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PATENTE DE_INVENCION

que por 20 afios, pars Daspafia y sus Posesiones, se solicita a favor de AKTIE

BOLAGET BOFORS, de nacionalidad sueoa, domiciliada en BOFORS (Suecia), por:

"PROCEDINIENTO D& OBTENCION DE UN NUEVO SUBSTRATO PARA USO DIAGNOSTiICO, AL~
TAMENTE SENSIBLE A LA TRIPSINA Y OTRAS ENZIMAS PROTEOLITICAS DEL TIPO PEPII-

D0_PEPTIDOHIDROLASAS".

Memoria desoriptiva

La presente invencién se refiere a un procedimienio de obtencién de nue

Vos substratos pare uso diagnéstico, altamente sensibles a las enzimas protec
liticas del tipo péptido péptidohidrolasas. Los substratos segin la invencién
egtdn destinados para la determinaeidén ouantitativa de enzimas clasificadas y
hasta aqui sin clasificar del 1ipo E«Ce 3eded.,ospecialments lag que descompo
nen los péptidos o las proteinas en la cadena péptido en el lado carbox{lico
de la arginina o lisina, por ejemplo la tripsina, trombina, plasmina, Reptila
sa (R) de Pentapharm, de Basilea, Suiza, Arvine (R) de Ferring AB, Malmd, Sue
cia, y las enzimas hasta aquf sin clasificar Brinase (R) de AB Astra, Sédertai

je,Susoia.los substratos pueden ademis ser usados para 61 estudio de reaociom
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nes on las cuales tales enzimaeg son formadas, inhibidas o oo%eumidas, asi

como pars la determinacidn de factores que afectan o participan en dichas

reacciones, por ejemplo la determinacidn de proenzimas, activadores, anti-
enzimas e inhibidores de enzimas.

Pars la clagificacidn de las enzimas se usd la Nomenolatura de Enzimas
recomendads por la Unidn Internscionsl de Bloguimioca Blsevier, Amsterdam,
19656

Los compusstos (substratos) previamente usados para la determinacion
ovantitativa de las enzimas mencionadas antericrmente estén descritos en
los '"Methoden der enzymatischen Analyse", tomo I, pag. 1023 (Ed. Bergmeyer,
HoeUs, Verlag Chemie, 1970). Segin la reaccidn catalitica de las snzinas
proteoliticas que tiene lugar - la esterolitice o la amidolitica — estos
substratos sintéticos pueden ser divididos en principio en dog grupes prin—
cipales ; los substratos de éster y los substratos de amida. Bl srupo mis
grande de substratos sintétiocos previamente usades es el de los subetratos
de ésters Esto depermde del hecho de gue éstos son convertidos mucho mis ré-
pidamente por las péptido péptidohidrolasas que los subsiratos de amida has-
ta aqui vroducidos. Sin embargo, la principal funcidn bioldgica de las ensi-
mas clasificadas como péptido péptidohidrolasas es evidente por su nombre 3
la de hidrolizar los enlaces péptido o amida, pero no los enlaces éster,
de substratos naturales. En la literatura (Blood Clotting Engymology, Dpagse
36 y 42 - 44, Ed. Seegers W.H., Academie Press, 1967) se dice que la rela-
cién entre las velocidades de reaccidn de las catélisis esterolitica y amido-
litica de la trombina no es constante en condiciones distintas de Temoccidne
Por esta razén, los substratos de amida sintéticos,que tienen una sensibili-
dad mucho mayor a las enszimas en cuestidn, y que pueden también ser descom—
puéstos mis rdpidamente en productos mensurables que los conocidos hasta
aqui, han sido deseables.

Para estudiar y sesuir el desarrollo de la reaccidn de la hidrdlisis

engimdtica, log subatratos de amide son particularmente adecuadom, ya que
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pueden proporcionar s

a) productos cromoféricos ficiles de medir empectrofotométri camente y que
tienen unos méximos de absorcidn de luz que no coinciden con los de los
subsgtratos de amida originales;

b) productos fluorescentes gue pueden ser medidos mediante la eapectrofoto—~
netria de fluorescencias

c) preoductos que, acoplados con un adecuado reactivo, dan origen a produce
tos copuladores que pueden ger medidos fotoméitricamente con é?ﬁﬁ:sensi-
bilidade ‘

Se han empezado & ugar algunos substratos de amida sintéticoéjcon grupos
promoféricos hidrolizatles. Se trata en primer lugar de los tipos de los de-
rivados de mono—aminodcido-p-nitroanilida sin sustituir en Nalfa y sustituidos
en Nalfa y de los derivados mono-aminodcido-betae-naftilamide. Entre estas subg-

tancias puede mencionarse el clorhidrato de Nalf@_

benzoil=-Dl~argining=p-nitro
anilida (BAPNA) como reactivo para la tripsina (E.C. 3;4.4.) ¥y para las reac—
ciones en las que particips la tripsina. La hidrdlisis enzimaticu de este subs-
trato produce el producto cromofdérico p-nitroanilina, que puede ser medido
facilmente espectrofotométricamentes

Sin embargo, estos anteriores subsiratos de amlds conocidos no poseen
1a;especificidad vy 1o mensibilidad deseadas. Este es un importante inconvenien—
tegque pusde dar lugar a un procedimiento mas complicado en la toma de mues—
tras, porque entonces se necesitaré una considerable cantidad de material bio=
ldgico. Ademds, e} tiempo de reaccidén enzimitica es largo y la precisidn de
la determinacion de enzima puede ser poco satisfactoriae

Los nuevos substratos del tipo amida segin la invencidén que tienen una

muy elevada sensibilidad a las péptido péptidohidrolasas estén representados

por la f£érmula general siguiente :

(CH ),

- 2

R1 - §2~ X - g? - g - N - gj - g - NH -~ CH - 8 ~ NH - Bg
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o sus sales, donde R1 puede ser elegido entre hidrdgency un z?.oilo con 1 & 12
& tomos de oarbono, un omega~gminoazcilo con 1 a 12 é.'bomog de é:arbono, ciclo
hexilearbonilo, un omega-ciclohexil-acilo, 4~aminometil-ciolohexilearbonilo,
benzoilo, un benzoilo sustituido por ejemplo con 1 o mds &tomos de halégeno;
grupos metilo, amino o fenilo, etces, un omege~fenil-acilo econ 1 g 6 dtomos
de carbono en la parte acilo y donde el grupo femilo puede estar sustituido,
hencengulfonilo y 4=toluen~sulfonilo.

R, puede ser elegido entre hidrdgeno, fenilo y un alquilo cou 1 = 6
atoanos de carbono y ciclohexilo.

X puede ser elegido entre un enlace de metileno y un enlace 1inico.

1'{3 puede ser elegido entre un grupo recto, ramificado o alguilo ciclico
con 3 a 8 Atomos de carbono.

124 puede aer. elegido entre un grupo recto, ramificado o c:{clico con 3 -8
étomos de carbono, fenilo y bencilo.

n puede ser elegido entre 2, 3 y 4.

R5 puede ser elegidc entre hidrdgeno y guanilos

Rg puede ser elegido entre fenilo, nitrofenilo, metilnitrofenilo, dinitro
fenilo, naftilo, nitronaftilo, guinolilo y nitroguinolilo.

Los nuevos substratos pueden ser producidos segun dos métodos distintos :

1o El primer método se basa en la copulacidn del grupo cromofdérico R5
con el aminodcido en cuestidn, y luego una construccidn gradual de la esiruc-
tura péptido deseadas mediante la gradual copulacidén de los aminodcidos restan—
tes. El grupo cromofdrico es usado agui como grupo de blogueo del grupo car—
boxilo que termina en C del primer aminodcido.

2., El otro método s¢ basa en estructurar gradualmente la estructura
péptido deseada y la sucesiva sliminacidén de los grupos de blogueo usados, y
en la copulacion final del grupo cramofdérico Rg con la estructura péptido.

