH 6,0. Se eluye con un gradiente ascendiente lineal a
0,2 moles de trietilamoniocacetato, pH 6,0 (720 ce; 50 ece/
h; magnitud de la fraccién 8 cc). Las fraceciones 75-110,
que después de aplicar sobre papel filtrante y pulveriza-
cién con reactante segin Sekaguchi contienen la cantidad
principal del material hervido, se liofilizan. Los re-
siduos reunidos se mezclan con 0,5 cc de etanol y se pre-
cipita con 60 cc de acetato de etilo., El precipitado se
seca en el secador sobre pentéxido de fésforo. Rendimien-
to: 1,28 g £ 71%. p.f. (sin corregir). 81 - 85° 112;727:

D
-9,8° . 0,3% ( c= 2 en agua).
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Andlisis:
Calculado C 55,86%; K 7,37% ; N 15,51%.
Hallado C 55,57%; H 7,58% ; N 15,084,

Unitario en la cromatografia de capa delgada bajo
las condiclones de arriba; después de la hidrélisis con trip-
sina de res solamente se podfa demostrar Ac-Phe-Arg, Titre-
cién con lejfa después de la hidrblisis del éster con trip-
sina de res: 100,2% de la teoria.

Andlisis de los aminodcidos despuds de la hidré-
lisis de HCl: Phe1 Argb,ggo; .

Contenido en aminodcidos: 102,6% de la teoria.

2) Determinacidn de la calicreina en la orina humana con Al=

Phe-Arg OEt

(Basado en el ensayo con Bz=Arg OEt de I, Traui-

schold y E, Werle, Hoppe-Seyler's 2, Physiol. Chem, 325
(1961) 48-59).

En una cubeta con un espesor de capa de 1 cm, con-
trolada termoestdticamente a 25,0°C, se mezclan:
2,00 cc de tampén (0,15 moles de pirofosfato sédico, 0,15
moles de hidrocloruro de semicarbazida, 0,0375 moles de gli-
cina; el pH ajustado a 8,7 con lejfa sédica)
0,10 cc de NAD (30 m moles en agua)
0,10 cc de Ac~Phe-Arg OEt (como acetato; 15 mmoles en agua)
0,020 cc de ADH (dehidrogenasa de alcohol de levadura, Beeh-
ringer; suspensién con 100 mg/3,4 ce).

Agua para ajustar el voltmen final (después de
adicidn de la muestra) a 3,00 cc. El preparado se incuba pre-
viamente durante 5 minutos. Después se inieia la reaccidén

mediante adicién de 0,010 hasta 0,500 cc de muestra (solucidn

de calicreina de orina humana purificada en 28ua). La cantidad
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de la enzima se seleccionard de manera que el aumento de la
extineién en 10 minutos se encuentre entre 0,05 y 0,2 uni-
dades de extincién. Hasta el @ltimo valor la velocidad de
reaccién es proporcionar a la cantidad de calicreina de ori-
na. Comenzdndo 2 minutos después de la adicién de la muestra
se sigue el aumento de la extincidn a 366 nm contra una cubé- |
ta de comparacién con agua durante exactamente 10 minutos.
En paralelo se lleva un ensayo ciego en el que la muestra de
calicreina de la orina esta sustituida por agua (por via de
trabajo es suficiente la determinacién de 2 hasta 3 valores
ciegos).Del aumento de la extincidén de la muestra medido se
calenla, después de restar el valor ciego con ayuda del coe-
ficiente de extincidn de la NADH la cantidad de la caliereina
de la orina agregada en U (1 U corresponde a la hidrélisis

de 1 /uMbl de Ac~Phe-Arg OEt por minuto bajo las condicicenes
de arriba). (Por mol de éster hidrolizado se libera un mol

de etanol, ‘'que suministra el mol de NADH.

Deserita suficientemente la naturaleza del invento,
as{ como la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacer-
se constar que las disposiciones anteriormente indicadas son
sugceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no al-

teren su principio fundamental,
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REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento pera la obtencién del acetilfe-
nilalanil-arginin-etiléster, caracterizado porque N-acetil-I~
fenilalanina se hace reaccionar en un disolvente orgénico
en presencia de trialquilamina y un reactante aceptor de
agua con L-argininetiléster, 6 bien su hidrocloruro, y el

producto de reaccién se aisla segin métodos usuales.

2,- Procedimiento segin la reivindicacién 1, ca-
racterizado porque N-acetil-L-fenilalanina se hace reacciorar
en dimetilformamida con dihidrocloruro de Leargininetiléster
en presencia de trietilamina y N-hidroxisuccinimida, y el
producto de reaccién se aisla por cromatografia en un gel
de polidextrano transversalmente reficulado, conteniendo gru-~
pos carboximetilo y disolucidén a continuacién en etanol y

precipitacién con acetato de etilo.

3.= Procedimiento para la obtencién del acetil-
fenilalanil-argininetiléster, tal y como queda sustancial-
mente descrito en la presente Memoria,

Esta Memoria consta de diez hojas escritas a md-

guina por una sola cara.

Madrid,zs Mik. 1979
BAYER AKTIENGESELLSCHAFT,
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