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Chromogene forbindelser med formlen
R
I
X-A-P-B~NH N02

avor X er et nydrogenatom, en i neptidkemien g#ngs peskvttelses-
aruppe elier en grupnering, der irreversibelit blokerer den enae-
stillede aminogruppe, A og P, der kan vare ens eller forskellige,
er en af 2-15 carponatomer sammen med 3 nitrogenatomer, 2 svovi-
atomer og 6 oxvgenatomer bestiende a-, B- elier y-aminosyre, hvis
sidekade xan vare supstitueret, og P er desuden et dipeptid aan-
net af sddanne aminosyrer, B er arginin, homoarcinin, lysin, ho-
molysin, ornithin eller histidin, og R er en substituent { 2-
eller 3-stillingen, samt svreadaitionssaite heraf fremstilles
ved forskellige fremgangsmider.

Forpindelserne med formien 1 kan anvendes som substra-
ter til pavisning og kvantitativ pestemmelse af hydrolytisk vir-
kende enzymer i enzymklasse 3.4.21.
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Den foreliggende opfindelse angdr chromogene forbin-
delser, en fremgangsmdade til deres fremstilling samt deres
anvendelse til pdvisning og bestemmelse af et enzym.

Chromogene forbindelser til bestemmelse af proteaser
er kendt fra DE-offentliggerelsesskrifter nr. 32 02 289,

23 22 115, 25 27 932, 25 52 570, 26 29 067, 24 36 543 og
26 29 198 samt fra EP-offentliggerelsesskrifter nr 0.019.589
og 0.034.122.

Disse kendte, til bestemmelse af proteaser anvendte
substrater har dog betydelige ulemper, hvad angdr deres
specificitet. Saledes spaltes f.eks. til bestemmelse af
thrombin anvendte, chromogene substrater, sasom Tos-Gly-Pro-
Arg-pNA (forkortelser, se senere) og H-D-Phe-Pip-Arg-pNA, i
betydeligt omfang af andre proteaser i koagulations- og
fibrinolysekaskaden, sdsom plasmakallikrein, faktor XII a
(M 28.000 fra placenta), plasmin og faktor X a samt ogsa
trypsin og urokinase. Lignende konstateringer med hensyn
til manglende substrat-enzym-specificitet viser sig ogsé
for chromogene forbindelsers vedkommende, som de forhandles
til andre proteaser, sasom plasmakallikrein, plasmin, faktor
X a og urokinase. Substraterne ifelge DE-offentliggerel-
sesskrift nr. 24 36 543 med foreget enzymspecificitet har
den ulempe, at de efter spaltning ved hjzlp af det pagzldende
enzym krazver et hjzlpeenzym med aminopeptidasevirkning til
efterfolgende frigerelse af chromophoren.

Til forbedring af disse mangler er der i DE-offentlig-
gorelsesskrift nr. 32 02 289 og 23 22 115 beskrevet chromo-
phorer, hvori p-nitroanilinet indeholder substituenter.
Disse substituenter er halogenatomer, en methylgruppe, en
yderligere nitrogruppe, eller hele nitrocanilingruppen er
erstattet af en aminonaphthyl-, aminonitronaphthyl-, amino-
quinolyl- eller aminonitroquinolylgruppe.

Det er sdledes den foreliggende opfindelses formal
at tilvejebringe chromogene forbindelser, som har sterre
enzymspecificitet, og som kan anvendes uden hjelpeenzymer.

Dette formal opnads ifelge opfindelsen med de her
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omhandlede chromogene forbindelser med nedenstdaende formel
IT.
Opfindelsen angar s&ledes chromogene forbindelser,

som er ejendommelige ved, at de har den almene formel II

X-A-C-D-B-NH NO2 (II)

hvor

X er et hydrogenatom, benzyloxycarbonyl, tert.butyloxycarb-
onyl, adamantyloxycarbonyl, methylsulfonethyloxycarbonyl
eller 9-fluorenylmethyloxycarbonyl eller en gruppe Ry4-CO,
hvor Ry er en aliphatisk carbonhydridgruppe med 1-6 car-
bonatomer, der eventuelt er substitueret med 1-3 halogenato-
mer, eller en (alk)arylgruppe med 6-10 carbonatomer, eller
X er en benzensulfonylgruppe eller en alkarylsulfonylgruppe
med 7-10 carbonatomer, mesyl, methoxybenzensulfonyl, suc-
cinoyl eller maleoyl,

A er en aminosyre valgt blandt Ala, Cys, Glu, Gln, Gly,

His, Ile, Leu, Lys, Phe, Pro, Pyr, Thr, Tyr og Val,

C er en binding eller en aminosyre valgt blandt Ala, Asp,
Glu, Gly, Leu, Lys, Ser og Val,