En la sintesis gradual de los derivados péptido se han usado métodos de
copulacidn que son bien ccnocidos y corrientemente usados en la quimica de

los péptidos. Tales grupos conocidos de blogueo usados corrientemente en la
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-quimica de los péptidos — como por ejemplo Gbo (carbobenzoxi), MeOCbo (p=
metoxicarbobenzoxi)N0,Cho (p-nitrocarbobenzaxt), 1iCbo (p-metoxyfenilago-
carbobenzoxi), BOC (bercio~butiloxicarbonilo), TFA (trifluorcacetilo) o for—
milo - son usados como grupos de blogueo amino. EL grupo alfa~carboxilo pue—
de ser activado por conversidn a una achtbivacidn distinta de derivados bien
conocidos y usados con frecuencia en la quimice de los péptidos, que pueden
sor aislados o producidos "in situ¥, como por sjemplo el p—nitrqfeniléster,
triclorofeniléster, pentaclorofeniléater, N—hid:cosuccinimida.éste'::.:,.- 9;cida
dcida, anhidrido Acido, que pueden ser simétricos o agimétricos. ;I.‘éﬁbién pue-
de ser activado con una carbodiimida, como por ejemplo la N,N'-diciclohexil
carbodiimida. Bl grupo carboxilo que termina en C en el derivado péptidoamino
o el derivado aminodcido pueden ser protegidos mediante esterificacidn en
por ejemplo el éster metflico, etilico o isopropilico o por conversidén en

el derivado cromafdrico de anilima, que actia asi como grupo de blogueo du-

rante la comstruccidn de la cadena pdptido. Los grupos funcionales Lilwes
gue no intervienen en la reaccidén pueden ser protegidos durante ia sintesis
de lom péptidos o de los derivados péptido, de la siguiente manera s

! Para bloguear el grupo arginil-delta-guanido y el grupo lisil-épsilon-
amino, se pueden usar los grupos de bloqueo amino corrientemente usados en
la quimica de los péptidos, como por ejemplo NO,, Tos (p~toluensulfonilo),
o gblo la protonizacién como proteccién para el grupo guanido, y Cbo (carbo
benzaxi), BOC (tercio-butiloxicarbonilo) o también Tos para el grupo Spsilon-
amino. Como proteccidn para el grupo hidroxilo de la tirosina, se pueden usar
los grupos de bloqueo corrientemente usados en la quimice de los péptidos,
como por ejemplo los grupos de proteccidn bencilo y terciobutilos

En la sintesis gradual de la estructura péptido, puede ejecutarse des-

pués de cada copulacidén de un nuevo aminodcido una purificacidn sistemdtica

mediante filtraciéh oon gele Para diche filtracidn con gel, se uss una co-

lumne llena de un material adecuado para la filtracidn de gel, por ejemplo

“un gel de dextrans con enlaces transversales del tipo Sephadex (R) G o IH



de la Fharmaocis Fine Chemicals, de Uppsala, Suecia. Otro gel sdecuado se
;ompona de copolimeros de gcetato de vinilo, por ejemplo del tipo Merckogel
(R) OR~PVA, de la A.Ge Ee Merck, de Darmstad’, Alemania Occ%dental. El mate-
rial de gol es usado equilibrado con un adecuado disolvente;y se ejecuta en-
135 tonces una elucidn con el mismo digolvente, por ejemplo metanol, etanol,
acetona, dimetilformamida, dimetilacetamida, dimetilsulféxido o triamida
hexametilfosférica.
Se fescribirs més detalladamente la invencidn en los Ejemplp'g_ ?iguien—
tes que describen la produccidn de diferentes substratos segin l‘-a. iﬁvencién
140 por sintesis escalonada. Sin embargo, dichos ejemplos no limitan el alcance
de la invencidn.
Para el andlisis cromatogréfico en capa delgada del eluado y de los
productos, se usaron placas de vidrio con gel de silice (I 254 de la AJGo
B+ Herck, de Darmstadt, Alemania Ocoidental) como medio de absorcisu. Para
;l45 el revelado de log oromatogramas en capa delgade, se usaron los sistemas

de digolvente gigulentes :

A : n~butancl : 4cido acético } agua (3Q1:1)

¢ ': n—propa.nol_lz acotato de etilo .z ague (7':1’:2)

D ': n=heptano ’: n~butanol ’= doido acético (3.:2.=1)
1. 50 P,]-: oloroformo .: metanol (9131)

Degpuds de cromatografiar en oapa delgada, se revelaron las placas
primero en luz UV (254 nm) y luego con la reaccidén cloro/toluidina (Ref.:
G Pata,ki‘: Diinnschi chtchromatografie in der Aminosadure und Peptid-Chemie,
Walter de Grﬁytsr & Cosy Berlin, 1966, pig. 125) como método de revelados
155 A menos que se diga otra cosay todos los aminodcidos usados tienen con-

figuracién en L y las abreviaturas tienen los significados migulentes :

dla = glaning

Arg = arginina

Ile = isoleucina

160 Leu = leucina



Lys = ligine
Val = valina
Otras abreviaturss usadas en los Ejemplos :
Ac = acetilo
165 Ao,0 = anhfdrido acético
AcOH = dcldo acético
BOC = tercio~butiloxicarbonilo
Bz = benzoilo
Bzl = bencilo
170 Bz,0 = anhidrido benzoico
Cbo = carbobenzoxl
DCCT = diciclohexilesrbodiimida
DCHA = diciclohexilaming i
Doy = diciclohexilecarbamida
175 VP = dimetilformamida,
B4, N = trietilaminas
HPTA = N,N,N',N!,N",N'~hexametilfosférica triamida
MCho = p-metoxifenilazocarbobenzoxi
MeCH = metanol
180 NA = naftilamina
0tB u = tercio-butiloxi
CE = etiloxl
Qe = metiloxl
OpNP = p-nitrofenoxi
185 OigoPr = iso—propiloxi
pNA = p-nitroanilida
TFA = trifluorocacetilo
Tos = p-toluensulfonilo
TLC = cromgtografia en capa delgada

190 Los geles Sephadex (R) G-15 y (=25 usados para la filtracidn con gel



son ambog geles de dextrana con enlaces transversales de distinto grado

de enlaces trangversales de la Pharmacia Fine Chemicals, de Uppsala, Sue-
ciae El gel Sephadex (R) IH~20 es un gel de dextrana con enlaces transver—
sales hidroxipropilado de la Pharmacia Fine Chemicals, de Uppsala, Sueciae

195 Ejemplo I : H ~ Lou = Lou = Arg ~ plA — 2 HOL (1)

Ejemplo Ia s Cho - Arg (I\TOQ) - oA (Ta)

Se disuelven en 200 ml de HMPTA recien destilada a temperaturs ambienw
te 3553 g (01 mol) de Cho - Arg (NO,) = OH sece, después de lo cusl se afia—
den agitando y en condiciones de completa sequedad 10,1 g (0,1 mol) de Et3l\I

200 ¥ 24,6 g (0515 moles) de p-nitro-fenilisooianato. Despuds de dejé:pla repo—~
sar 24 horas a itemperatura ambiente, se vierte la mezcla de reaccidn en 2
litros de una solucidn al 2% de bicarbonato sddico, egitandos El precipi-
tado que se separa eg filtrado y lavado tres veces con solucién al 2‘-,"0 de
bicarbonato sddico (0,5 litros), dos veces con 0,2 litros de agua destila-

205 da, dos veces con 0,5 litros de dcido olorhidrico 0,5 N y, por fin,t cinco
veces oon 0,2 litros de agua destiladae. Una vez seco, el produciv bruto es
suspendido: en MeOl caliente. La parte insolubls, consigtente en N,N1~bi5-
p-nitrofenil-carbemids, es separada por Piliracidn. E1l £iltrado es purifi-
cado por cromatografia de gel en una columna de Sephadex (R) LH~20, equi-

210 liabrado con MeQH,

Rendimiento : 29,8 g (63,04) de Ia, Pofe 185-1882 Cu, homogéneo segin TIC

en Py y Cy.y /alfa/§4 = =1330 (0 = 1515 AcOH),

Ejemplo Ib : Cbo ~ Leu = Awvg (NO,) ~ pNA (Iv)
! Método de sintesis 1 Se disuelven 5,0 g (10,6 mmoles) de Ia en 21 ml
215 de AcOH y 22 ml de HBr 4 ¥ en AcOH en condiciones de completa sequedads
Se agita durante una hora la mezcla de rTeaccidén y se vierts lentamente &
continuacidn en 200 ml de éter agitado vigorosamente, precipitando 1,5
HBr ¢ H = Arg (NO,) — pNA. Se decante la solucién etérice y se trata
otras tres veces el residuc gramular con 100 ml de éter pars eliminar el

