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AKTIEBOLAGET KABI, S-112 87 Stockholm, Ruotsi

Spesifisid kromogeenisia entsyymisubstraatteja - Specifika

kromogena enzymsubstrat

Tamd keksintd kohdistuu uudenlaisiin kromogeenisiin substraatteihin
seriiniproteaaseja varten. Namd uudet substraatit ovat sopivia
tekijdn Xa (E.C. 3, 4, 21.6) midritykseen tai niiden reaktioiden
tutkimiseen, jotka aiheuttavat Xa:n muodostumista, inhiboitumista
tai kulumista tai jopa sellaisten tekijoiden m&dritykseen, jotka
vaikuttavat tai ottavat osaa ndihin reaktioihin.

Tekijd X on avainaine veren koaguloitumiseen johtavassa reaktio-

sarjassa. Tekijdn X aktivoituminen aiheuttaa proteolyyttisen ent-
syymin, tekijdn Xa, muodostumisen, joka on vilittdmisti vastuussa
protrombiinin muuntumisesta trombiiniksi. Tekijdn Xa aiheuttamaan
protrombiinin gg%mbiiniksi nuuntumiseen sisdltyy kahden peptidi-

sidoksen halkaisu protrombiinimolekyylissd. N#itd kahta halkaisu-
kohtaa edeltdd tédsmdlleen sama aminohapposarja: -Ile-Glu-Gly-Arg-.

Yksinkertainen koagullatiotekij&@n Xa mddritysmenetelmd on erittdin
arvokas diagnoositarkoitiksia varten. T&h#n saakka parhaita rea-

gensseja tekijdn Xa mddritystd varten ovat kromogeeniset peptidi-



substraatit, joissa on amiinihapposarja -Ile-Glu-Gly-Arg-, joka
vastaa luonnollisen substraatin, protrombiinin halkaisukohtia edel-

tdvdd sarjaa.

Substraatissa bentsoyyli-Ile-Glu-Gly-Arg,p-nitroanilidi (s-2222),
joka on tdm#n sarjan paras substraatti, on aminohapposarja, joka on
identtinen luonnollisen substraatin edelld k&sitellyn osan kanssa.
Tdt4 substraattia on jo kdytetty esimerkiksi antifaktorin Xa ja
hepariinin kliinisissid m8irityksissd (A.N. Teien, M. Lie ja U.
Abildgaard, Thrombosis Research 8, 413, 1976). Menetelmét perustuvat

seuraavaan reaktioon:
'Bz-Ile—Glu-Gly—Arg—pNA.—EEL§ Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-CH+pNA

Vapauteella p-nitroanilidilla (pNA) on substraattiin ndhden valon
absorptiomaksimi, ja entsymaattista reaktiota voidaan helposti
seurata mittaamalla absorption suurenemista 405 nm:ssa, joka on

suhteellinen aktiivisen tekijdn Xa mddrdan.

Suuren mddrdn synteettisid substraatteja tekij&d Xa varten ovat
selittdneet L. Aurell, G. Claeson, G. Karlsson ja P. Friberger jul-
kaisussa Peptides 1976, p. 191, Proc. from the XIVth European Pep-
tide Symphosium, Weipon, Belgium, 1976. Luonnollisen sarjan amino-
happoja vaihdeltiin. Ne korvattiin vuoron per#&n muilla samankaltai-
silla aminohapoilla, mutta yhdessZk&idn tapauksessa ei saatu parem-
paa substraattia kuin §-2222, Hyvin pienetkin muutokset luonnolli-
sessa sarjassa, kuten Ile:n korvaaminen Leu:lla, antaa substraat-
teja, joiden herkkyys on paljon pienempi.

