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.PATENTE DB _INVENCION

que por 20 afios, para Espafia y sus Ppsesiones, se solicita a favor de

AKTIEBOLAGET BOFORS de nacionalidad sueca, domiciliada en BéFORS (Sueoia),
H

por "PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UN NUEVO SUBSTRATO PARA USO DIAGHNO S

TICO, ALTAMENTE SENSIBLE A LA TROMBINA Y OTRAS ENZIMAS PROTEOLITICAS DEL

TIPO PEPTIDO PEPTIDOHIDROLASAS!s o m o = = = m m o o = = o= = om o= o=

HMemoria descriptiva

La presente invencidn se refiere a un procedimiento de obtencién de nue
vos substratos para uso diagnstico muy sensibles a las enzimas proieoliticas
del tipo pSptido peptidohidrolasas. los substratos segin la invenoidn estén
destinados para la determinacidén cuentitativa de enzimas clasificadas y hasta
quf sin olasificar del tipo E«Cs 3e4e4s,y Ospecialmente de las que componen
los péptidos o proteinas en la cadena de péptidos del lado carboxflico de la
arginina o lisina, por ejemplo la trombina, tripsina, plasmina, Reptilasa (r)
de Pentapharms Basilea, Suiza, Arvine (R) de Ferring AB, Malwd, Suscia, y la
enzims Brinase (R), hasta quf sin clasificar, de AB Astra, Saéertalje,

’

Suecia. Los substratos, ademds, pueden ser usados para ol estudio de las
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roacolones en las cuales se forman, inhiben o consuman tales enzimas, y tam=—
bién pars determinar factores que afectan tales reacciones o partioipan en
ellas, por ejemplo para la determinacidn de proenzimas, activadores, anti-
enzimas ¢ inhibidores.

Para la clasificacidén de las enzimas se empled la Nomenclatura de Enzi-
mas recomendada por le Unidn Internacional de Bioquimica Elsevier, Amsterdam,
1965

Los compuestos (substratos) que han sido usados para la detemminacién
cuantitative de las enzimas anteriormente mencionadas estan descritos en la
obra '"Methoden der enzymatischen Analyse, Tomo I, pége 1023" (pubiiceda por
Bergneyer, HeUey Verlag Chemie, 1970). Segin la reaccidn catalitica de las
enzimas proteoliticas que tiene lugar - la reaccidn esterolitics ¢ lo amido~
1{tica ~ dichos substratos sintéticos pueden ser divididos, en principlo,
en dos grupos principales : los substratos egtéricos y los substratos amidi-
coss E1 grupo mis grande de substratos sintéticos usado en el pasado es el de 1
substratos estéricoss Esto es debido al hecho de que los mismos son transfor-
mados mucho més rapidamente por las péptido peptidohidrolasas que los subgtra~
tos amfdicos hasta aquf producidos. Sin embargo, la principal funeidn biold~
glos do las enzimas olasificadas como péptido peptidohidrolasas es la que re-
sulte evidente por su nombre : la de hidrolizar los enlaces peptflicos o ami=-
dicos, pero no los enlaces estéricos de los substratos naturales. En la lite~
rat;ra (Blood Clotting Enzymology, pégse 36 y 42-44, publicads por Seegers
WeHe, Academie Press, 1967), se informa de que la relacidn entre las veloci-
dades de reaccidn de las catdlisis esterolftioce y amidolitica de la trombina
no eg constante en condiciones distintas de remccidne Por ests ramdn, han gi-
do deseables los substratos de amida sintéticos que mon mucho més sensibles
& las enzimas en ocuestidén y que pueden también ser descompussios en productos
mensurables mis ripidamente que los hasta aqui conocoidos.

Para ol estudio y el seguimiento del curso de reaccién de la hidrélisis

-

enzimitica, los substratos amf{dicos son particularmente adecuados, ya que
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a) produotos oromofdricos fioiles de medir espectrofotométricamente y que

pueden proporcionar i

tienen médximos de shsorcidén de luz que no coinoiden con log de los subs=

tratos amfdicos de origen;

b) productos fluorescentes que pueden ser medidos mediante espectrofotometria
fluoregcente;

¢) productos que, una vez acoplados oon un reactivo adecuado, dan origen a
productos de acoplamiento que pueden ser medidos fotométricamento de gran
sengibilidad.