220  bromuro de bencilo y 8l exceso de HBr y AcOH. Despuds de secar en vacio
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gobre P205, el rendimiento en Sal bromhidrato del derivado aminodcido es
cuantitativo (4,8; g). Se disuelven 4,87 g (10,6 mmoles) de 1,5 HBrH -
Arg (1\T02) -~ pllA en 50 ml de DMF destiladas Se enfris la solucidn a =102 Co.
v 156 g (15,9 mmoles) de Et,N son afiedidos para liberar lg H - Arg (NOZ)
=~ pNA de su sal bromhidrato. Se haoce rescoionar la mezcla durante una hora
en condiciones de sequedad. Se separs por filtracidn el Et31\T.HBr Y se en=
fria el filtrado a -10? Ce Se afiaden 4,3 g (12,7 mmoles) de Cbo = Leu =
OpNP y la solucidén puede alcenzar shora lentamente la temperaturs embien—
to. Despuds de tres horag, se vuelve a enfriar la solucidn e =102 C. y se
tampona con 0,55 g (5 mmoles) de Btyle El tamponado es repetido vne vez
méds a las 2-3 horas. Después de un tiempo de reaceidn de 24 horas, se eva-
pors la solucidn a 402 Ce en vacio, hasta la sequedad. Se trata tres veces
el residuo con 100 ml de agua destilada y se seca despuds en vacio. Puri-
ficacidn : se disuelve en MeOH el residuo seco y se purific‘;a. por oromato-
grafia de gel en una columa de Sephadex (R) LH~20 equilibrado con MeOH.
Rendimiento : 6,1 g (98%) de Ib amorfo, homogéneo segin la TLC en P,y
/alfa/%f’ = =33,3% (¢ = 1,0; MeOH),

Ejemplo Io +  Cbo = Leu = Leu = Arg (NO,) = pNA (Zo)

Materiales iniciales : 2,8 g (4,77 mmoles) de Ib y 2,22 g (5,72 mmoles) de
Cho - Leu — OpiP.

Método de afntesis 3 segin el Ejemplo Ib.
Purificacién : cromatografia de gel con Sephadex (R) LH~20 en MeOH.

Rendimiento : 2,5 g (80%) de Ic amorfo, homogéneo segin la TLC en Py

/a1£e/B = 9,90 (0 = 1,05 IuF).
Ejemplo Id :+ H - Leu — Leu — Arg — pNA . 2HC1 (1)

Se ponen 13442 mg {0,192 mmoles) de Ic en el recipiente de reaccidn de
un aparato Sskakibara. Se destilan 5 ml de fluoruro de hidrégeno seco en el
recipiente y me dejan reaccionar durante una hora, agitando. Asi, el grupo
nitro que protege la funcidén guanidino de la arginina y el grupo Cbo son

separados. Despuds, se destila el fluoruro de hidrdgeno a presidn reducida



¥ se disuelve en DMF el residuc seco. Para convertir el derivado de £luor
hidrato obtenido del péptido en su sal clorhidrasto, se afiaden 0,25 ml de
dcido oclorhfdrico concentrado e la solucidn DMF. Despuds de evavoracidn,
se repite una vez mas el procedimiento de conversidne

255  Purificacién : después de la Gltima evaporacidn, se disuelve el residuo en
una sgolucidn al 504 de AcOH y se purifica por cramatografia de gel en una
columna de Sephadex (R) G-25 equilibrado con AcOH al 50f. La fraccidn del
eluado que contiene el derivado de clorhidrato de tripéptido pu:r.-é .68 liofi-
lizada. ~

260 Rendimiento s 80,0 mg (71 ¢) de I amorfo, contenido de cloro 11,837"’3, homo-

géneo segin la TIC en A y /alfa/§3 = =29,9 {0 = 0,59 503 AcOH)s EI anali-

sis de aminodcidos mostrd las siguientes proporciones s Leu s 2,0; Arg:Qy95.

Ejemplo IT : N®2 _ By — Teu — Leu — Arg — pNA ¢ HCL (11)
Ejemplo ITa ¢ N8lfa - Bz ~ Leu = Leu = Arg (WO, ) ~ plA (I1a)

265 Materiales iniciales : '}03 mg (1 mmol) de Ic y 272 mg (1,2 mmoles) de Bz,0e
Método de sintesis : decarbobenzoxilacidn de Ic, que se ejecuta segin el
Ejemplo Ibe Se filtra el producto. seco de H = Leu — Leu = Arg (NOz) - pNAJHBz.
Se enfria el filtrado a -102 C. y se afiaden 272 mg (1,2 moles) de Bz,00 A
las 3 horas de tiempo de reaccidn, la solucidn ha alcanzado la temperatura

270  ambientes. Se vuelve a enfriar y se tampons con 0,07 ml (0,5 mmoles) de E'b3No
Se repite el tamponado después de otras 3 horase Después de 24 horas de tiem=
TP de reaccidn, se evapora en vacio hasta la sequedad la solucidne Se trata
e’l residuo y se seca megin el procedimiento descrito en el Ejemplo The
Purificacidén : cromatografia de gel con Sephadex (R) LH~20 on MeOH.

275 Rendimiento s 550 mg (82%) de ITa smorfo, homogéneo segin la TIC en P,y
/alfa/§5 = =3,6% (c = 1,01; DEF).

IT : ¥efe _ gy - Lou - Leu = Arg — pNA s HCL (11)

Material inicial : 554,8 mg (0,828 mmoles) de IIa.
Método de sintesis : segin el Ejemplo Id.

280 -Purificacidén : cromatografia de gel con Sephadex (R) G—15 en 207 AcOH y Se—
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phadex (R) LE~20 en eOH.

Rendimiento ¢ 4'-76 mg (87%) de IT amorfo, liofilizado, contenido de cloro
5,30%, homogéneo segin la TIC en A ¥ /alfa/§3 = =73,02 (o = 0,663 504 AcOH).
El anélisig de aminodeidos indicd las siguientes proporciones : Leu i 2,0,
Args 0,95,

Ejemplo IIT : H - bota = ciclohexil — Alg = Val = Ave - pNA « 2 HC1  (IIT)

Cbo = Val = Are (NOZ) ~ pHA (3178)

Materiales iniciales : 20,6 g (43,5 mmoles) de Ia y 20,3 g (54,3 nmoles)
de Cbo = Val =~ OplP,
Método de sintesis : seglin el Ejemplo Ib.
Purificacidén : recristalizacidén del producto bruto en MeOH. EL lfquido-madre
es purificado por cromatografiz de gel en Sephadex (R) LH~20, en MeOH.
Bendimiento : 23,2 g (9353%) de IITa, pefs 200-202% C,, homogéneo segin la
yCy /a1fa/§4 = 45,82 (¢ = 1,0; TMF)o

Chbo = beta = ciclohexil — Ala — Val — Arg (Noz)__:_ggg (IIIv)

Meteriales iniciales : 0,48 g (0,83 mmoles) ds IIIa y 0,53§g (1,24 mmoles)

TIC en P1

de Obo - beta - oiolokexil - Ala = OPNP do un Pefs 105-106% Cu y /alfe/2 =
~28482 (¢ = 1,05 IMF).
Uétodo de sintesis : segin el Ejemplo Ibe
Purificecidén s cromatografia de gel con Sephadex (R) LB-20 en MeOH.
Rendimiento ¢ 531 mg (88%) de IIIb amorfo, homogéneo segin la TIC en P1 g
/alta/E3 = -7,39 (c = 2,05 DNP).

H = beta — ciclohexil = Ala — Val = Arg — DA o 2 }HC1 (III)

Haterial inicial : 12044 mg (0,165 mmoles) de IIIbe

Método de sintesis : seglin el Ejemplo Id.

Purificacidn : oromatograffa de gel con Sephadex (R) G=15 en 207 AcOH.
Rendimiento : 56,6 mg (55%) de ITI amorfo liofiliszedo, contenido de cloro
11;32%, homogéneo segin la TIC en 4, /alfa/§3 = 36,82 (o = 0,62; 505 AcOH),

El analisis de aminodcidos reveld las siguionies proporciones s Val s 1,0,

. beta—~ciclohexilo - Ala : 1,1; Arg : 1,0,



Ejemplo IV : N = Bz - bete — ciclohexil = Als = Val — Avg — pNAGHG1  (IV)
N = Bz = bete = clolohexil = Ala — Val - Arg( NoE) ~ plNA (IVa.)