Keksinndn mukaisia uusia kromogeenisia substraatteja edustaa seu-
raava yleinen kaava:

Rl~-Ile—A-Gly—Arg-NH—R2

tai sen Suolat, jossa Rl on asyyli, mieluimmin asetyyli tai benso-
yyli; R, on p-nitrofenyyli, B-naftyyli tai 4-metoksi-B-naftyyli,
so. aromaattisia ryhmid, jotka antavat kromofoorin tai fluorisoivan
vhdisteen R—NHZ, entsymaattisessa hydrolyysissd; A on Asp tai Glu,
substituoituna karboksyyliryhmin osalta mieluimmin ester&8im&lld tai
amidoimalla. Sopivat esterit sis&dltdvit lyhyen alkyyli-, hydroksi-
alkyyli-, substituoidun aminoalkyyli- tai sykloalkyyliryhmin. Sopi-
vat amidit sisdltdvédt mono- tai disubstituoidun lyhyen alkyyli-,



hydroksialkyyli- tai substituoidun aminoalkyyliryhmdn, tai hetero-
syklisen ryhmin, jossa amidotyppi muodostaa osan piperidiini-, mor-

foliini~- tai piperatsiinirenkaasta.

Luonnollinen Glu:n y-karboksiryhmd, joka biologisessa pH:ssa on
negatiivisesti varattu ja hydrofiilinen, on ‘keksinndn mukaan korvat-
tu huomattavasti suuremmalla ryhm#lld, joka on neutraali ja lipo-
fiilinen. Koska aikaisemmat luonnollisen sarjan ~Ile-Glu-Gly-Arg-
muutokset ovat antaneet pelkdstddn huonompia substraatteja (L. Au-
rell, G. Claeson, G. Karlsson ja P- Friberger julkaisussa Peptides
1976, p. 191, Proc. from the 14th European Peptide Symphosium,
Weipon, Belgia. 1976), on varsin yll&attdvdd, ettd keksinndn mukaan
tehdyt verrattain suuret muutokset ovat johtaneet substraatteihin
joilla on olennaisesti paremmat ominaisuudet (katso taulukko 1},
kuin aikaisemmalla parhaalla substraatilla S$-2222. Michaels'in va-
kion (Km) raju aleneminen on huomiota heréttavip, kdytdnndllisen
tydn kannalta té&rkein n&dillé uusilla substraateilla saavutettu
parannus. Km on médédritelmdn mukaan se substraatin vidkevyys, joka

on tarpeen maksiminopeuden (Vmaks) puolikkaan saavuttamiseen. En-
nestdédn tunnettujen substraattien ja myds keksinndn mukaisten
substraattien liukoisuudet ovat rajoitetut, ja tdsti syysti substraa-
tin konsentraation pitdisi olla alle 1 mM kun toimitaan puskuri=-
liuoksessa ja veriplasmassa kdytdnndn olosuhteissa. $-2222:n tapauk-
sessa, jonka Km on yhtd kuin 0,83 mM, voidaan k&ytt&d tdysin hy-
vidksi vain puolet Vmaks:ista, kun taas keksinndn mukaisten substraat-
tien tapauksessa, joiden Km on 2-5 kertaa alempi, voidaan paljon
paremmin kdyttdd hyvdksi maksiminopeutta. Niin ollen saavutetaan
ilmeisid etuja mitattaessa Xa-aktiviteettia n&illd uusilla substraa-
teilla. Niiden herkkyys on useita satoja prosentteja suurempi kuin
§-2222:n herkkyys, mikd mahdollistaa paljon suuremman tarkkuuden,
olennaisesti alemman herkkyysrajan ja paljon pienemmin verindytteen
tilavuuden.

Entsyymin méddritykset kromogeenisten subtraattien avulla sopivat
varsin hyvin k&ytettdviksi autoanalysaattoreissa, ja ndiden uusien
substraattien paremi herkkyys saa aikaan lyhyemmin reaktioajan
laitteessa ja niin ollen my$s mahdollisuuden analysoida useampia
niytteitd aikayksikkdd kohti.