D er en aminosyre valgt blandt Ala, Asp, Glu, Gly, His, Leu,
Phe, Pip, Pro, Ser, Thr, Tyr og Val,

B er arginin, homoarginin, lysin, homolysin, ornithin eller
histidin, og

R er COORy, CONRyR3, CONH- (CHy),-N(CH3),, CO-Y-OR; og CO-Y-
NRoR3 i 3-stilling eller ORq i 2-stilling i 4-nitroanilinet,
hvor

R, er en aliphatisk carbonhydridgruppe med 1-6 carbonatomer,
en aromatisk carbonhydridgruppe med 6-10 carbonatomer, en
araliphatisk carbonhydridgruppe med 7-11 carbonatomer eller
en alicyclisk carbonhydridgruppe med 3-8 carbonatomer,

R, er et hydrogenatom eller en under R, defineret gruppe,

Ry er en aliphatisk carbonhydridgruppe med 1-10 carbonatomer,
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en aromatisk carbonhydridgruppe med 6 eller 10 carbonatomer,
en araliphatisk carbonhydridgruppe med 7-11 carbonatomer
eller en alicyclisk carbonhydridgruppe med 3-8 carbonatomer,
Y er en o-, - eller v-aminosyre valgt blandt Ala, Asn,
Asp, R-Ala, ~-But, Cys, Glu, Gly, Ile, Leu, Lys, Met, Arg,
Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr og Val, og
ner 1-10,
samt syreadditionssalte heraf.

I de ovenfor anferte definitioner og i beskrivelsen

i evrigt har de anvendte forkortelser feolgende betydninger:

Ac Acetyl

Ala Alanin

B-Ala B-Alanin

ANBS 5-Amino-2-nitrobenzoesvre
Arg Arginin

Asn Asparagin

Asn Asparaginsyre

Boc t-Butyloxycarbonyl

But Aminosmgrsvre

Y-But Y-Aminosmgrsyre

Bz Benzoyl

Bzl Benzyl

CHA Cyclohexylalanin

Cys Cvstein

DCCI Dicyclohexylcarbodiimid
DCH Dicyclohexylurinstof
Ddm 4,4'-Dimethoxvbenzhydryl
DMF Dimethylformamid

EE Eddikesyreethvlester
Gln Glutamin

Glu Glutaminsyre

Gly Glycin

HAc Eddikesyre

His Histidin

HOBt Hvdroxvbenzotriazol
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Lys
Me

Met

Msc
NMM
Orn
PE
Pip
PNA
Pro
Pvr
Ser
tBu
TCP
Thr
TDM
Tos
Tvr
val

ZTE
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lsoleucin

Leucin

Lysin

Methyl

Methionin

Molmasse

Methylsul foethyloxycarbonyl

N-Methylmorpholin

Ornithin

Petroleumether

Pipecolinsyre

para-Nitroanilin (4-nitroanilin)

Prolin

Pyrogiutaminsyre

Serin

tert.Butyl

2,4,5-Trichlorphenyl

Threonin

4,4'-Bis-(dimethylamino)-diphenylmethan

Toluensulfonyl

Tyrosin

valin

Benzyloxyvcarbonyl

Benzyloxycarbonvli-amino-2,2,2-trifluor-
| ethyl

For sa vidt andet ikke er anfert, forekommer amino-

syrerne i L-formen.

Aminosyren A forekommer fortrinsvis 1 D-formen, nar

X er et hydrogenatom.

Aminosyrerne C og D kan forekomme i D- eller L-kon-

figuration.

Det nye ved substraterne ifelge opfindelsen beror pa

derivatiseringen af p-nitrocanilidgruppen. De nye derivaters

spektrofotometriske egenskaber adskiller sig ikke eller kun

uvesentligt fra 4-nitroanilins.
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Den ulempe, der er forbundet med manglende specifici-
tet ved deres anvendelse som enzymsubstrater, har de nye
forbindelser ifelge opfindelsen ikke, eller i hvert fald
kun i langt ringere udstrzkning end de kendte substrater.
De nye substrater udmzrker sig ved en derivatisering af den
chromogene gruppe, i dette tilfzlde 4-nitrocanilin. Ved ind-
forelse af forskellige substituenter bliver chromophoren
sterkt @ndret i sin rumlige dimension. Dette forer til en
betydelig specificitetsgevinst ved bestemte enzymer, isar
thrombin, plasmin, kallikrein, faktor X a, urokinase og Cq-
esterase.