Materiales iniciales s 243 mg (0,335 mmoles) de IIIb y 93 mg (041 mmol)

de Bzy0.
315  Método de sinteais s semin el Ejemplo IIas
Purificacidn : oramatografis de gel con Sephadex (R) LH-20 en MeOH,
Rendimiento s 147 mg (63%) de IVa, pefe 148-1528 Ce, homogéneo segin la TIC
en P1 N /alfa/§3 = «6,332 (o = 0,845 DMF).
N = Bs — bets — clolohexil — Ala = Vel = Arg — oA ~ 101 (IV)
320 Material inicial 3 10640 mg (09152 mmol) de IVae '
Método de mintesis : segin el Ejemplo Ide
Purificecidn s cromatografia de gel oon Sephadex (R) G-15 en 20% AcCH.
Rendimiento s 86,7 mg (84%) de IV liofilizedo moﬁo, contenido de oloro
5910%, homogéneo segin la TIC en A ¥ /alfa/§3 = <178 (o = 0y3; 50% AcOH)
325 El andlisis de los aminoéoidos revelé.las inroporoio;xeé siguientes s Val 3
150, beta=tiolohexil = Als ¢ 192y Arg 3 150,

Ejemplo V3  N-Bz~N-ciolohexil=betamAla~ValwAr *HC1 (v)
FCbo-N-oiol ohexil-bobamhle~Valmhrg(NO,) A (va)

Materiales iniciales : 286 mg (0,5 mmol) de IITa y 300 mg (0,7 mmol) de
330 N-Cbo=N=ciolohexil-hetg=Ala~OpliP,.
Método de sintesis : seglin el Ejemplo Ibe
Pixrificacién : oromatograf{a de gel oon Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Rendimiento 1 313 mg (864) de Va amorfo, homogéneo segin la TIC en P,y
/elta/24 - + 00 (C = 1,05 TUF).
335 He-BgeNe-ci 61 hexi Inbeta—Ale~Val-Arg( NO,) ~plA (Vo)
Método de sintesis : segin el Ejemplo IIa. '
Purificacidn s oromatografia de gel oon Sephadex (R) LH~20 en MeCH.
Rendimiento : 243,5 mg (8:173) de Vb amorfo, homogéneo segin la TIC en P 17
/8128/23 = 0,58 (C = 0,43; TF)s
340 R Ne-Bgimgi ol ohexil-betamAlex=Val=Args NA®HCL (V)

—
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Material inicial 3 170 ng (0,242 mmol) de Vbe

Método de sintesis s smegin el Ejemplo Id.

Purificacidn s oromatografis de gel con Sephadex (R) LH=20 en MeOH.
Rendimiento 1 126 mg (76¢) de V liofilizado amorfo, contenidoc de cloro 5,11%,
homogéneo segin la TIC en A, /al.fa/;3 = =38,52 (C = 0,695 50% AcOH). Andli-
sis de aminodoidos, reveld las proporcicnes siguientea ¢ Val 3 1,0, N=oiclo

hexil-beta=Ala 3 193y Arg 1 0y9

Ejemplo VI ¢  NLf8.Boyal-Val-Ava-plA*HCL (vI)
Cbo-Val-Val-Arg(NO, )~pNA (VIe)

Materiales iniciales s 1997 & (3,43 mmoles) de ITIa y 1,6 g (4,2 muoles) de
C bo-Val=OplP,.

Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe

Purifiocacidn s orcmatografis de gel con Sephadex (R) 1E~20 en MeCH,
Rendimiento s 1,9 g (82f) de VIa amorfo, homogéneo segin la TIC en 2, ¥ Ce

Fe108pg el Valeprg(NO,) -pilA (VIb)

Materiales iniciales : 1,9 & (2,83 mmoles) de VIa y 0,77 g (3,40 mmcles) de

B 2,0, {
Método de sintesis : segiin 6l Ejemplo Ilae ;
Purificacidén : oromatografia de gel con Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Rendimiento ¢ 1,45 g (80%) de VIb amorfo, homogéneo segin la TIC en P 1 ¥
/alfa/]2)3 = ¥ 5,60 (C = 1,01; IMF),

N&12 By Val Vgl AvapNHeHCL (vI)
Material iniciel s 362 mg (0,564 mmoles) de VIb.
Método de sintesia : segin el Ejemplo Id.
Purificacién s oromatografia de gel ocon Sephadex (R) G-15 en 33% AcOH.
Rendimiento 1 248 mg (69,7%) de VI liofilizado amorfo, oontenido de cloro
59549, homogéneo segin la TIC en A y /a,lfa,/§4 = 57508 (C = 0,65; 504 AcOH).

El sndlisis de aminogoidos reveld las proporciones siguientes s Val 1 2,0

Arg 3 0,9,
Ejemplo VIT :  N*'f8.psleuVeleAra-piaencl (vII)




Lho-Tou-Vel-Arg(NO, ) ~pNA (VIlIa)

Material inicial s 1,97 g (3,43 moles) de IIIa y 1,7 g (4,2 mmoles) de
C bo-Lou=0OpNF e
Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe

375 Purificacién s oromatograffa de gel con Sephadex (R) LH~20 en MeCH,
Rendimiento 3 2,05 g (87%) de VIIa amorfo, homogéneo segin la TIC en B,
y Co

§¥8 B ou el Arg(NO, ) -pilA (VIIb)

Materiales iniciales s 1,75 g (2,55 mmoles) de VIIa y 695 mg (3;06 mmoles)

380 de Bz,0.
Hétodo de mintesis : sezin el Ejemplo IIz.
Purificacién : cromatografia de gel con Sephadex (R) IH=20 en MeOE.
Rendimiento : 1,49 g (91%) de VIIb amorfo, homogéneo segin la TIC en Py y
/alfa/§3 = 4+ 2448 (C = 1,013 IMF).

385 N8Lfe By T euml al-Arg-pNA®HCL (VII)

Material iniocial : 319 mg (0,486 mmoles) de VIIb.

Kétodo de sintesis 3 megin el Ejeuplo Id.

Purificecidn 3 oromatografis de gel con Sephadex (R) G=15 en 33% AcOHe

Rendimiento : 2;16 mg (88%) de VII amorfo liofilizado, contenido de cloreo
390 5,414, homogéneo segin la TIC en 4, /alfa/§4 = =520 (C = 0,653 50% AcOH).

Bl andiiisis de aminodcidos reveld las proéorciones siguientes 1 Val ¢ 1,03

Leu 2 1,13 &2 : 0,95,

Ejemplo VIIT ; NfBpBs_Tle-Valwirg~pNAeHCL (VIII)
Cbo=Tle~Val=Ara(NO,)~pNA (VIITe)

395 Materiales iniciales : 1,97 g (3,43 mmoles) de IIIa y 1,7 g (4,2 mmoles) .
de Cbo=~Ile=OpNPe
Método de sintesis : segin el Ejemplo Ib.
Purificacidn s cramatografia de gel con Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Rendimiento s 2,0 g (85%) de VIIIaz amorfo, homogéneo segin la TIC en P1.

400 N8 poT1oValtre(NO,)piA (VIIID)
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Materiales iniciales : 1,75 g (2,55 mmoles) de VIIIa y 695 mg (3,06 mmoles)

de 3220.

Método de sintesis 3 sezin el Ejemplo ITae

Purificacidn : oromatografis de gel con Sephadex (R) ILH=20 en MeOH,

Rendimiento ¢ 1,46 g (89%) de VIIIb amorfo, homogéneo gegin la TIC en Pie
NOLE8 Ba 1) oV 5l Arg-pNASHCL (vIxI)

Material inicial : 319 mg (0,486 mmoles) de VIIIbe

Método de sintesis : megin el Ejemplo Ide

Purificscién 1 croamatografia de gel oon Sephadex (R) G-15 en 33 AcUH.

Rendimiento : 264 mg (84%) de VIII amorfo liofilizado, contenido de cloro

5,4%, homogéneo segin la TILC en 4 y /a.lfa/;?’ = =29,9 (o = 0,59 304 AcOH)s

El andlisis de los aminodcidos reveld las siguientes proporciones s Val 3

1905 Ile s 0495 ATg 3 1916

E jemplo IX s w2tfep, Va1 -T1o-Ara-nNAeHCL (IX)
c*oo-Ile-Arg(Noal:-_gm (IXa)

Materisles iniciales t 4,9 g (10,4 mmoles) de Ia y 6,2 g (16 mmnles) de
Cbom=Ile=0pNP,
Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe
Purificacidn s oromatografis de gel oon Sephadex (R) LH~20 san MeOHo
Rendimiento s 4,75 g (78,1%) de IXa oristalino parcialmente, homogéneo se—
gin 1a TIC en P, ¥ /a.:.fa/§3 =4 2,30 (0= 1,05 DUF),

CbomValrTlemirg(NO, )-cilA ' (IXb)
Hateriales inicisles : 800 mg (1,37 mmoles) de IXa y 615 mg (1,65 mmoles)
de Cho-Val=OpNP.
Método de sintesis 3 seglin el Ejemplo Ibe
Purificacidn s cramatografia de gel con Sephadex (R) LH-20 en MeOH.
Rendimiento : 833 mg (88,5:) de IXb amorfo, homogéneo segin la TIC en Py ¥
/alfﬁl,/s4 = =3,23% (0 = 1,13 IMF).