Keksinndn mukaisia substraatteja voidaan valmistaa kromogeenisista



tai fluorogeenisista substraateista, jotka sisdltdvdt aminohappo-
garjan -Ile-Glu-Gly-Arg- ja vast. -Ile-Asp-Gly-Arg~, esterdimdlld
tai amidoimalla vapaa Y~ tai B-karboksyyliryhmd peptidikemiassa
vanhastaan tunnetuilla ja yleisesti kdytetyilld menetelmilld.

Keksintdad havainnollistetaan seuraavilla esimerkeilld.

Eluaattien ja tuotteiden ohutkerros-kromatograafisessa analyysissd
kidytettiin absorptiovdliaineena lasilevyjd silikageelin F254 (Merck)}
kanssa. Kiytetyssid liuotinjidrjestelmdssd on kloroformia, metanolia,
etikkahappoa ja vettd tilavuussuhteissa 34:4:9:2,

Ohutkerros~kromatografian jdlkeen levyjd tutkittiin ensiksi UV-va-
lossa (254 nm) ja sen jdlkeen kdyttdmillid kloori/toluidiini-reak-

tiota (G. Pataki, Diinnschichtchromatografie in der Aminosd@ure- und
Peptidchemie, Walter de Gruyter & Co Berlin, p. 125, 1966} kehitys-

menetelmdnd.
Jdljempdnd kdytettyjen lyhennysten merkitykset ovat seuraavat:

Aminohapot:

N&m& lyhennykset koskevat aminohappojddnndksid. Vapaa aminohappo tai
peptidi ilmaistaan H~:n avulla aminoryhmdn ja -OH:n avulla karb-
oksyyliryhmassi. Aminoryhma ilmaistaan aina vasemmalla, karboksyyli-
ryhmd oikealla.

Ellei toisin mainita, kaikki k&ytetyt aminohapot ovat L-muodossa.

Arg = arginiini

Asp = aspartiinihappo .. - .. ... . .-.__ ..
Glu = glutamiinihappo

Gly = glysiini

Ile = 1isoleusiini

Leu = leusiini

Muita lyhennyksié:

Ac = asetyyli

AcOH = etikkahappo

Bz = bensoyyli

DCCI = disykloheksyylikarbodi~imidi



DMF = dimetyyliformamidi

Et,N = trietyyliamiini

HOBT = o-~hydroksibentsotriatsoli
HOSu = N-hydroksisukkinimidi
MeOH = metanoli

OEt = etyylioksi

OMe = metyylioksi

OpNp = p-nitrofenoksi

OisoPr = isopropyylioksi

pPNA = p-nitroanilidi

QAE = kvaternaari“amino—etyylisefaroosi (Pharmacia Fine Chemicals)

SOClz— tionyylikloridi

Esimerkki 1
Bz-Ile-Clu(OMe)-Gly-Arg-pNA + HCl (mp. 748,2)
Kosteudettomissa olosuhteissa 0°C:ssa ligitiln 0,5 ml:aan abs. me-

tanolia 30/ul tislattua SOCl,. Ensimmdisen vilkkaan reaktion j&lkeen
livuos jdtetddn n. 15 minuutiksi huoneen ldmpotilaan, ja 75 mg

(0,10 mmoolia) Bz-Ile—Glu-Gly—Arg—pNA « HC1l (S—2222)lisaté&n. Liuvos~
ta hdmmennetddn 5 tuntia ja sitten se haihdutetaan. Saatu 8ljy
liuotetaan pieneen mddrddn metanolia ja puhdistetaan geelikromato-
grafialla kolonnissa, joka sisdltd&d Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine
Chemicals) metanolissa, kiyttden metanolia eluoimisaineena. Puhdas
metyyliesteri, joka saadaan haihduttamalla metanoli pois, liuote-
taan veteen ja lyofilisoidaan. Saanto: 30 mg (40 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Rfg = 0,33