Opfindelsen angar endvidere en fremgangsmade til
fremstilling af forbindelser ifeslge opfindelsen, hvilken
fremgangsmdde er ejendommelig ved, at et peptidderivat med

den almene formel III
X-A-C-D-OH (ITII)

hvor X, A, C og D har den ovenfor anferte betydning, idet X
dog ikke er et hydrogenatom, og yderligere funktionelle

grupper i aminosyresidekaderne er substitueret med beskyttel-
sesgrupper, kondenseres med et aminosyrederivat med den

almene formel IV

H - B - NH ' N02 (IV)

hvor B har den ovenfor anferte betydning, idet dog yderligere
funktionelle grupper i aminosyrens sidekade er substitueret
med beskyttelsesgrupper, og R har den for formel II anferte
betydning, hvorefter forekommende beskyttelsesgrupper even-

tuelt fraspaltes.
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Til kondensationen kan anvendes gangse metoder inden
for peptidkemien, f.eks. azidmetoden, metoden med blandede an-
hydrider eller metoderne med aktiverede estere (trichlorphenyl-
ester, pentachlorphenylester, hydroxysuccinimidester, nitrophe-
nylester). Fortrinsvis anvendes carpodiimidmetoden, eventuelt
med tilsztning af hydroxybenzotriazol ifglge Chem. Ber. 103, 788
(L970) .

S5-Amino-2-nitrobenzosyrederivaterne (ANBS-derivaterne)
ifglge opfindelsen kan fas ved kendte forestrings- og amiddan-
nelsesreaktioner. En formialstjenlig fremstillingsmade for
ANBS-esterne er syrechloridmetoden med thionylchlorid, phosphor-
trichlorid eller phosphorpentachlorid. Fortrinsvis anvendes thio-
nylchlorid med den tilsvarende alkohol. ANBS-estere er i reglen
oplgselige i chloroform eller eddikesyreethylester.

En fordelagtig metode til fremstiliing af ANBS-amiderne,
ANBS-aminosyreestrene, ANBS-aminosyreamiderne og ANBS-dimethyl-
aminoalkylamiderne er kondensation ifglge gangse metoder inden for
peptidkemien, f.eks. metoden med blandede anhydrider, syre-
chlioridmetoden eller carpodiimidmetoden. Fortrinsvis anvendes
carbodiimidmetoden under tils@tning af hydroxybenzotriazol. Pro-
dukterne er kun delvis oplgselige i eddikesyreethylester, men
kan ofte renses deri ved omkrystallisation. En beskyttelses-
gruppe for den frie aminogruppe i ANBS er ikke ngdvendig.

Omsetning af ANBsS-derivaterne med en af de i den ai-
mene formel I med B peteanede aminosyrer kan ske via ANBS-deri-
vatets isocyanat. Ligeledes kan aminosyrederivatet aktiveres
ved hjalp af azidmetoden eller ohosphoroxychloridmetoden. For-
trinsvis anvendes phosphoroxychloridmetoden. Allie funktionelle
grupper indtil carboxylgruppen i aminosyrerne skal blokeres med
de i peptidkemien almindeligt anvendte peskyttelsesgrupper.

Til beskyttelse af guanidinofunktionen i arginin kan den vare

protoniseret.
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Gaengse beskyttelsesgrupper inden for peptidkemien er
f.eks. de af E. Winsch i Houben-Weyl, bd. XV/1, og The Pep-
tides, bd. 3, "Protection af Functional Groups in Peptide
Synthesis", Academic Press 1981, navnte. Fortrinsvis anvendes
benzyloxycarbonyl, tert. butyloxycarbonyl, adamantyloxycar-
bonyl, methylsulfonethyloxycarbonyl og 9-fluorenylmethyloxy-
carbonyl.

En irreversibelt blokerende gruppering kan vare en
acyl- eller sulfonylgruppe, fortrinsvis en R4-CO-gruppe,
hvor R4 er en aliphatisk carbonhydridgruppe med 1-6 car-
bonatomer, der kan vare substitueret med 1-3 halogenatomer,
eller en alkarylgruppe med 6-10 carbonatomer eller en benzen-
sulfonyl-, eller alkarylsulfonylgruppe med 7-10 carbonatomer,
iser dog formyl-, acetyl-, benzoyl-, trifluoracetyl-, toluen-
sulfonyl-, mesyl-, methoxybenzensulfonyl-, succinoyl- eller

maleoylgruppe.