Algunos substratos amidicos sintéticos con grupos oromoférices hidroli-
zables han empezado a ser usadose. Los mismos pertenecen en primer lugar a los
tipos de derivados de mono-sminodcido-p-nitroanilida N alfa~sin sustituir y
N alfa~substituidos y de derivados de mono-aminoioido-beta~naftilamidas Entre
estas subatancias, puede mencionarse como reactivo para le tripeina [E«Ce
3e4eds) ol clorhidrato de N alfa=benzofl-Dlmaginina-p-nitroanilida (BAFNA),
as{ oomo para las reaccionss en las que interviens la tripsins. La hidréli-
pls enzimitios de este substrato produce el producto cromofé:.i'ico p~nitroani-
ling que puede ficilmente ser medido espectrofotoméiricamentes

Sin embargo, estos subsfratos am{dicos anteriormente conocidos no poseen
ni la especificidad ni la sensibilidad desesdas. Hste es un importante incone
veniente, que puede requerir un procedimiento mis complicado para la toma de
muestras porque, entonces, s necesitara una considerable cantidad de mate-
rial bioldégico. Ademis, el tiempo de la reaccidn enszimitica es large y la
precisidn de la determinacidn de la enzima puede mer poco satisfactorime

Especialmente para la trombina, no existe ningin spubstrato amfdico sin-
$8tioo que funoilme satisfactoriamente. BAFNA, por ejemplo, es usado princi=-
palmente para la tripsina, pero no es muy adecuado para la determinacidn de
lg trombina por tener uns sensibilidad bajs s dicha enzims y porgue no aigue
lag cinétices de Michaelis-Menten, Los nuevos substratos de tipo amfdico se-

gin la invencién, muy sensibles a las péptido peptidohidrolasas, estén repre=
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sentados por ls siguiente fOérmula generel

0 0 0
Ry ~HH~CH~C N ~CH~C~MH~CH~C -E R
Ry Ry (Cﬁa)n
NE
Ry

o sus sales, pudiendo R1 ser elegido entre hidrdgeno, un acilo con 1 a 12
dtomos de carbono, un omege=amincacilo oon 1 a 12 &tomos de carbono, un
clolohexiloarbonileo, un cmega~ciclchexilegcilo, un 4egminometil=oiclobhexile
carbonilo, benzmoflo, benzollo sustituido por ejemplo con uno ¢ més &+tomos
de halégeno, grupos metilo, amino o fenilo etce, un cnega~fenil-goilo con
1 a 6 dtomos de catbono en la parte acilo y donde el grupo fenilo puede ep~
tar sustitufdo; bencen-sulfonilo, 4~toluen-sulfonilo y N alfa~benzofl-fenil
alanilo,
Rz ser elegide entre fenlloy bencilo, 4-hidroxibencilo, 4-metoxibencilo
¥ 4-metilbencilo,
R3 ser elegido entre un grupo alquilo recto, ramifiocado o ciclico con
3 a 8 dtomos de cerbono, fenilo y beneilo,
Vn ser elegido entre 2y 3 ¥y 4y
R4 ser elegido entre hidrdgenc y guanilo,
R5 ser elekido entre fenllo, nitrofenilo, metilnitroefenilo, dinitrofenilo,
naf%kilo, nitroneftilo, gquinolileo y nitroquinolilos
Los muievog substratos pueden ser producidos por dos distintos métodos
principales.
1s El primer método se basa en el acoplamiento del grupo oromofdrico R5 ocon
el amincdoido en cuestidn, y luego en la construccidén graduel de la es=
tructura péptido deseads mediante el gradusl acoplamiento de los aminocw
éoldos restantes. Bl grupo oomoférioo es usado aqui como grupe de bloqueo
del grupo carboxilo que termins en ¢ del primer aminodcidos
2. El otro método se basa en une oonstruccién gradusl de ls estructura péptido

deseada y en la sucesiva eliminacidn de los grupos de blogqueo usades, aco-



105

110

115

120

125

130

414252

- plando por fin el grupo cromofdrico R5 a la estructura péptido.