[272% -40,3° (c 0,5, 50 % HOAc/H,)

Esimerkki 2
Bz-Ile-Glu(OEt) -Gly-Arg-pNA . HCl (mp. 762,2)
Kosteudettomissa olosuhteissa -10°C:ssa 1,0 ml:aan abs. etanolia

ligdtddn 60/ul tislattua SOCl,. 30 minuutin kuluttua huoneen l&mpd-
tilassa lis&tddn 150 mg S-2222. Kun reaktio on p&dittynyt noin 15
tunnin kuluttua (TCl:n mukaan), liuos haihdutetaan. Saatu Sljy
livotetaan pieneen mddrddn 30 % HOAc vedessi ja puhdistetaan kroma-
tograafisesti kolonnissa, joka sis8ltdi Sephadex G 15 (Pharmacia
Fine Chemicals) 10 % HOAc sisdlt¥vissi H,0:ssa. Eluaatista saatu
puhdas etyyliesteri lyofilisoidaan.,

Saanto: 70 mg (46 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Re = 0,40

/a7%%-37,7° (¢ 0,5, 50 % HOAc/H,0)



Esimerkki 3

Bz-Ile-Clu(0Q0isoPr)-Gly~-Arg~pNA * HCl (mp. 776,3)

Synteesi suoritetaan esimerkin 2 mukaisella menetelmdlld, paitsi
ettd etanolin sijasta kdytetddn absoluuttista isopropanolia. Reak-
tio pdidttyy 16 tunnin kuluttua. Kromatografia ja lyofilisointi suo-

ritetaan esimerkin 2 mukaisin menettelyin.
Saanto90“mg (58 %)

Homogeenlsta TLC:n mukaan, Rf = 0,44

/ / -36,4 (c 0 5, 50 % HOAc/HZO)

Esimerkki 4
Bz~ Ile—Glu(O—sykloheksyyll)*Gly—Arg pNA_- HCl1 (mp. 833,3)
60/u1 S0Cl, lisdtddn 1,0 ml:aan kuivaa sykloheksanolia, ja 1 tunnin

kuluttua huoneen ladmpdtilassa lis&tddn 200 mg S-2222. Kun reaktio
on padttynyt noin 12 tunnin kuluttua, liuos»haihdutetaan ja kromato-~
grafoidaah esimerkkien 2 ja 3 mukaisesti menetellen, minkid jilkeen
tuote lyofilisoidaan.

Saanto: 170 mg (75 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Rf = 0,50

/o7%% -38,60 (c 0,5, 50 % HOAC/H,0)

Esimerkki 5
Bz—Ile-Glu(O*CHZCHZN(CH3)2)—Gly—Arg-pNA * HC1 (mp. 859,8)

75 mg (0,10 mmoolia) S-2222 ja 100 mg (0,8mmolia) dimetyyliamino-
etanoli-hydrokloridia liuotetaan 1,0 ml:aan kuivaa, tislattua DNF,
minkd j&lkeen lO/ul pyridiini&, 10 mg HOBT (0,074 mmoolia) ja vih-
doin 25 mg (0,12 mmoolia) DCCI lisit#in. Muodostunut disykloheksyyli-
urea suodatetaan noin 24 tunnin kuluttua, ja DMF-liuos haihdutetaan
alipaineessa. Jdljelle j&d&dnyt 8ljy liuotetaan pieneen miirid&n 95 %
MeOH - 5 % Hy0 ja puhdistetaan kolonnissa joka sisdltii QAE-25
ioninvaihdinta sen kloridimuodossa. Samaa liuotinseosta kdytetdédn
eluoimisaineena. Td114 menettelylli dimetyyliaminoetyyliesterin
hydrokloridi saadaan vapaana muista peptideistd, mutta sisiltid erdi-
td pienempid epdpuhtauksia, esimerkiksi dimetyyliaminoetanoli-hydro-
kloridia. Dimetyyliaminoetyyliesterin sisiltivi jae haihdutetaan ja
puhdistetaan kromatograafisesti kolonnissa; joka sisdltdi Sephadex

G 15 (Pharmacia Fine Chemicals) 10 % HOAc/Hzo:ssa. Puhtaan esterin
liuvos lyofilisoidaan.