Fortrinsvis anvendes der som beskyttelse for syreamid-
funktionen i Gln og Asn 4,4'-dimethoxvbenzhydryl og 4,4'-dime-
thylbenzhydryl. Som peskyttelse af imidazolfunktionen i His an-
vendes fortrinsvis benzyloxycarbonylamino-2,2,2-trifluorethyl
(ZTE) , tert.butylcarbonyl og tosyl. Som beskvttelse af guani-
dinofunktionen i arginin kan denne vare protoniseret eller substi-
tueret med NG—tosyl, NG—nitro, NG-adamantyloxycarbonyl og NG—
-benzyloxycarbonyl. Som beskyttelse af &-aminofunktionen i
lysin anvendes fortrinsvis benzyloxycarbonyl, tert.butyloxvcar-
bonyl, methylsulfoethyloxycarpbonyl eller tosyl. Som beskyttelse
af carboxyifunktionen i Asp og GlLu anvendes fortrinsvis forestring
med aliphatiske, aromatiske eller araliphatiske alkoholer,
f.eks. methanol, tert.pbutanol, phenol og benzylalkohol. SH-funk-

tionen i cystein beskyttes fortrinsvis som S-benzyl eller S-al-
kylsulfenyl. Med henblik pa hydroxy:ifunktionen i tyrosin, serin
o0g threonin skal foretrinsvis navnes etherificering med benzyl
eller t-butyl.
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Opfindelsen angdr endvidere anvendelse af forbindel-
serne ifelge opfindelsen til pavisning og bestemmelse af
enzymer, navnlig proteinaser. Ved indvirkning af en protei-
nase spaltes bindingen mellem B og 4-nitroanilidderivatet,
hvorved der opstar et chromophort nitrocanilinderivat, der
kan mdales fotometrisk.

Anvendelse af forbindelserne med formlen I til pavis-
ning og bestemmelse af enzymer udger en vigtig del af opfin-
delsen.

Bestemmelsen af et hydrolytisk virksomt enzym gen-
nemfores ved, at der til den oplesning, hvori enzymet skal
bestemmes, sattes en forbindelse med formlen II, og mangden
eller dannelseshastigheden for det fraspaltede mikroanilin-
derivat males som et direkte mal for det hydrolytisk virk-
somme enzyms aktivitet.

I nedenstaende tabel 1 er anfert eksempler pa forbin-
delser ifelge opfindelsen, disses udgangsforbindelser med
formlerne III og IV samt de sidste reaktionstrin.

Peptidderivaterne med formlen III fremstilles ved
kendte fremgangsmader ifelge E. Wiunsch i Houben-Weyl, bd.
XV/1+2, og The Peptides, bd. 1, "Major Methods of Peptide
Bond Formation", Academic Press, 1979.

Fremstillingen af de chromogene aminosyrederivater
med formlen IV vil blive beskrevet nedenfor.

Alle nye forbindelser er blevet karakteriseret ved
hjzlp af grundstofanalyse, aminosyreanalyse og tyndtlagschro-
matografi. Den kemiske renhed er konstateret ved hjalp af
tyndtlagschromatografi i forskellige oplesningsmiddelblan-
dinger. Racemiseringen kontrolleres ved hjzlp af gaschromato-
grafi pa en med "Chirasil-Val" belagt glaskapillarkolonne
ifelge J. Chromatogr. Sci. 15, 174 (1977), og ligger konstant
under 2%.

Ved syntesen af de nye forbindelser, der er anfert i
nedenstdende tabel I, foretages de enkelte reaktionstrin
alle pd samme made. Der gives en almen beskrivelse af hvert

syntesetrin:
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l. Syntese af chromogene ANBS-estere (R = COORl).

a) Tii1 1 mol af den tilsvarende alkohol s@ttes ved
-5°C under udelukkelse af fugtighed 7,9 mli (0,11 mol) thionvl-
chlorid. Til denne ovlgsning s&ttes ved -5°C 18,2 g (0,1
mol) ANBS. Ekfter afsluttet tilsatning opvarmes langsomt til
SOOC, oo der omrgres ved denne temperatur i 4 timer. Opl#snings-~
midlet afdestilleres i vakuum, oo den olieagtige remanens oplao-
ses i chloroform. Den organiske fase vaskes med 1 molar KHCO3,
vand, 5%'s citronsyre og igen med vand. Der tgrres over Naso4.
Efter filtrering afdestilleres ool@sningsmidlet i vakuum. Pro-
auktet kan omkrvstalliseres ud fra et egnet opnl@dsningsmiddel el-
ler renses ved hj®lp af silicagelchromatografi. Udbvtterne
ligger omkring 60%.

b) Alkoholer, hvis reaktivitet over for thionylchlo~
rid er ringe, sdsom aliphatiske alkoholer fra 6 carbonatomer el-
ler araliphatiske alkoholer fra 7 carbonatomer, samt alkoholer,
der er faste ved de ovenfor beskrevne reaktionsbetingelser sisom
phenol eller naphthol, omdannes til kaliumsaltet. 0,1 mol ANBS
©g 0,1 mol HOBt oplgses i 100 ml DMF, og der tildrvpoves en op-
lgsning af 0,1 mol DCCI i 1lu0 mlL DMF i lebet af 30 minutter.
Efter omrering i 1 time ved stuetemperatur tilsattes 0,1
mol af det tilsvarende kaliumalkoholat, og der omreres i 16
timer ved stuetemperatur. Oparbejdningen sker som beskrevet
ovenfor. Udbytterne ligger omkring 40%.

