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For Laboratory Use Only

S-2222 is a chromogenic substrate for Factor Xa. It is also very
sensitive to trypsin.

COMPOSITION
Each vial contains chromogenic substrate S-2222 25 mg and
mannitol 120 mg as a bulking agent.

CHEMISTRY
Chemical name: N-Benzoyl-L-isoleucyl-L-glutamyl-glycyl-L-

arginine-p-nitroaniline hydrochloride and its
methyl ester

Formula: -CO-lle-Glu-(-OR)-Gly-Arg-pNA . HCl
50% where R is H and 50% where R is CH3.

Mol. wt: 734.3 (R = H) and 748.3 (R = CH3)

ε316 nm: 1.27 . 104 mol-1 . L  . cm-1

Solubility: 6 mmol/L in H2O
2 mmol/L in Tris buffer (pH 8.3, I 0.25)

Stability: Substance: Stable at 25°C for more than 3
years. The substance is somewhat hygro-
scopic and should be stored dry.
Solution: 4 mmol/L in H2O is stable for at
least 6 months at  2 to 8°C.
Contamination by microorganisms may
cause hydrolysis.

Suitable stock 1-4 mmol/L in H2O. Vigorous shaking or
solution: an ultrasonic bath is recommended for

dissolution, which is slow.

PRINCIPLE

Enzyme
Bz-lle-Glu-Gly-Arg-pNA →  Bz-lle-Glu-Gly-Arg-OH+pNA
The method for the determination of activity is based on the
difference in (yellow)  absorbance optical density between the
pNA formed and the original substrate. The rate of pNA
formation, i.e. the increase in absorbance per second at 405 nm,
is proportional to the enzymatic activity and is conveniently
determined with a photometer.

KINETIC DATA
Factor Xa (bovine): Km=3 . 10-4 mol/L. kcat=100 sec-1 in 37°C

Tris buffer pH 8.3, I 0.25

Trypsin (porcine): Km=2 . 10-5 mol/L, kcat=280 sec-1 in 37°C
Tris buffer pH 9.0, I 0.25

STANDARDIZATION
An activity of ∆A/min=0.05 (37°C) is obtained by using a
substrate concentration of 2 . kmand:
1. 0.1 nkat/mL of Factor Xa (Chromogenix) at pH 8.
2. Normal plasma diluted 1: 150 and activated with 6 µg RVV

(Sigma) per mL of the dilution.
The same activity is obtained by using 5 . 10-13 mol/L of porcine
trypsin (Novo). The substrate is also sensitive to subtilisin,
acrosin and Factor XIIa but insensitive to most other enzymes
tested, e.g. Factor IXa, kallikrein (glandular and plasma) and
papain-like enzymes.

APPLICATIONS
The substrate has been used for the determination of:
1.  FX in plasma (1,2) 5.  Factor VIII in plasma (9,10)
2.  FXa in plasma (3) 6.  Coagulating enzyme from
3.  FXa inhibitor in horseshoe crab

plasma (4,5) 7.  Trypsin in duodenal fluid (12)
4.  Heparin in plasma (6,7,8)

DEUTSCH

S-2222TM

 

Nur für Laborzwecke

S-2222 ist ein chromogenes Substrat für Faktor Xa. Es ist
außerdem sensitiv für Trypsin.

ZUSAMMENSETZUNG
Eine Flasche enthält 25 mg chromogenes Substrat S-2222, und
120 mg Mannitol als Füllstoff.

CHEMIE
Chemischer Name: N-Benzyl-L-Isoleuzin-L-Glutaminsäure-

Glycin-L-Arginin-p-Nitroanilin Hydrochlorid
und seine Methylester

Chem. Formel: -CO-lle-Glu-(-OR)-Gly-Arg-pNA . HCl
50%  R = H; 50%  R = CH3

Molekulargewicht: 734,3 (R = H) und 748,3 (R = CH3)

ε316 nm: 1,27 . 104 mol-1 . L . cm-1

Löslichkeit: 6 mmol/l in H2O
2 mmol/l in Tris Puffer (pH 8,3, I 0,25)

Haltbarkeit: Das Lyophilisat ist bei 25°C mindestens 3
Jahre haltbar. Die Substanz ist leicht hygro-
skopisch und sollte trocken gelagert werden.
Das mit Wasser gelöste Substrat ist, in einer
Konzentration von 4 mmol/l, mindestens 6
Monate bei 2-8°C haltbar. Eine Kontamina-
tion mit Mikroorganismen kann zur Hydro-
lyse fürhen.

Geeignete
Ausgangslösung: 1-4 mmol/l in H2O. Um das Substrat rasch

zu lösen wird konstantes Schütteln bzw. ein
Ultraschallbad empfohlen.

REAKTIONSPRINZIP

Enzym
Bz-lle-Glu-Gly-Arg-pNA → Bz-lle-Glu-Gly-Arg-OH+pNA
Die Methode zur Aktivitätsbestimmung basiert auf der Differenz
in der Absorption (optische Dichte) zwischen dem freigesetzten
pNA und dem Orginalsubstrat. Die Menge der pNA Freisetzung
und damit die Steigerung der Absorption pro Sekunde (405 nm),
ist proportional zur Enzymaktivität und wird mit einem Photo-
meter gemessen.