'N‘lfa-Bz-\ral-ne-Axggnoelﬂ (IXe)

Materiales iniclales 3 500 mg (0,73 mmoles) de IXb y 198 mg (0,876 mmoles)
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Método de sintesis s segin el Ejemplo ITa.
Purififacidn s oromatografia de gel con Sephadex (R) I1H~20 en MeOH.
Rendimiento 1 374 mg (78%) de IXo amorfo, homogéneo segtin la TIC en P, y
/a,lfa/§3 =4 1,99 (0 = 0,995 TMF).

‘NeLL8_po v el -1 e—ArgrNA*HCL (IX)
Material inioial s 200 mg (0,305 mmoles) de IXo. |
Método de eintesis : segin el Bjemplo Id.
Purificacién : cromatografia de gel con Sephadex (R) G-15 em 33} AcOH.
Rendimiento : 153 mg (77,5%) de IX amorfo liofilizado, contenido de oloro
5,406, homogéneo segin la TIC en A y /alfa/ﬁ3 = =56,4% (o = 0,64: 505 AoCH)e
El andlisis de aminodcidos reveld las proporciones siéuientea t Val 3 1,03

Ile 3 1515 Arg 3 15te

Ejemplo X + N T8_pyval-Teu—ArgepNACHCL (X)
Cbo-Val-Leu-Arg{NO, )~pNA (Xa)

Materiales iniciales 1 880 mg (1,5 mmoles) de Ib y 670 mg (1,8 mmoles) de
Cbo=Val-OpiP. |
h'?étodo de sintesis : megin el Ejemplo Ib.
furificacién : oramatografis de gel oon Sephadex (R) IE=20 en MeOH.
Rendimiento s 882 mg (864) de Xa amorfo, homogéneo segin la TIC en Py
/alf*’-/f;3 = =6469 (¢ = 1,01; INF).

'Nalf“-Bz-Val-Leu-Arggnoz)_ﬂg (Xb)
Materiales iniciales : 400 mg (0,583 mmoles) de Xa y 160 mg (0,707 mmoles)
de 3520.
Método de sintesmis : gegin el Ejemplo IIae
Purificacidn s cromatograffs de gel con Sephadex (R) IH~20 en MeOH.
Rendimiento ¢ 279 pg (73%) de Xb amorfo, homogéneo segin la TIC en Py
/alfa/§3 = =0,42 (o = 1,04; TMF).

NP py Vel Leu-ArapNAHCL (x)

- Material inicial : 150 mg (0,23 mmoles) de Xb.
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Método de sintesis : segin ol Ejemplo I.

Purificacién : cromatografia de gel con Sephadex (R) Gw-15 en 33 de AcOH.
Rendimiento 1 126 mg (84,5%) de X emorfo, liofilizado, contenido de cloro
5945%, homogéneo segin la TIC en A ¥ /alfa/]2)3 » =54408 (o = 0y64; 504 AcOH)e
El endlisis de aminodcidos reveld las proporciones sigulentes 3 Val 1,03

Lou 3 3‘91 H A.rg H 1’00

Ejemplo XI +  N*%& pp-TieTle-Ara-piA.HCL (x1)
Cbo=Tle~Tlomarg(NO, J=plA (XIa)

Materieles iniciales 1 800 mg (1,37 moles) de IXa y 640 mg (1566 wymoles)
de ChowIle=OpNPe
Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe
Purifiocacidén 3 oramatografia de gel oon Sephadex (R) LH-20 en MeCH,
Rendimiento s 838 mg (87,5%) de XIa parcialmente oristalino, homogéneo ge=
gin la TIC en P, y /alfa/o> = =5,79 (o = 1,04y TF)e

N*8 pyT10-T10-Ang(NO, )pilA (XTb)
Materiales iniciales t 440 mg (0463 mmoles) de XIa y 171 mg (0,76 mmoles)
de Bzzo.
Método de sintesis : segin el Ejemplo IXa.
Purificscidn ¢ oromatografia de gel ocon Sephadex (R) ILH=-20 en MeOH.
Rendimiento 1 409 mg (97%) de XIb percialmente oristalino, {homogéneo segin
la TIC en P1. ‘ ;

8. Bg~T1ewIlomArg=-rNA*HC1 (x1)

Materisl inioial : 202 mg (0,3 mmoles) de XIbe

Método de sintesis : segin el Bjemplo I

Purificacidén s cromatografie de gol con Sephadex (R) G=15 en 33% AcCH.
Rendimiento 1.7.2 mg (87%) de XI amorfo liofilizado, contenido de cloro
5,330, homogéneo segin la TIC en A ¥ /alfa/§3 = 57,00 (o = 0,673 50% AcOH)e
El analisies de aminodcidos reveld las proporciones siéuimtee t Tle 1 2,03
Arg s 049

Ejemplo XII 2 Bg=lou=Ile=Arg-pNA®HC1 (X1I)
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Cbo—Leu-Ile—Arg(Noz):nl\LA (XI1a)
Materiales inioisles : 800 mg (1,37 mmoles) de IXa y 640 mg (1,66 mmoles)
de Cbo«Leu-0pNP.

Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe
Purificacidn : cromatografis de gel ocon Sephadex (R) LH~20 en MeOHe
Rendimiento : 772 mg (81%) de XIIa amorfo, homogéneo segin la TIC en I
/ma/ 3 . T332 (o = 1,025 INMF)e

288 5010 Bu-LoueTle-ix(NO, )-pNA (XIIb)

Materiales iniciales 3 500 mg (0,72 mmoles) de XIla y 205 mg (0,85 mmoles)

de 32200

Método de sintesis : segin el Bjemplo Ilae

Purificacién : orcmatografis de gel con Serhadex (B) IH-20 en MeOH.
Rendimiento s 482 mg (82%) de XIIb amorfo, homogéneo segin la TIC en P,y

/aJ.fa/§3 = 4 0,58 (c = 1,035 IMF).

¥2128 po1.eunTl omhrarlAHC] (XII)
;‘Alaterial inicial s 193 mg (0,288 mmoles) de XIIbe '
ﬁétod.o de sintesis ¢ segin el Ejemplo I.
Purificacidn : crometografia de gel con Sephadem (B) G—15 en 335 AcOH.
Rendimiento 1 166 mg (86f) de XII amorfo liofilizado, contenido de cloro
59¢34%, homogéneo segin la TIC en A y /a.lfa/:ﬁ3 = =5154% (0 = 0,6'}; 504 AcOH).
Bl analisis de aminodcidos reveld las proporciones eiéuientes t Ieu ¢ 1,05

Ile : 192 5 Arg 3 0,9,

Ejemplo XIIT 1 N8 psT1o-TeumArg-nia°HCL (XIII)
Cho=Tley ~Teumprg~(NO,)~pNA (XIIIa)

Meteriales iniciales : 880 mg (1,5 mnoles) de Ib y 696 mg (1,8 mmoles)
de Cbo= Ileu=OpltP. '

Método de sintesis 3 segin el Ejemplo Ibe

Purificacidn : cramatografia de gel con Sephadex (R) LH=-20 en MeOH.

Rendimiento s 750 mg (71%) de XIIIa amorfo, homogéneo segin la TIC en 2,

-y /alfa/gz’ = =3,85¢ (c = 1,05; DMF).
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. P18 BTl ou-tou-hrg (NO,)-pis (XIIIb)

Materiales iniciales : 498 mg (0,71 mmoles) de XITIa y 193 mg (0,85 mmoles)

de Bzzoe
Método de sintemis 3 segin el Ejemplo Ilas.
Purificscidn : ocromatografia de gel con Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Rendimiento ¢ 345 mg (73%) de XIITb parcialmente oristalino, homogéneo se=
gin la TIC en P, /alfa/12)3 = =578 Co (o = 1,043 TUF)s

¥e1f8 B o Tl quhrg-pNA*HCL (X1II)
Materiales iniciales 3 1;70 ng (05254 mmoles) de XIIIbe
Método de sintesis : segin el Ejemplo I.
Purificacién t cromatografis de gel con Sephadex (R) G~15 en 33% AasOH.
Rendimiento ¢ 129 mg (77%) de XIII emorfo liofilizado, contemide de cloro
5431%, homogénec megin la TIC en A y /a.lfa/g3 = =49,98 (¢ = 0,68; 50% AcOH).
El andlisis de aminodfoidos reveld las siguientes proporoiones s Leu 3 1,03
Ile 1 1413 Avg & 1,05
E jowplo XIV & NP 5% pa-g eu~Tou-ang-2-A*HC1 (X1v)

Cho-Azg (NO,)=2-NA (X1Ve)

Se disuelven 3,6 g (10 mmoles) de C‘bo—Arg(NOa)-OH en 200 ml de THFe1,0 g
(10 mmoles) de Et,l, después de lo cusl se enfris la solucidn a =109 Ge en
condioiones de total ausencia de humedad.