2. Syntese af chromogene ABNS-aminer (R = CONR,Rj,

CONH- (CHy) =N (CH3) 5, CO-Y-OR;, CO-Y-NR,Rj).

18,2 g (100 mmol) 5-amino-2-nitrobenzoesyre (ANBS)
©g 15,3 g (100 mmol) HOBt x H,0 opleses i 100 ml DMF, og
der tildryppes en oplesning af 20,6 g (100 mmol) DCCI i 100
ml DMF i lebet af 30 minutter. Efter omrering i en time ved
stuetemperatur tilszttes 0,1 mol af aminkomponenten. Forelig-
ger aminkomponenten som saltet heraf, tilsazttes yderligere
0,1 mol NMM. Efter omroring i 16 timer ved stuetemperatur
frafiltreres det udfazldede DCH, og oplesningsmidlet fijernes
i vakuum. Den tilbageblevne, olieagtige remanens opleses i
EE og vaskes flere gange med 5%'s (vagt/vol) citronsyre,
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vand, 1 molar KHCOB—opL¢sning og vand. Efter térring over

Nazso4 afdestilleres ovigsningsmidlet i vakuum. Det krvstal-
linske produkt omkrystalliseres fra et egnet opl@gsningsmid-
del. Udbvtterne ligger ved 80-90%.

3. Syntese af chromoaene 2-alkoxy-pNA-derivater

(R = QRl).

7,7 g (50 mmol) 2-amino-5-nitromhenol oplgses i 100
ml acetone, skvlles med nitrogen, og der tilsattes 7,0 a (50 mmol)
K,CO

273
8 timer ved tilbagesvaling. Efter afkeling til 0°C filtreres

og 50 mmol aitkylbromid. Der onvarmes under omrgring i

der, og oplgsningsmidlet afdestilleres 1 vakuum. Remanensen
oplgses i ether og krystalliseres med PE (40/60). Udbytterne
ligger omkring 50%.

4. Kobling af chromogen komponent.

50 mmol Na,NG-beskyttet arginin eller Na,N -beskyt-
tet lysin eller ornithin, 50 mmol chromogen amin ifg¢lge 1, 2
eller 3 og 6,8 g (L00 mmol) imidazol ovolgses i 250 ml pyridin,
og oplgsningen afkgles til -20°%C. Derpa tildrvones under opret-
holdelse af denne temperatur 7,5 ml (80 mmol) POC13. Efter af-
sluttet tiis®ztning far blandingen lov til langsomt at varme OD
til stuetemperatur. Oplesningsmidlet fjernes i vakuum, og
den fremkomne olie tages op i 1 molar KHCO3. Den vandige
fase ekstraheres 3 gange med EE. Den organiske fase vaskes
med 1 molar KHCOj-oplesning, vand, 5%'s citronsyre og igen
med vand og terres over Na,SO,. Efter filtrering afdestil-
leres oplesningsmidlet, og forbindelsen krystalliseres med
ether. Udbytterne ligger omkring 40-60%.

5. Fraspaltning af beskyttelsesgrupper.

a) Fraspaltning af benzyloxycarbonvlgruopen (Z-).

10 mmol beskvttet,chromogent aminosvrederivat ifglge
4 oplgses i 20 ml Hac, og der tilsattes 30 ml 33%'s HBr i Hac
ved stuetemperatur under udeluxkelse af fugtighed. Efter omrg-
ring i 40 minutter ved stuetemperatur afdampes ople@sningsmid-
let i vakuum, og produktet krystalliseres med ether. Efter
flere ganges vask med ether terres stoffet i vakuum over
fast KOH i 20 timer.
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Udbytterne ligger omkring 90%.

b) Fraspaltning af t-butyloxycarbonylgruppen (Boc-).

10 mmol beskyttet, chromogent aminosyrederivat ifglge
4 opleses i 50 ml 1,2N HC1l i HAc og omreres i 20 minutter
ved stuetemperatur. Oplesningsmidlet fjernes i vakuum, og
produktet krystalliseres med ether. Efter flere gange vask
med ether terres stoffet i vakuum over fast KOH i 20 timer.
Udbytterne ligger omkring 95%.