Saanto: 60 mg (58 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Re = 0,50

La72° -35,0° (c 0,5, 50 % HOAc/H,0)



Esimerkki 6
Bz-Ile-Glu-Gly-Arg~pNA * HC1l (mp. 775,3)
CONH—CH (CHg)

240 mg (0,33 mmoolia) $-2222 ja 45 mg (0,39 mmoolia) HOSu liuotetaan
1 ml:aan kuivaa tislattua DMF. Liuos jd&hdytetdén -59C:een ja 120 mg
(0,58 mmoolia) DCCI lis&t#in. Lémpbtilan annetaan nousta huoneen
lampdtilaan, ja 4 tunnin kuluttua liuos jédlleen jddhdytetddn 0°C:een
ja saostunut disykloheksyyliurea suodatetaan ja pestdédn. DMF-~liuos
(noin 2 ml) jaihdytetddn 0°C:een ja 0,1 ml puhdasta isopropyyliamiinia
lisitdin. Noin 70 tunnin kuluttua huoneen ldmpdtilassa liuos haihdute-~
taan alipaineessa, siihen 'sekoitetaan 5 ml:wvettdja haihdutetaan taas. Tuote
liuotetaan noin 4 ml:aan 50 % HOAc/HZO ja puhdistetaan kromatograa-
fisesti kolonnissa, joka sisdltdi Sephadex G135 (Pharmacia Fine
Chemicals) 33 %:ssa HOAc/H,0. Samaa liuotinseosta kdytetddn eluoi-
misaineena. Puhtaan isopropyyliamidin sisdltidvid jae haihdutetaan

ja ionivaihdetaan kolonnissa, joka sisdltd3d kvaternaaria aminoetyy-
lisefaroosia QAE25 (Pharmacia Fine Chemicalsg] sen klorodimuodossa

95 % MeOH 5 % H,O:ssa. Eluaatti haihdutetaan, liuotetaan veteen ja
lyofilisoidaan.

Saanto: 120 mg (47 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Rf = 0,39

47£7§5 -30,6° (c 0,5, MeOH)

2

Esimerkki 7
Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-pNA < HCl - (mp. 802, 3)

|
CONH H )

Synteesi suoritetaan esimerkin 6 mukaisella menetelm#lli, paitsi

ettd isopropyyliamiinin sijasta kdytet#din piperidiinii.
Saanto: 105 mg (40 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Rf = 0,50

[a72° -34° (c, 0,5, MeoH)

Esimerkki 8
Bz-Ile-Glu-Gly-Arg PNA - HC1 (mp 822,3)
CON(CHZ—CHZ-OH)Z

Synteesi suoritetaan esimerkin 6 mukaisella menetelm#lld, paitsi
ettd isopropyyliamiinin sijasta kidytet#dn dietanoliamiinia.
Saanto: 120 mg (45 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Rg = 0,25

6722 2319 (0 0.5, veoH)



Esimerkki 9

Bz~Ile-Asp(0isoPr)-Gly-Arg-pNA - HC1l (mp. 762,3)

30/ul tislattua SOCl, lis&t#dn 0,5 ml:aan kuivaa isopropanolia ja

30 minuutin kuluttua huoneen limpStilassa lisdtd&n 73 mg (0,10 mmoo-
lia) Bz-Ile-Asp-Gly-Arg-pNA * HC1l (mp. 720,2). Kun reaktio on p&dt-
tnyt noin 18 tunnin kuluttua, liuvos haihdutetaan, kromatografoidaan

ja lyofilisoidaan, menetellen kuten esimerkeissd 2, 3 ja 4.
Saanto: 32 mg (42 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Rf = 0,46