KINETIKDATEN
Faktor Xa (Rind): Km=3 . 10-4 mol/l. kcat=100 sek-1

in 37°C Tris Puffer pH 8,3, I 0,25

Trypsin (Schwein): Km=2 . 10-5 mol/l, kcat=280 sek-1

in 37°C Tris Puffer pH 9,0, I 0,25

STANDARDISIERUNG
Bei Verwendung einer Substratkonzentration von 2 . km und:
1. 0,1 nkat/ml Faktor Xa (Chromogenix) mit einem pH von 8.
2. 6 µg RVV (Sigma) pro ml aktiviertem, 1:150 verdünntem

Normalplasma wird eine Aktivität von ∆A/min=0.05 (37°C)
gemessen.

Dieselbe Aktivität wird bei Verwendung von 5 . 10-13 mol/l Trypsin
vom Schwein (Novo) erhalten. Das Substrat ist auch sensitiv für
Subtilisin, Akrosin und Faktor XIIa, jedoch nicht für die meisten
anderen Enzyme, wie z.B. Faktor IXa, Kallikrein (glanduläres und
Plasma) und Papain-ähnliche Enzyme.

APPLIKATIONEN
Das Substrat wurde verwendet zur Bestimmung von:
1.  Faktor X im Plasma (1,2) 5.  Faktor VIII im Plasma (9,10)
2.  Faktor Xa im Plasma (3) 6.  Koagulationsenzym des
3.  Faktor Xa Inhibitor(en) Pfeilschwanzkrebses(11)

im Plasma (4,5) 7.  Trypsin in Duodenal
4.  Heparin im Plasma (6,7,8) Flüssigkeit(12)
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Usage in vitro

Distribué en France par:
BIOGENIC S.A.
132, Rue de Lantissargues,
34970 Maurin. ADM N° H40391.

S-2222  est un substrat chromogène du facteur Xa. Il est égale-
ment très sensible à la trypsine.

COMPOSITION
Chaque flacon contient 25 mg de substrat chromogène S-2222.
Excipient 120 mg mannitol.

CARACTÉRISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES
Nom: N-Benzoyl-L-isoleucyl-L-glutamyl-glycyl-L-

arginine-p-nitroaniline hydrochloride et son
ester de méthyl.

Formule: -CO-lle-Glu-(-OR)-Gly-Arg-pNa . HCl
R = H à 50%, R = CH3 à 50%

Masse Moléculaire: 734,3 (R = H) and 748,3 (R = CH3)

ε316 nm: 1,27 . 104 mole-1 . L . cm-1

Solubilité: 6 mmole/l dans l’eau. 2 mmole/l en tampon
tris (pH 8.3, I 0.25)

Stabilité: Sous forme lyophilisée: stable à 25°C au
moins 3 ans. Composé hygroscopique à
conserver dans un endroit sec.
En solution: stable au 6 mois à 4°C à une
concentration de 4 mmole/l dans l’eau. Une
contamination peut entrainer l’hydrolyse.

Solution de
stockage: 1-4 mmole/l dans l’eau. Une agitation

vigoureuse ou l’utilisation d’un bain ultra son
est recommandé pour la dissolution qui est
lente.

PRINCIPE

Enzyme
Bz-lle-Glu-Gly-Arg-pNa →  Bz-lle-Glu-Gly-Arg-OH+pNa

La détermination de l’activité enzymatique est basée sur la
différence de densité optique entre le pNa formé et le substrat
d’origine. Le taux de pNa libéré, c’est-à-dire, l’augmentation de
la densité optique par seconde à 405 nm, est proportionnelle à
l’activité enzymatique et se mesure facilement au spectro-
photomètre.

CONSTANTES CINÉTIQUES
Facteur Xa (bovin): Km=3 . 10-4 mole/l. kcat=100 seconde-1 à 37°C

en tampon tris, pH 8,3, I 0,25

Trypsine (porcine): km=2 . 10-5 mole/l, kcat=280 seconde-1 à 37°C
en tampon tris, pH 9,0, I 0,25

ETALONNAGE
Une activité de 0,05 ∆Do/min à 37°C est obtenue en utilisant le
substrat à 2 . km et:
1. 0,1 nkat/ml de FXa Chromogenix pH 8.
2. Plasma normal dilué au 1/150e activé par 6 µg de RVV

(Sigma) par ml de plasma dilué.
La même activité est obtenue en utilisant 5 . 10-13 mole/l de
trypsine (Novo). Ce substrat est également sensible à la
subtiline, l’acrosine et le facteur FXIIa mais insensible à la
plupart des enzymes testées: FIXa, kallikreine (glandulaire et
plasmatique) et les enzymes ”papain like”.

APPLICATIONS
Ce substrat peut être utilisé pour les dosages suivants:
1. FX plasmatique (1, 2) 5. Facteur VIII plasmatique
2. FXa plasmatique (3) (9, 10)
3. Inhibiteurs (plasmatiques) 6. Enzyme coagulant du

du FXa (4, 5) crabe Limulus
4. Héparine dans le plasma 7. Trypsine du suc gastrique

(6, 7, 8)