En la sintdsis escalonada de log derivados péptido, se han usado tales
métodos de mcoplamiento que son bien conocidos y que s6 usan corrientemente
en la quimica de los péptidos. Tales bien conocidos grupos de bloqueo coe-
rrientemente usados en la quimioca de los péptides, como por ejemplo el Chbo
(carbobenzoxi), MeOCho (p-metoxicarbobenzoxl)l\'fozc'bo ( pnitrocarbobenzoxi),
MCho (p-metoxifenilaszo~carbobenzoxi), BOC (tercio-butiloxicarborile), TFA
(trifluorcacetilo) o formilo son usados como grupos de blogueo amino., El
grupo alfa~carboxilo pueds ser activado por transformecidén en derivedos dim=
tintos sctivados, bien comocides en la quimica de los péptidos y usados con
frecuencis, que pueden ger aislados u originados "in situ", como por ejemplo
el p-nitrofeniléster, triclorofeniléster, pentaolorcfeniléster, Nehldroxisuo=
oinimidadster, acida doida, snhfdrido doido, que pueden ser simétricos o agi-
nétricoss También puede ger activado con una carbodiimide como la N,Nt=dicl
clohexiloarbodiimidas El grupo carbox{lico que termina en C en el derivado
péptido amino o en el derivado aminodeido puede ser protegido esterificando,
por ojemplo, en metil=, etil- o isopropildster o mediante transformacién en
el derivado de anilina cromofdrico, que a=i trabsja oomo gruspo de blogueo
durante la oonstruccidén de la cadena del péptido. Los grupos funcionales li~
bres que no intervienen en la reaccién pueden mer protegidos de la siguien~
te manera durante le sintesis de los péptidos o de los derivados de péptidos

Con el fin de bloguear el grupo arginilo delta~guanido y el grupo lisile
épsilon~amino, pueden usarse los grupos de blogueo emine corrientemente usam
dog en la quimice de log pdptidos, como por ejemplo NO,, Tos (p=toluensulfonilo)
o 8dlo protonizacién como proteccién del grupo guanido,y Cbo (carbobenszoxi),
BOC (tercio~butiloxicsrbonilo) o también Tos para el grupo épsilon-aminos Co=
mo proteccidn del grupo hidroxilo en tirosina, se pueden usar los grupos de
bloqueo corrientemente usados en la quimica de los péptidos, camo por ejemplo
grupos de proteccidn benoflicos y btutilicos terciarios.

En la sintesis escalonada de la estructura péptido, puede realizarse una
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purificacidn sistemitica mediante filtraoidén de gel después de cada acopla—
miento de un nuevo aminogcido. Para dicha filiracidn de gel, se emplea uns
oolumna llens de un material adecuado para la filtracidn del gel, por ejemw
plo un gel de dextrana con enlaces transversales del tipo Sephadex (R) C o
I1H de Pharmacia Fine Chemicals, de Uppsala, Sueciae Otro gel adecuado consis-
te en copolimeros de acetato de vinilo, por ejemplo del tipo Merckogel (R)
OR-FVA, de A.Ge BJllerck, Darmstadt, Alemania Occidentale. El materlal de gel
es empleado equilibrado oon un adecuado disolvente, mealizéndose luego una
elucidn con el mismo disolvente, por ejemplo metanol, etanol, acetona, di
netilformamida, dimetilacetamida, dimetilsulféxide o triemids hexametilfosfd
ricae

Se desoribird mds detalladamente la invencién en los Ejemplos siguiens
tes, que ilustran la produccién de distintos substratos segin la invencién
por sintesis escalonada. Sin embargo, estos ejemplos no limitan el aloance
de la invencidne

En el andlisis cromatogrdfico en capa delgada del eluado y de los pro-
ductos, se usaron placas de vidrio ocon gel de sflice (F 254 de A.G. E.Merak,
Darmstadt, Alemanis Occidental) como medio de absorcién. Paras el desarrollo

de los oromatogramas en capa delgada, se usaron log sistemas digolventes si-

guientes :

A n=butanol:dcido acéticosague (3:1¢1)
Cs n-propancliacetato de etilosagua (7s1:2)
Dy n-heptanosn-butanol:4cido acético (3:12:1)
Pys cloroformosmetancl (9:1)

Después de oromatografiar la oapa delgada, se revelgron las places pri-
mero en luz UV (254 mm) y luego con la reaccién de cloro/toluidina (refes Ge
Patakis Dinnsohichtohromatographie in der Aminosiure und. Peptid~Chemie, Walter
de Grqvte:é & Cosy Berlin, 1966, pége 125) como mé.tod.o de rovelados

. A menos que se diga otra cosay todos lom aminodcidos usados tienen la

configuracion en L y las abreviaturaas tienen lom significados siguientes 3
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A.l‘g-
Ilg =