'Z7L7§3 -22,70 (¢ 0,5, 50 % HOAc/H,O)

Esimerkki 10
Bz-Ile-Asp(Oet)-Gly-Arg-pNA - HCl‘(mp. 748,2) ‘
Synteesi suoritetaan esimerkin 9 mukaisella menetelmdlld, paitsi

ettd isopropanolin sijasta kédytetddn etanolia.
Saanto: 28 mg (37 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Rf = 0,40

[a72% -23,5° (c 0,5, 50 % HOAc/H,O)

Esimerkki 11 |
Bz-Ile-Asp-Gly~Arg-pNA + HC1l (mp. 761,3)

|
CONH~-CH (CH3) ,,

Synteesi suoritetaan esimerkin 6 mukaisella menetelm&lli, paitsi
ettd ldhtdaineena k&dytetddn $-2222:n sijasta Bz-Ile-Asp-Arg-pNA -
HCl:aa.

Saanto: 100 mg (40 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Rf.= 0,40

/72 -20,1° (c 0,5, MeOH)

Egimerkki 12
Bz-Ile~Asp-Gly-Arg-pNA + HCl1 (mp. 818,3)

/N
CONH H 9

Synteesi suoritetaan esimerkin 1l mukaisella menetelmdlli, paitsi
ettd isopropyyliamiinin sijasta kédytetiin morfoliinia.

Saanto: 95 mg (35 %)

Homogeenista TLC:n mukaan, Rf = 0,46

[27% -24,2° (c 0,5, MeOH)




Km:n ja Vmaks:n midritys
Km ja Vmaks saadaan Lineweaver-Burk'in yhtdldn avulla:

1 Km . _1 ., 1
Vo - Vmaks S Vmaks

Entsyymi ja substraatti sekoitetaan puskuriliuokseen ja hydrolyysin
nopeus mitataan spektrofotometrisesti. Substraatin konsentraatiota
(SO) vaihdella pitden entsyymin konsentraatio vakiona. Keskindinen

nopeus .—%— piirretddn sitten keskindisen substraatin konsentraa-

tion 1o funktiona ja Km ja Vmaks arvoidaan (taulukko 1) nédin

S
saadustaoLinewaever—Burk-diagrammasta.

Reagenssit
Puskuri Tris (tris(hydroksimetyyli)aminometaani) 0,05
moolia/l, pH = 8,3, I = 0,25 (NaCl)
Entsyymi Diageenia (6,4 Denson-yksikk&d) (Diagnostic

Reagents) 1 ampulli liuotetaan 2 ml:aan vetti.

Substraatti Substraatti liuotetaan veteen ad 2 mmoolia/l

Menetelmd Puskuria, + 379 2400-1850 jul
Entsyymid, + 20°C 50 /ul 2500/u1
Substraattia, + 37°C 50-600 ,ul '
Sekoitetaan ja absorptiokyvyn muutos (AOD/min) lue-
taan 405 mmissa, 37°C:ssa. _

Relatiivinen Puskuria, + 37°C 2200 ,ul
aktiviteetti Entsyymii, + 20°C SO;ul
Substraattia, + 37°% 250/u1
Sekoitetaan ja absorptiokyvyn muutos (AOD/min)
luetaan 405 nm:ssa ja 37°C:ssa.
Taulukko 1
Km, Vmaks ja relatiiviset aktiviteetit
. Km - lO4 Vmaks - 108 Relatiivinen
Substraatti moolia/1 moolia/min - U aktiviteetti
§-2222 8,3 8,6 100
Esim. 1 2,6 8,1 230
Esim. 2 2,9 7,5 200
Esim. 3 2,1 7,1 ° 220
Esim. 6 5,6 20,0 340