6. Koblingsreaktion.

5 mmol beskyttet di- eller tripeptidderivat, hvis
endestillede carboxylgruppe er fri, opleses i 20 ml DMF, og
der tilsattes ved 0°C 5 mmol DCCI og 5 mmol HOBt. Efter
omrering i 30 minutter ved 0°C opvarmes til stuetemperatur,
og der tilszttes 5 mmol chromogent aminosyrederivat ifelge
5a eller 5b samt 5,5 mmol NMM. Efter omrogring i 16 timer
ved stuetemperatur frafiltreres DCH, og oplesningsmidlet
afdampes i vakuum. Den gule remanens opleses i MeOH og chro-
matograferes pa en "Sephadex® LH-20"-kolonne. Fraktionerne
af rent stof slds sammen, og oplesningsmidlet fjernes i
vakuum. Det fremstillede, amorfe faststof vaskes flere gange
med ether og terres i vakuum over P40;,5. Udbytterne ligger
omkring 70%.

7. Fraspaltning af beskyttelsesgruppe.

a) Fraspaltning af t-butyloxycarbonylgruppen (Boc)

og eventuelt t-butylestergruppen i sidekzden pa
Glu og Asp.

2 mmol beskyttet, chromogent peptidderivat opleses i
30 ml1 1,2 N HCl/Hac og omregres i 20 minutter ved stuetempera-
tur. Oplesningsmidlet fjernes i vakuum, og produktet krystal-
liseres med ether. Efter flere gange vask med ether teorres
stoffet i hejvakuum over fast KOH.

b) Fraspaltning af benzyloxycarbonylgruppen (2).

2 mmol beskyttet, chromogen peptidderivat opleses i
10 ml Hac, og der tilsettes 15 ml 33%'s HBr i HAc ved stue-
temperatur under udelukkelse af fugtighed. Efter 1 times
omrgring ved stuetemperatur afdampes oplgsningsmidlet i



10

15

20

25

30

35

DK 171136 B1

12

vakuum, og produktet krystalliseres med ether. Efter flere
gange vask med ether opleses stoffet i vand, overfgres med
en ionbytter til hydrochloridet og fryseterres.

c) Fraspaltnina af alle beskyttelsesgruvper.

2 mmol af det beskyttede, chromogene peptidderivat op-
lgses i 10 mi HF i narver af 1,0 mlL anisol, og der omrgres 1
time ved 0°C. HF fjernes med en t¢r nitrogenstrgm, og stoffet
tprres over fast KOH ved h¢jvakuum. Produktet vaskes flere
gange med ether, oplgses i vand, overfgres med en ionbytter til
hvdrochloriet og frysetgrres.
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Nedenfor felger eksempler pd anvendelsen af de nye
forbindelser til enzym- og inhibitorbestemmelser.

Eksempel 1
Thrombinbestemmelse

Substrat: H-D-Phe-Pro-Arg-ANBS-neopentylamid

Prgveblanding: 20 ul af et med fysiologisk NaCl i
forvejen 1:51 fortyndet plasma inkuberes med 500 ul aktive-
ringsreagens (se nedenfor) i 4 minutter ved 37°C. Derpa
tilsazttes 100 pl substratoplesning (3 mmol/liter), og AE/min
bestemmes fotometrisk ved 405 nm. Som norm anvendes en refe-
rencekurve med standardhumanplasma.

Aktiveringsreagens: PTT-Reagens (reagens til bestem-
melse af den partielle thrombintid) fra Behringwerke oplgses
efter forskriften i destilleret vand og fortyndes i forholdet
1:4 med en oplesning, der indeholder 50 ug/ml RVV (Russel-
viper venom, Sigma), 50 mmol/liter Tris, 7b mmol/liter NacCl,
7,5 mmol/liter Ca?t og 0,1 g/100 ml humanalbumin.

Eksempel 2
Antithrombin III-bestemmelse

Substrat: H-D-Phe-Pro-Arg-ANBS-Ile-methylester
Preveblanding: 50 pl af et i forholdet 1:51 med fysio-
logisk NaCl i forvejen fortyndet plasma forinkuberes med

1,0 ml af en human-a-thrombinoplesning (0,3 IE/ml, 100 mmol/-
liter Tris, 100 mmol/liter NaCl, pH 8,2) i 5 minutter ved
37°C. Derpa tilsazttes 100 ul substratoplesning (2 mmol/li-
ter), og AE/min bestemmes fotometrisk ved 405 nm.

Som norm anvendes en referencekurve med standarhuman-

plasma.

Eksempel 3
Plasminogenbestemmelse

Substrat: H-D-Val-Leu-Lys-ANBS-methylester
Prgveblanding: 20 ul plasma inkuberes med 1,0 ml

streptokinasereagens (1000 Fibr E/ml, 100 mmol/liter KH, POy,
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100 mmol/liter NaCl, pH = 7,2) i 10 minutter ved 37°C. Derpa
tilszttes 100 ul substratreagens (3 mmol/liter), og AE/min
bestemmes fotometrisk ved 405 nm.

Som norm anvendes en referencekurve med standardhuman-

plasma.