Leu =

Iygs =

arginins Phe = fenilalanina
isoleucinag Tyr = +tirosinag

leucing, Val = valina

ligina C~PheGly = C-fenilglicine

Otras alreviaturas usadas en log Ejemplos s

Ae
Aoy0
AcCH
BOC
Bz
Bgl
Bz,0
Cbo
DecT
DCHA
Doy
M
Eth
HMPTA
MCbo
MeCH
A
OtBu

OBt

OpNF
OimoPr

TFA

Tos

ascetilo

anhidrido acético

dcido acético
tereio=butiloxicarbonilo
benzoilo

bencilo

anhidrido benzoico
carbobenzoxi
diololohexilearbodiimida
diciclohexilaming
dioiclohexiloarbamide
dimetilformamide
trietilamins,

N, N, ¥', N', N", NY ~hexsmetilfosfdrica tr%fmida
p—metoxifenilazocarﬁobenzaxi i
metanol

naftileming
teroio=butiloxi

ebiloxi

metiloxi

p=nitrofenoxi
iso=propilloxi
p-nitroanilida
trifluorcacetilo
p~toluensulfonilo
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TIC = oramatografia en capa delgada

Los geles Sephadex (R) G=15 y G=25 usados para la filtracidn del gel
son ambos geles de dextrana con enlaces transversales y oon distintos gra=~
dos de enlaces transversales de Pharmacia Fine Chemiosls, de Uppsala, Sueciae

195 El1 gel Sephadex (R) LH-20 es un gel de dextrane ocon enlaces transversales
hidroxipropilado de Pharmacis Fine Chemioals, de Uppsala, Suecia.
Bjemplo I s N8 _ By _ Phe - Val — arg — piA o HO1  (X)

Bjemplo I a 3 Cho = Arg(NOs) — pNA (Ia)

1) Se disolvieron 35,3 g (0,1 mol) de Cbo — Arg(NO,)=CH seco en 20C ml de

200 OMTA secc recien destilado a temperaturs embiente, después de lo cusl
po afiadieron agitando y en condiciones libres de humedad 10,1 g (0,1
mol) de Et3N y 24,6 g (0,15 mol) de p-nitrofenilisocisnato. Después de
un tiempo de reaccidn de 24 horge a 'bemperama. ambiente, ae.ver'biél le
mezola de reaccidn, agitando, en una soluoidn (2 litros) de bicarbonato

205 addico al 24, Se £iltrd y lavd 3 veces el precipitado con 0,5 litros de

polucidn de hiocarbomato sédioo' al 24, 2 veces oon 0,2 litros de agua

) destilada y después 2 veces con 0,5 litros de doido clorhidrico 0,5 N
¥s por fin, 5 veoces con 0,2'1i+.rog3 de agua destiladae E:}. producto OTu~
do y secado fue extrafde con mefcanol caliente, di_solviéndose de este

210 modo el producto deseado y alggmos productos secundarios adicionaless
El residuo insoluble, consistente en NyN'~bis p-nitrofeniloarbamida,
fue separado por filtracidn y el filtrado fue purificado en una oclum-
na que contenfas Sephadex (R) 1H-20, equilibrade con MeCH.

2948 g (63,0%) de Iay Dpefe 185-1882 Co, homogéneocs segin la TLC en P,

215 ye
¥ /al2a/3% = <1,30 (o = 1,15 AoCH).

2) 35,3 (0,1 mol) de‘ Cbo-Arg(NO,)-CH (seco)_fueron disueltos en 600 ml de

tetrahidrofurano s+ IMF (131). Se aifiadiercnm 10,1 g (0,1 mol) de Et.N,

3
después de 1o cual se enfrid la solucidn s =}0f Ce en condiciones libres

220 de humedads Se afiadieron 13,7 g (0y1 mol) de cloreformato de Lsobutile
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disueltos en 50 ml de tetrabidrofuranc, gota & goia, & la mezola enfriada

durante un periodo de 10 minutos y, después de otro intervalo de 40 minu-
tos, se afiadieron 1644 g (0y41 mol) de p-nitroanilina. Despuds de aloansar
la temperaturs ambiente, se deJé reposar la sclucidn de 1a resccidn duran—
te 24 horas. Iunego, sme destllé en vacio el disolvente de la mezola de reaoc-
oidn, se digirié 3=5 veces, cada vez con agus destilada, 5% de bicarbonato
de sodie, y ague destilada, despuds de lo cual se destild en vacfs el resi-
duo.

Purificacidn ; doble recristalizacidén en HMeOH. El licor madre fue Piltrado
con gel sobre Sephadex (R) LH=-20 en MeCH.