Esim. 7 1,7 8,6 300
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Patenttivaatimukset
1. Spesifiset kromogeeniset entsyymisubstraatit seriiniproteaaseja
varten, t unnetut siit#, ettd niitd edustaa seuraavat yleinen

kaava: Rl—Ile-A—GlY‘Arg'NH‘Rz

jossa kaavassa R, on asyyli, ensisijaisesti asetyyli tai bensoyylij;
R, on p-nitrofenyyli, B-naftyyli tai 4-metoksi-B-naftyyli; A on Asp
tai Glu, substituoituna karboksyyliryhmdssd mieluimmin esterdimdllad
tai amidoimalla, jolloin tarkoitetut esterit sis&dltdvdt lyhyen al-
kyyli~, hydroksialkyyli- tai substituoidun aminoalklei— tai syklo-
alkyyliryhmin, ja tarkoitetut amidit sisdlt&vdt mono- tai disubsti-
tuoidun lyhyen alkyyli-, hydroksialkyyli-~ tai substituoidun amino-
alkyyliryhmin tai heterosyklisen ryhm&n, jossa amidotyppl muodostaa osan

piperidiini-, morfoliini- tai piperatsiinirenkaasta.

2. Menetelmd seriiniproteaasien laboratoriodiagnooseja varten,
tunnettu niiden spesifisten kromogeenisten entsyymisubs-
traattien kéytdstd, joita edustaa yleinen kaava:

Rl—Ile—A-Gly—Arg—NH—R2

jessa kaavassa R; on asyyli, ensisijaisestl asetyyli tai bensoyyli;

R, on p-nitrofenyyli, B-naftyyli tai 4-metoksi-B-naftyyli; A on Asp
taiGlu, substituoituna karboksyyliryhmdstd mieluimmin esterdim#dlld

tai amidoimalla, jolloin tarkoitetut esterit sisiltédvidt lyhyen al-

kyyli-, hydroksialkyyli- tai substituoidun aminoalkyyli- tai syklo-
alkyyliryhmédn, ja tarkoitetut amidit sis¥ltdvidt mono- tai disubsti-
tuoidun lyhyen alkyyli-, hydroksialkyyli- tai substituocidun amino-

alkyyliryhméin tai heterosyklisen ryhmédn, jossa amidotyppi muodostaa
osan piperidiini-, morfoliini- tai piperatsiinirenkaasta.

3. Menetelmd spesifisten kromogeenisten entsyymisubstraattien val-
mistamigeksi, joita edustaa yleinen kaava:

Rl—Ile—A—Gly—Arg—NH—R2

jossa kaavassa R, on asyyli, ensisijaisesti asetyyli tai bentsoyyli;
Ry, on p-nitrofenyyli, B-naftyyli tai 4-metoksi-B-naftyyli; A on Asp
tai Glu, substituoituna karboksyyliryhmissi mieluimmin esterdimilli
tai amidoimalla, jolloin tarkoitetut esterit sisdltivit lyhyen al-

‘kyyli-, hydroksialkyyli- tai substituoidun aminoalkyyli- tai syklo-
alkyyliryhmén, ja tarkoitetut amidit sisdlt#dvit mono- tai disubsti-
tuoidun lyhyen alkyyli-, hydroksialkyyli- tai substituoidun amino-
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alkyyliryhm#n, tai heterosyklisen ryhmén, jossa amidotyppi muodostaa
osan piperidiini-, morfoliini- tai piperatsiinirenkaasta, t u n-
nettu siitd, ettd edelld mainittua yleistd kaavaa vastaava yh-
diste, jossa A on substituoimaton Asp tai Glu, muunnetaan esterin
tai amidin muotoon saattamalla Asp'n tai Glu'n vapaa karboksyyli-
ryhmid reagoimaan sen alkoholin tai amiinin kanssa, joka—vastaa tu-
loksena saatavaa substraattia, peptidikemiassa hyvin tunnetuilla

ja yleisesti kdytetyilld menetelmilld.
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