Eksempel 4
ar-Antiplasminbestemmelse
Substra: H-D-Val-Leu-Lys-ANBS-methylamid

Prgveblanding: a) 20ul plasma forinkuberes med 1,0
ml plasmin(human)-reagens (0,1 CTA-E/ml, 100 mmol/liter
KHy;PO4, 150 mmol/liter NaCl, 25% glycerol, pH = 7,2) i 1
minut ved 37°C. Derpa tilsattes 100 ul substratreagens (3
mmol/liter), og AE/min bestemmes fotometrisk ved 405 nm. Som
norm anvendes en referencekurve med standardhumanplasma.

b) 20 ul plasma blandes ved 37°C med 1,0 ml substrat-
reagens (0,3 mmol/liter, 100 mmol/liter KH,PO4, 150 mmol/li-
ter NaCl, pH = 7,2) og 100 ul plasminreagens (1 CTA-E/ml,
25-50% glycerol, 2 mmol/liter HCl, pH = 2,5). Efter 1 minut
bestemmes AE/min.

Som norm anvendes en referencekurve med standardhuman-

plasma.

Eksempel 5
Faktor Xa-bestemmelse

Substrat: Z-D-Leu-Gly-Arg-2-methoxy-pNA.

Preveblanding: 20 pl plasma forinkuberes med 1 ml
aktiveringsreagens ved 37°C i 1 minut. Derpa tilszttes 100
Kkl substratreagens (3 mmol/liter), og AE/min bestemmes.

Som norm anvendes en referencekurve med standardhuman-
plasma.

Aktiveringsreagens: 25 ug RVV/ml (Russelviper venom,
Sigma), 50 mmol/liter Tris, 25 mmol/liter CaCl,, 200 mmol/li-
ter NaCl, pH = 8,3.
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Eksempel 6
Prekallikreinbestemmelse

Substrat: H-D-Pro-Phe-Arg-ANBS-isopropylamid

Proveblanding: 10 upl plasma inkuberes med 1 ml ak-
tiveringsreagens i 1 minut ved 37°C. Derpa tilsattes 100 ul
substratreagens (3 mmol/liter), og AE/min bestemmes. Som
norm anvendes en referencekurve med standardhumanplasma.

Aktiveringsreagens: Optisk klar PTT-reagens fra
Behringwerke opleses efter forskriften i destilleret vand
og fortyndes i forholdet 1:6 med destilleret vand. En yder-
ligere fotynding i forholdet 1:9 sker med 50 mmol/liter
Tris, 12 mmol/liter NaCl, pH = 7,8.

Eksempel 7
Urokinasebestemmelse

Substrat: Pyr-Gly-Arg-ANBS-benzylamid

Preveblanding: Til 10 pl urokinase (100-3000 IE/ml
settes ved 37°C 1 ml triethanolaminpuffer (0,1 mol/liter
TEA, 0,2 mmol/liter NaCl, pH = 8,4) og 1 ml substratreagens
(2 mmol/liter), og derpd bestemmes AE/min.

Anvendes ved hjzlp af en referencekurve.

Urokinasebestemmelse i urin

Til 500 upl urin sazttes ved 37°C 500 wul triethanolamin-
puffer (0,5 mmol/liter TEA, 1 mol/liter NaCl, pH = 8,4) og
0,1 ml substratreagens (2 mmol/liter), og AE/min bestemmes.

Anvendes ved hjzlp af en referencekurve.

Eksempel 8
Cl-inaktivator-bestemmelse

Substrat: H-D-Val-Leu-Arg-2-butoxy-pNA

Proveblanding: 20 ul plasma inkuberes i 15 minutter
ved 30°C med 1 ml Cl-esterasereagens (10 mE/ml, 100 mmol/li-
ter NaH,PO,, 0,05% NaN;, 0,2% "Haemaccel®', pH = 7,5). Derpa
tilszttes 100 ul subtratreagens (6 mmol/liter), og AE/min

bestemmes fotometrisk ved 405 nm. Som norm anvendes en re-



10

15

20

25

30

35

DK 171136 B1

27
ferencekurve med standardhumanplasma.

Nedenstédende tabeller II-IX viser resultater af enzyma-
tiske mdlinger. Disse viser isar fordelen ved de nye forbindel-
ser i forhold til de kendte forbindelser.

Koncentrationsangivelserne for enzymerne refererer til
stamoplgsningerne, der anvendes. Disse stamopl@gsninger fortyndes
ved prgven i forholdet 1:10 med puffer. Pufferens pH-verdi lig-
ger ved det tilsvarende enzvms aktivitetsoptimum.