23,0 g (48,54) de Ia con los mismos datos fisicos del Ejemplo anteriors

Se disolvié en IMF una cantidad de 35,3 g (0y1 mol) de Cbo - Arg(NO,) - OH,
ge enfrié la solucidn a =10? C., después de lo cual se afindierom 20,6 g
(0,1 mol) de DCCI y 16,4 g (0y1 mol) de p-nitroaniling. Despuds de un tiem—
po de Teaccidn de 24 horas a temperatura ambiente, se evapord la soiuocidn
de la reaccidén hasta le sequedad y se digirid 3~5 veces, cada ves oon agus
destilada, soluoidn de bicarbonato sédico al %%, agua destilada, 0,5 N HCL
¥ agua destiladas Bl residuo fue secado en vacfo.

Purificacién : filtracién con gel mobre Sephadex (R) LH-20 en MeCH.

14,7 & (3450%) de Ia con un pefe 186=188¢ Co, homogéneo segin la TLC en P
¥ Cy /alte/ S4 = «1,38% (o = 1,05 AoCH). (

Ejemplo I b : Cbo = Val - Arg(NO.) - rlA (1b) |

A 20,6 g (43,5 mmoles) de Ia se afindieron 110 ml de AcOH y 110 ml de 4N HBr

on AcCH en ocndiciones libres de humedad. Se agitd la mezola a temperatura
ambiente durante 60 minutos, despuds de lo cual fue vertida lentemente en
7.50 m) de éter seco, agiténdome vigorosamente todo ello y obteniéndose la
precipitacién de 145 HBr H—Arg(NOa)-pM. Se decanté la fase etérica, se
lavé ulteriormente 4 veces el precipitado con 250 ml de ter seco para eli-
miner el bromuro de bencilo que se habia formado y el exceso de HBr y AcOH.

Después de secar en vacio solre P205 el bromhidrato del derivado de amino
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doido fue obtenido con un rendimiento cuantitativo de 20,0 g.

20,0 g (43,5 mmoles) de 1,5 HEreHmArg(NO,)~gNA fueron disueltos en 150
ml de DMF y enfriados a 10% Ce 6,60 g (65,2 mmoles) de EtyN fueron afiadidos
pars liberar H—Arg(NOa)pNA de le sal de bromhidrato. El Et3N.H:Br formadoe fue
filtrado y al filtrado, enfriado a =108, se afindicron 20,3 g (5493 mmoles)
de Cbo-Val-OpNPe Una vez que la solucién de la reaccidn, despuds de varias
horas, habia adquirido la temperatura ambiente, fue enfriada nuevunente y
tamponada oon 2,2 g (21,7 mmoles) de EtyNs Se repiti una vez nés después
de aproximadamente 3 horas el procedimiento de temponado. Después de un tiem—
po total de reaccidn de aproximadaments 24 horas, se secd la mezcla de reao—
oidn en vacfo a 402 C. Bl residuo fue digerido 3 Weces con 100 ml de agua
destilads, después‘de lo cual fue secado en 3 veoces con 100 ml de agua des—
tilada, secandose a continuacidn en vaoios
Purificaeidn 3 recristalizacidén del material crudo, 2 veces, en MeOH propor=
ci?né 12,4 g (50%) de substancia pura. El licor madre fue purificado mediante
¢iltraoién de gel en una columna con Sephadex (R) LH-20 equilibrado con MeOHs
Del eluado, se obtuvo una fraccidn que proporciond otros 10,8 g de substancis
pura.
Ejemplo I o 3 Cbo = Phe - Val = Arg(NO,) - pNA (T 0)
Materisl inicial s 28,6 g (50 mmoles) de I by 31,5 g (;{5 muoles) de Cbow
Phe=OpNPe
Método de sintesis : segin el Ejemplo I be

Purificaoidn 1 recristelizacidn del material crude efectuada 3 veces en MelH
proporciond 14,4 g de substancia pura segin la TIC en P,o El licor madre fue
purificado mediante filtraoidn de gel sobre Sephadex (R) 1H~20 en MeOH y se
obtuvieron 19,6 g de substancia pura segin TIC en P1.