Se afladen & la solucién enfriads durante 10 minutos 1,3 g (10 mmoles) de
slorofarmato de isobutilo disueltos en 10 ml de THF y, des#:ués de otros

10 ninutes, sge atfiaden 1,:72 g (10 mmoles) de 2-na;ftilaminaoISe deja que la
mezols de reaccién alcance la temperatura smbiente y se deja a dicha tem=
peraturs durante 24 horase. Se evapora la mezola de reaccidn en vacio hasta
sequedady ge trata -5 veces oon ague destilada, 3~5 veces oon una solucién
de bicarbonato de sodio al 5% y otras 3-5 veces oon agua destilada, después
de lo cual es secada en vacioe

Purifiocacién 3 oromatografia de gel con Sephadex (R) LH=20 en MeOH.

Rendimiento t 4,05 g (844) de XIVa parcialmente cristalino, homogéneo segin
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la T en P, y C y /alfa,/;3 =4 7,359 (o = 1,05 DMF)e

Cbo-Leu-Ang (NO,)=2-34 (XIVD)
Materiales iniciales : 1,5 g (3,1 mmoles) de XIVa y 1,43 g (3,7 mnoles) de
C bo~L.eu~OpNP,
Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe
Purificacidén s cromatograf{s de gel con Sephadex (R) IH-20 en MeOH;
Rendimiento s 1,6 g (864) de XIVb amorfo, homogénee segin la TIC en P,y
/alfa/;‘;z = =9,12 (o = 1,05 DF)e

Cho-Leu-Leu=Arg (NO,)-2-NA (xxvo)
Materiales iniciales s 1,35 g (2,26 mmoles) de XIVb y 1,05 g (2,71 mmoles)
de Cbo-Leu~0OpNPe
Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe
Purificacidén s oromatografia de gel con Sephadex (R) LH=20 en Me(H.
Rendimiento : 1,00 g (6244%) de XIVo parcialmente oristalino, homogéneo se—
g}in la 16 en P  y /alfa/§4 - =20,68 (0 = 1,03 DMF)e
| 8-Bg~Leu-Leu-Arg (13:0E )—2-NA (xIvd)
Materiales iniciales 3 990 mg (1,4 mmoles) de XIVo y 407 mg (1,8 mmoles) de
3520.
Método de sintesis : segin el Ejemplo IIae
Purificacién : oromatografia de gel con Sephadex (R) LH-20 en MeOH.
Rendimiento : 800 mg (84%) de XIVA amorfo, homogéneo segin la TIC en P‘l ¥
/a1£a/20 = <13,48 (o = 1,05 DifF)e

2128 By ouT.oumrg-2-NAsHCL (xIv)

Materiales inicigles : 350 mg (0,52 mmoles) de XIVde

Método de sintesis : segiin el Ejemplo I.

Purifioacién : oromatografia de gel con Sephadex (R) G-15 en 33% AcOHo
Rendimiento : 260 mg (75%) de XIV amorfo liofilizado, contenido de olaro
530%, homogéneo segin la TIC en A ¥ /alfa/%o = 51,89 (o = 04575 50% AoCH).
El andlisis de aminodecidos reveld las proporcionss s:l.éuientes s Leu 3 2,03

KJ."@ 3 0’950
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Ejemplo XV 3 N*'8.Bg.louloumingmt—nitro=2-NAsHo1 (xv)
ChowArg (NO, )=dnd t70=2NA (%va)

Materiales iniciales s 346 g (10 mmoles) de CbowArg (¥0,)=0H y 2,26 g
(12 mnoles) de 1=nitrom2enaftilaminas

Método de sintesis : megin el Ejemplo XIVae

Purificacién : cromatografis de gel oon Sephadex (R) LH=20 en MeOH.
Rendimiento ¢ 341 g (58,7;‘3) de XVa amorfo, homogéneo segin ls TIC en P 4 ¥
¢ y /e1ta/)? = =11,88 (o = 1,05 DUF).

Obo-Lieustrg (NO,)~{-nitro-2-HA (Xvy)
Materiales iniciales s 950 mg (1,8 mmoles) de XVa y 850 mg (2,2 mmoles) de
Cbo=Leu=OpNPe

Método de sintesis : seglin el Ejemplo Iba
Purificacién 1 oromatografia de gel con Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Rendimiento : 900 mg (7876) de XVb amorfo, homogéneo segin la TLC en P,y
/8126/22 = 10,20 (o = 1,025 INF)o

C'b;-—Leu-Leu—Arg (NO,)=1—nitro-2-NA (xve)

Materiales iniciales : 900 mg (1,4 mmoles) de XVb y 650 mg (1,7 mmoles)
de Cbo-Loeu~OpNPs
Método de sintesis 3 segin el Ejemplo Ibe
Purificacidn : oramatografia de gel con Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Rendimiento : 810 mg (77%) de XVo amorfo, homogéneo segin la TLC en By ¥
/alfa/§4 w ~18,2¢ (o = 1,013 TMF),

w8 By 1 ou-Toumpre (30, ) =il tro=RuA ‘ (xva)
Materiales inioiales s 680 mg (0,88 mmoles) de XVo y 260 m'g (1,15 mmoles)
de Bzzoo
Método de sintesis 3 megin el Ejemplo ITae
Purificacién s oromatografis de gel oon Sephadex (R) LH-20 en MeOH.
Rendimiento ¢ 480 mg (73’&) de XV amorfo, homogéneo segin la TIC en Py
/alfa/§4 = =31,4% (0 = 0,9; TMF).,

Nalfa-Bz-LeumLeu-Argq wiid b o=-2-NA® HC1 (xv)




Material inioial 1 74 mg (0,1 mmol) de XVd.

Hétodo de sintesis : segin el Ejemplo I.

Purificacién ¢ cramatografia de gel con Sephadex (R) G=15 en 33% AcOH.

Rendimiento : 47 mg (664) de XV amorfo liofilizado, oontenido de cloro 4,94%,
615  homogéneo segin la TIC en 4 y /alfaﬁnz = =33,60 (o = 0,725 50% AcOH)s El ani-

lisis de aminodcidos reveld las proporciones siguientes t Leu ¢ 2, b; Arzg 1 0,%

E jeuplo VI 3 Noif BByl eumLeumArg~d-nitro=i=NA*HCL (xVI)
Cbo-Arg (NO,)=d=nitromi-NA (XVIa)

Materiales iniciales : 3,6 g (10 mmoles) de Cho-Arg (NOa)—OH ¥y 2,26 g (12
620 mmoles) de 4-nitro-i-naftilaminse
Método de sintesis : segin ol Ejemplo XIVae
_ Purificacidn t cromatografia de gel con Sephadex (R) LH=-20 en MeJHe
Rendimiento ¢ 2,9 g (55%) de XVIa amorfo, homogéneo segin la TIC ex P‘l y o

)
:f'/aa.lf.’a/;2 = «11,4% (o = 1,01; THF)e

625 CbowTeumirg (NO,)=fumnd tromt-HA (XVIb)
Materiales iniciales : 650 mg (1,23 mmoles) de XVIa y 560 mg (1,45 mmoles)
de Cho=Leu=-OpNPe
Método de sintesim 3 meglin el Ejemplo Ibe
Purificecidn 1 cromatografis de gel con Sephadex (R) LH=20 en MeOH.

630  Rendimiento : 520 mg (66%) de XVIb emorfo, homogéneo segin la TIC en P, ¥
/alfa/:gz = =11,80 (o = 0,25 DMF)e

Cbo-ligu-ligu=irg (No,)—q=nitro=1-NA (Xvio)

Materiales iniciales ;3 520 mg (0,81 mmoles) de XVIb y 375 mg (0,97 mmoles)
de Cbo-Leu~OpNPe
635  Método de sintesis : seglin el Ejemplo Ibe
Purificaeidn ; cramatografia de gel con Sephadex (R) LH-20 en MeOH.
Rendimiento : 378 mg (624) de XVIc parcialmente cristalino, homogéneo segin
la TIC en P, ¥ /a.lfa/? = ~18,08 (o = 1,05 DMF)s
N2 B eutoumirg (N0, )—denitromi-ia (xv1d)

640  Materiales iniciales : 150 mg (0,2 mmoles) de XVIo y 57 mg (0525 mmoles) de
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B=,0,
Método de sintesis : segin el Ejemplo ITa.
Purificacién : oromatografis de gel con Sephadex (R) IH~20 en MeOHe
Rendimiento 1 120 mg (83%) de XVId amorfo, homogéneo segin la TIC en P,y
[a1£2/22 = 30,98 (o = 0,95; uF).