Alle anvendte enzymer med undtagelse af trypsin er prea-
parater fra Behringwerke AG. Trypsin stammer fra SERVA. Akta-
vator er l:l-komplekset mellem humanplasminogen og streptokinase.
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l'abellerne IV-1X viser en sammenligning af spaltnings-
hastighederne af kendte substrater og nogle forbindelser if@glge
opfindelsen ved hjalp af forskellige proteolytiske enzymer. Af dics
tabeller ses klart, hvor overlegne enzymsubstraterne ifglge op-
findelsen er. Saiedes er det enkelte substrats sensibilitet over
for et bestemt enzym tilstrekkelig og af samme stgrrelsesorden |
som for kendte substrater. De her omhandlede forbindelsers ufgl-
somhed over for andre proteaser, der ligeledes kan forekomme i
plasma, stiger alt efter substituentens art og stg¢rrelse i pep-
tid-ANBS-derivaterne. P& den mi&de reduceres malefejl ved anven-
delse af de nye forbindelser til enzymatiske pre¢ver, eller de und-

gés endog.
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Patentkravwv.:

1. Chromogene forbindelser, k ende t egnet

ved, at de har den almene formel II

X-A-C-D-B-NH NO,
(II)

hvor

X er et hydrogenatom, benzyloxycarbonyl, tert.butyloxycarb-
onyl, adamantyloxycarbonyl, methylsulfonethyloxycarbonyl
eller 9-fluorenylmethyloxycarbonyl eller en gruppe Ry-CO,
hvor R4 er en aliphatisk carbonhydridgruppe med 1-6 car-
bonatomer, der eventuelt er substitueret med 1-3 halogenato-
mer, eller en (alk)arylgruppe med 6-10 carbonatomer, eller
X er en benzensulfonylgruppe eller en alkarylsulfonylgruppe
med 7-10 carbonatomer, mesyl, methoxybenzensulfonyl, suc-
cinoyl eller maleoyl,

A er en aminosyre valgt blandt Ala, Cys, Glu, Gln, Gly,

His, Ile, Leu, Lys, Phe, Pro, Pyr, Thr, Tyr og Val,

C er en binding eller en aminosyre valgt blandt Ala, Asp,
Glu, Gly, Leu, Lys, Ser og Val,

D er en aminosyre valgt blandt Ala, Asp, Glu, Gly, His, Leu,
Phe, Pip, Pro, Ser, Thr, Tyr og Val,

B er arginin, homoarginin, lysin, homolysin, ornithin eller
histidin, og

R er COOR;, CONRyR3, CONH- (CHjy),-N(CH3),, CO-Y-OR, og CO-Y-
NRpR3 i 3-stilling eller ORq i 2-stilling i 4-nitroanilinet,
hvor

R, er en aliphatisk carbonhydridgruppe med 1-6 carbonatomer,
en aromatisk carbonhydridgruppe med 6-10 carbonatomer, en
araliphatisk carbonhydridgruppe med 7-11 carbonatomer eller
en alicyclisk carbonhydridgruppe med 3-8 carbonatomer,

Ry er et hydrogenatom eller en under R, defineret gruppe,

R3 er en aliphatisk carbonhydridgruppe med 1-10 carbonatomer,
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en aromatisk carbonhydridgruppe med 6 eller 10 carbonatomer,
en araliphatisk carbonhydridgruppe med 7-11 carbonatomer
eller en alicyclisk carbonhydridgruppe med 3-8 carbonatomer,
Y er en «a-, f3- eller v-aminosyre valgt blandt Ala, Asn,

Asp, f$3-Ala, ¥-But, Cys, Glu, Gly, Ile, Leu, Lys, Met, Arg,
Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr og Val, og

n er 1-10,

samt syreadditionssalte heraf.

2. Forbindelser ifelge krav 1, k ende t egnet
ved, at X er formyl, acetyl, benzoyl, trifluoracetyl, toluen-
sulfonyl, mesyl, methoxybenzensulfonyl, succinoyl eller
maleoyl.

3. Fremgangsmade til fremstilling af forbindelser
ifelge krav 1, k ende t e gnet ved, at et peptid-

derivat med den almene formel III
X-A-C-D-OH (II1)

hvor X, A, C og D har den i krav 1 anferte betydning, idet

X dog ikke er et hydrogenatom, og yderligere funktionelle
grupper i aminosyresidekaderne er substitueret med beskyttel-
sesgruppeY, kondenseres med et aminosyrederivat med den

almene formel IV

H - B - NH NO2 (IV)

hvor B har den i krav 1 anferte betydning, idet dog yder-
ligere funktionelle grupper i aminosyrens sidekade er sub-
stitueret med beskyttelsesgrupper, og R har den i krav 1
anferte betydning, hvorefter forekommende beskyttelsesgrupper
eventuelt fraspaltes.

4. Anvendelse af forbindelser ifelge krav 1-2 til

pavisning og bestemmelse af et enzym.
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