28Ry ou-Leumira-deni tro-1-NASECL (xvz)

Material inicisl : 120 mg (0,165 mmoles) de XVIG.

Método de sintesis : segin el Bjemplo I.

PurifiBacién 3 cromatograffa de gel con Sephadex (R) G-15 en 33% LcOH.
Rendimiento s 48 mg (424) de XVI amorfo liofilizado, contenido de cloro 4495,
homogéneo segin 1a TIC en A y /alfza,/_;2 = =36,09 (c = 04713 505 AcCH)e El ange
lisis de aminodcidos reveld las siguientes proporcionss : Leu : 2,0; Arg:0,9,
Ejemplo XVIT ; NPLi®.Bgeleu~Lys—pNAsHCL (XvII)

Nefe_pocys ($peilon-Cbo)~phiA (XVIIa)

Se diguelven 6,3 g (11,2 mmoles) de N&¥&B0C-Lys (8psilon-Cbo)=CH¢DCHA en

40 ml de HMPTA seca recién destilada a temperaturs smbiente, desrués de lo
cusl se afiaden 5 g (30,5 mmoles) de p-nitrofemilisocianato agitando en condiw-
clones completamente exentas de humedade Después de 24 horas a temperaturs
ambiente, se trabaje la mezcla de reaccién como se describe en el Ejemplo Ige
La parte insoluble, consistente en N,N1-bis-p-nitroi‘eniloarbamida, es separads
por filtraocidn. Se pu;-ifica ol filtrado mediante cromatografias de gel en uns
columa de Sephadex (R) LH=20 eguilibrado con MeOH.

Rendimiento : 4,17 g (74,5%) de XVIIa parcialmente oristalino, homogéneo se-
gin la TIC en 2, y /a.lfa./§1 = 41,79 (0 = 1,0; DMF)e

- , {
N&fa poC-Leu-lys (Spsilon-Cho)—pNA ; (XVIIDb)

Se disuelven 2,20 g (4,4 mmoles) de XVIIa en 10 ml de Acido trifluorcacético

reoién destilado en condiciones de total ansencia de humedads. Se agita la
mezcla de reaccidn durente 1 hora a temperatura ambiente y, después, es ver~

tide lentamente en 150 ml de éter agitado vigorossmente y seco, precipitando

CFy COOHeH~Lys (épsilon-Cbo)=plA despuds del enfriamientos Se dacanta la so-
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lucidn de éter y se trata el residuo amorfo otras tres veces con 75 ml de
éter. Después de secar en vacio sobre P205 ¥ NaOH, ol rendimiento de la sal
de dcido trifluoroacético del derivado de aminodoido es cuantitativo (2,25
g)e
Se disuelven en 10 ml de IMF 2,25 g (4,4 mmoles) de CFy COOH*H-Lys (épeilon~
Cho)~pNA. Se enfria la solucién a =102 Cs y se afiaden 0,78 ml (5,5 mmoles)
de BN pava liberar la sal aminodcida. Se afiaden 2,4 g (6,5 muoles) de BOC~
Leu~OpNP y se deja que la soluoidn alcance la temperatura smbientes Despuds
de 3 horas, se vuelve a enfriar la solucidén a =102 C. y se tampona oon 0,31
ml (2,2 mmoles) de Et3N. Se repite el tamponado ans ves mis & las 2~3 horase
D:aspués de un tiempo de reaccidn de 24 horas, se evapora la solucidn a 402 C.
eh vaoio hasta la sequedads Se trata tres veces el regiduc de eva.pora.cién'
con 20 ml de agua destiladas y luego se seca en vacioe Se disuelve sa MeOH
el residuo bruto y meco y se purifica mediante ocromatografia de gel en una
columna de Sephadex (R) LH-20 equilibrado con MeOH.
Rendimiento s 1,70 g (70%) de XVIIb amorfo, homogéneo sepin la 71 en 1’1 4
¢y /a.lfa/§2 = 4,99 (G = 1,13 DHF)e

Nalfa-BOO-Leu—Leuégxs (épsilon-Cbo)—plNA (XVIIo)
Materiales iniciales 3 950 mg (1,55 mmoles) de XVIIb y 1,16 & (31 mmoleé)
de BOC~Leu~OpNPe
Método de sintesis : segin el Ejemplo XVIIbs
Purififacidn s cromatografia de gel oon Sephadex (R) LH=20 en MeCH,
Rendimiento 3 985 mg (884) de XVIIo emorfo, homogéneo segin la TIC en P 4 ¥
/alfa/§° - 22,08 (¢ = 1,05 DF).

N8 poteutiou-lys (Spsilon-Cho)=pliA (XvIId)

Materiales iniciales : 1,25 g (1,4 mmoles) de XVIIc y 384 mg (1,7 mmoles)

de 32201
Método de sintesis 3 se ejecutd la decarbobutiloxilacidén de XVIIo segin el

procedimiento del Ejemplo XVIIbe

La CFy0OCH E-Leu-Leu-Lys (épsilan~Cbo)-pNA seca fue disuclts en 20 ml de TP
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y enfriada a =107 Co, después de 1o cual me afindieron 200 ml (1,45 mmoles)
de BtN para liberar la amina péptido de su sale Se afiadieron 384 mg (1,7
nmoles) de Bz,0 a la solucidn a -102 C., después de lo oual se realizaron
el tamponado y la preparacidn segin el Ejemplo XVIIb.
Purifioacidn s cromatografia de gel ocon Sephadex (R) LH~20 en MeCH.
Rendimiento s 920 mg (90%) de XVIId parcislmente cristelino, homogéneo ge—
gin 1a TIC en P, ¥ C, ¥ /alfaﬁno = 5,952 (o0 = 1,025 IMF).
NBLE8 o1 ou-Leu-Lys~pNAsHCL (XVII)

Material inicial : 300 mg (0,41 mmoles) de XVIIde
Método de sintesis : Segin el Ejemplo I.
Purifiocacidn 1 cromatografia de gel oon Sephadex (R) Gw~15 en 33% AcOH.
Rendimiento s 1'}0 mg (664) de XVII amorfo liofilizedo, contenido dc oloro
5951%; homogéneo segin la TIC en A, ¥ /a1fa/§2 = —50,5¢ (6 = 0,62, 505 AcOH)e
El analisis de aminodcidos reveld las siguientes propoi-cionea t Leu ¢ 2,08
Lys 1 0y35.

Los substratos producidos segin los Ejemplos fueron usados pera deter—
mingr distintas enzimas do la miguiente manera @

El principio de la detemmiygacidén se hasa en que el producto formado
por la hidrélisis enzimdtica muestra un espectro UV enteramente separado
del espectro del gubstrato. Asf, el subatrato segin el Ejemplo II yoife_
B z~Lou=Lou=Arg=pNAeHC1l tiene un méximum de gbsorcidn a 302 mm con el coefi=
clente de extincidén molar 12920. La absorcidon del substrato es insignifi-
cante. & 405 mm. La p-nitroanilina (pNA), que se forma desde el substrato
durante la hidrélisis enzimdtica, tiene un méximum de absorcidn a 380 nm
con un ooeficiente de extinoidn molar de 13200, que & 405 nm ha sido redu=
cido 86le a 9620

Por consiguiente, midiendo espectrofctométricamente &;405 nmy es f£é~
cilmente posible seguir el grado de hidrdlisis enzimiticm, que es propor-
clional a la cantidad de p=hitroanilina formada. El exoeso de subsirato pre—

‘sente no interfiere ocon la mediocidn a ese longitud de onda. Las ocircunsitan—
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olas son cagi idénticas para los restantes substratos de la invenoidn, ra~
z8n por la cual las mediciones espectrofotométricas fueron realizadas todas
a 405 mme

La reaccidn enzimdtioa puede ser representade esquemidticamente de la

siguiente manera
k k

1 3
B+ s,&._"*:;—*_._ ES’ “—}fls:' + oroméforo P1
2 Eter,

E = enzima

S‘ = gubstrato

Eté = oomplejo enzima-substrato
P1 yPy= productos

k1, kz, k3 ¥ k, = oonstantes de velocidad

4
k
C onstante de digociacidén para ES = G L) (consto de Michaselis)
k
1

si (8)> (B) y k4<<k3, vale lo siguiente

K, = [(E)u%E_‘S £(§) -----~- e m = (1)
B

Velocidad & la cusl se forma el crambforo Pysvekyx (Bs)

v-k3x(E)x(S)
X F O

Cuando todo E estd enlazado oon S, (ES) = (E) ¥

Eouaoidn Linewegver = Burk 3
Xn
1= T_ 1 +_1 =mmmmmmmmmm———- (4)

Viax (s) Voax

Como resulte evidente por la ecuascidn (2), las constantes K, ¥ 1:3 Ao
terminan la eficiencia del substrato de enzima para una determinads enzimao
Con el fin de determinar esias oonstantes, el procedimiento es sn princi-
plo el siguiente : se mezclan en una solucién-tampdn la enzima y el subs-
trato y se sigue espectrofotométricamente la reaccidn durante 5 minutose

Se varfa la concentracidn del substrato (8) manteniendo constante, por el
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contrario, la conoentracién (E) de enzima de oada substratos La extincion
(0D) es marcada como funcién de tiempo. En la ourva obtenida de este modo,
1a tangente (= diferencia en la extinoién por mine, A 0D/min., oon la
cual puede calculerse la cantidad /umol fomada p-NA/min, (v)) en el momen=
0 cero indica la velocidad inicial de reaccidn ve Si J‘_’, es marcado conw

tra KT Vpor (de 1a ecuacién (4)) son obtenidos del diagrams K

1
Zsj
y k3 (= Vagx) Paras la tripsina, indiodndose en la Tabla 1 difurentes

(ES
substratos de enzima y en la Tabla 2 para la trombinas El dato rerwvrente

a Ign N k3 falta en los casos en loa que no se determineron los valores ©
ouando no pudieron calcularse no habiéndose obtenido relacién linesl jlguna
entre _1 VY le .

v S

Puede obtenerse una evaluscidén sameras de la relacidn enzims—substrato
pars distintos substretos comparando la cantidad de p-nitroanilina formade
por mine y por ml a la misma concentracion de los subsiratose Egto se indi-
oa en la Tabla 3 paras la tripsinas, en la Tabla 4 para la trombine y en la
Tabla 5 para la plasmina.

Las lotras NIH usadas en las Tables se refieren a unidades del National
Institute of Health (Instituto Nacional de Sanidad)e La unided de tripsina
es igual a la hidr8lisis de una /umol de olorhidrato de &ster N -T8.togil-
arginina~-met{lico (TAME) por minuto a 252 Ce y PH 841 en presencia de 0,01
M de i6n de calcio, habiéndose obtenido 1s tripsina de la Worthington Bio-
chemical Corporation, de Freehold, NeJes USAo La plasmina habfa sido obte=
nida de AB Kabl, de Estocolmo, Sueciay, y 1 mg era igual a 3 unidades de

casefna (CU)o



*-414251

Tabla 1 Actividad a la tripsina, K n T k3
-‘Conce de Conoe de . K x 10t k3 x 104
-Substrato pubstrato enzims
790 y  (pmet/1)  (WE/ml)  (mel/1) (4mod/mine, NIE/m)
BAPNA 250566 75 16 8y3
I 33,6-112,0 6 T,40 330
IT 35, 0=150,0 33 0,64 276
Iv 35, 0=150, 0 33 0,17 11
795 - Tabla 2 Actividad a la trambinay Km ¥y k3
Lonos. de Conce de Km x 104 k, x 104

ubs substrato en -2
- Substrato (;;zl /;ﬁ) (NI%) (m01/1) ( pamol/mine, WIE/ul)

BAPNA 250~666 50 ~ 6 ~ 11

800 I 33,6~112,0 10 2,92 40



Tabla 3

_ Subgtrate

805  BAPNA
II
III

810 VI

Conc. de
subatrato
rmoles por ml

333,0

6649
6647
67,0
6643
66,8
6642
66,7
67,0
6751
6643
65,9
66,9

gctividad a la tipsina

Conce de
‘onzimas
unidedes por ml

50,0
0,0833

L]
"
n

p-nitroaniline formads
nmoles por mine por ml

1904
14,2
1645
10,2
22,7
12,8
1656
1741
12,0
1595
1244
1645
1657



- 414251

Table 4 Actividad a la trambina
Substrla.to Conce de Conce de enzime p-~nitroaniling formada
820 : substrato unidedes NIH poxr- mmoles por mine por ml
} nmoles por ml nl
BAPNA 333,0 2,08 641
II 6649 0,417 158
025
11T 6742 n
. 0y9
825 Iv 67,0 "
: 197
v 66,5 "
. 0,2
VI 66,48 "
Uy
VII 6642 "
. 0,1
VIII 66,7 "
. 0y3
830 X 67,0 n
. 0s4
X 67,1 n
. 042
X1 6643 "
0y 7
XII 66,3 "
XIII 6649 " 0,2
835  XVII 67,0 n 0,1
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Tabla b -Aotividad a ls plasmina
Substrato Conce de subs=— Conce de enzima penitroaniling formada
trato nmoles por unidades CU por  nmoles por mine por
ml ml ml
840 Iz 66,9 04167 2,7
IIT 6647 " 1742
Iv 67,0 " 257
v 6645 " TsT
VI 6658 " 2,8
845 VII 66,2 " 2,2
VIII 66,7 " 4,0
X 67,0 " 155
X 6741 " 1792
X1 66,3 " 2,0
850 XIX 65,9 " 195
XIIT 66,9 " 1749
XVIiI 6740 " 2153

Lag Tablag 1 ~ 5 demuestran claramente las ventsjes de los substratos de

enzima de la invenoidn en comparacidn con el subsirato de emida antes usado
855 para la tripeina (BAPNA). Debido a su mayor sensibilidad, los nuevos substratos
permiten la determinacién de pequefias cantidades de ensima sin poner en peligro
la exactitud de la determinaciém. Esto es muy importante desde el punto de vig—

ta clinico ya que simplica la recogida de la muestra.
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RRTVINDICACIONES

860 18 ,~ PROCEDUMIENTO DE OBTENCION DE UN NUEVC SUBSTRATC PARA USO DIAGWOSTICO,
ALTAMENTE SENSIBLE A LA TRIPSINA ¥ OTRAS ENZINAS PROTEOLITICAS DEL TIPO PEP-

TIDO PEPTIDOHLIDROLASAS, representado por la férmula general:

s 0 0 o
| i ] i
Rl ~N-X=ClwCwNlwCHoCwNE= CE~ C- KH - Rg
L | | i
TH
!
5

o sus sales, donde R1 puede ser elegido entre hidrdgeno, un acilo con 1 g 12
865 dtomos de carbono, un omega-aminoacilo oon 1 a 12 dtomos de carboao, ciclo
hexilearbonilo, un omega-ciclohexilacilo, 4~aminometil-ciclobexilesrbonilo,
bengoilo, un benzoilo sustituido por ejemplo con 1 o mds dtomos de haldgeno,
grupos metilo, amino o fenilo, etc., un omega-fenil-acilo con 1 a & dtomos de
carbono en la parte acilo y donde el grupo fenilo puede estar sustvituido, ben
870 censulfonilo y 4-toluen-sulfonilo;
Ry puede sexr elegido entre hidrégeno, fenilo y un alquilo con 1 - 6 dtomos de
carbono o ciclohexilo,
X puede mer elegido entre un onlace de metileno y un enlace tUnico,
R3 pueds ser elegido entre un zrupo recto, ramificade o alquilo ciclico con
875 3 a 8 dtomos de carbono,
R4 puede ser elegido entre un grupo recto, ramificado o ciclico con 3 - 8 dtg
mos de carbono, fenilo o benailo,
n puede ser elegido entre 2, 3 ¥ 4,
B5 puede ser elegido entre hidrdgeno y guanilo,
880 R6 puede ser elegido entre fenilo, nitrofenmilo, metilnitrofemilo, dinitrofenilo
naftilo, nitronaftilo, guinolilo y nitroquinolilo caracterizado por llevar-
g6 a efecto un aooplamiento graduak de los aminodcidos necesarios con la estrug

tura péptido deseada, utilizando métodos de acoplamiento y grupos protectores

corrientes, acopldndose ol grupo cromofdérico a la estructura péptido final o

7y
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bien al primer aminodcido en cuestidn, usdndose luego el grupo cromofdérico

gomo grupo protector.

28~ '"PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UN NUEVC SUBSTRATO PARA USO DIAGNOSTICO

ALTAVENTE SENSIBLE A IA TRIPSINA Y OTRAS ENZIMAS PROTEOLITICAS DEL TIPO PEP

TIDO PEPTIDORIDROLASAS"

Consta la presente memoria descriptiva de treinta y tres folios numera-

dog y mecanografiados por una sola cara,

uaaria, 30 ABR. 1973

AKTTEBOLAGET BOFORS.

P.p. /,, I

P '/}\-&r—
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