Se obtuvieron 34,0 g (94,4%) de I ¢ de pefo 219,5~2228 Co, homogéneos segin
L0 en P, y /alfe/ 23w «17,12  (o=1,05 DUP-AcOH; 99:1)e

Ejemplo T &+  N°Xf8 - By — Pho = Val - Ara(NOD)-Gile (1 a)
Material inioial : 30,7 (50 mmoles) de Cbo-Phe<Vel-irg (NO,)-Cile y 16,0 g
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(75 mmoles) de B3,06

Uétodo de sintesis : se realizé la descarbobenzoxilacién de Cho~Phe-Val-
Arg(NOz)-CHe de la misma meners desorite en el Ejemplo I be

Se disolvieron 30,0 (50 mmoles) de 1,45 HBroH-Phe Val-Arg(NOo)Ome en 350 ml
de IMF y se enfriaron a =10, después de lo cual se afiadieron 7,6 (75 mmoles)
de Et N, Se 8gité la solucidn en oondiciones de ausencia de humedad durante
1 hora, después de cuyo tiempo se separd por filiraoidn el E'c3N.EBsr formados
Se enfrid el filtrado & ~10% e y se afiadieron 16,0 (75 mnoles) de Bz,e Des~
pués de un tlempo de rea.ociSn de aproximadsmente 3 horas, cuando lg golucién
bebfa tomado la temperatura smbiente, fue vuelts a enfriar y fue tamponada
con 2,5 g (25 mmoles) de EtyN. Se repitié una ver mds el tamponamiento des—
puéde de sproximedamente 3 horas. Despuds de un tiempo de reaccidn total de
aproximadamente 24 horas, se evapord en vacio la solucidn. Se digirid el re=
siduo y se mecd por sl procedimiento desorito en el Ejemplo I be
Purificacién 1 filtracidén de gel sobre Sephadex (R) IH-20 en MeCH.

Se obtuvieron 26,0 g (88,95 de I 4 de un p.fe de 138-1418 C., hoﬁogéneos Be-
ginla MC en Py y D y [alfe/ 12)4 = =39,80 (0 = 1; MeCOH).

BjemploT o :  N°Lf® _ By - Phe - Val - Arg(NO,) - OH (I o)

Se disolvieron 11,7 g (20 mmoles) de I d en 200 ml de EtOH &l 505 y 200 ml

de 1N KOH/EtOH al 9%5%. Después de sgitar durante 75 minutos a bemperatura
ambiente, se hizo pasar 002 gageoso por la solucidn hasta que alcanzd un pH
de Te Se evapord la solucidén en vac{o haste un volumen de aproximadamente

25 ml y luego se diluyd con HpO hasta un voluwmen total de 50%0 ml. Se extrajo
4 veoes la sclucidén con EtOAe, después de 1o cual se acidiflcd la fase acuo=~
sa oon 1N HCl hasta un pH de 2,8 Fl dcido de benzof{l-tripdptide liberado
que se separd por précipitaeidn dursnte la ucidificaeidn fue separado por
filtracién y lavado muchag veces con agus destiladae La substencia fue secada
en veofo.

Purificacidn : doble reoristalizacién en MeOHo El licor madre fue pdrifiocado

por filtracién de gel solre Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
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Se obtuvieron 10,1 g (88,5%)de I o en forma amorfa, con un peso equivalente

555,7 y homogéneos segin la TIC en A y C.

Ejemplo I £ NOLT® - Bp - Pho - Vel - hrg(NO) = 3EA (I £)

1) Material inicial : 7,2 g (10 mmoles) de I ¢ y 3,4 g (15 mmoles) de B3,0e

Método de sintesis : segun el Ejemplo I d.
Purificecién 3 filtracidén de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Se obtuvieron 5,2 g (75,55) de I £ de un pefe 236-237% Co, homowdnecs
segin la TIC en P yDy /elifa/ ]2)4 = =23,08 (o = 13 IMF).

2) Material inicial s 5,7 g (10 mmoles) de I o ¥ 2546 g (15 mmoles) de p=
nitrofenilisocignatos
Método de sintesis : segin el Ejemplo I & - 1.
Purificacién : filtrecién de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCH.
Se cbtuvieron 5,3 g (75,5 %) de I £ de un pefs 235-237° Ce, homogéneos
segin TIC en P, y D y [elte/ 54 » =22,52 (o = 1; IMF).

Ejgamplo Ig: §elfa. By — Phe = Val = Arg — oA o HC1 {1)
Sei pusieron en ol recipiente de reaceidn de un aparato Sakekibara 345 mg
(0,5 mmoles). Se condensaron en el recipiente 5 ml de fluoruro de hidrédgeno
seco. Después de agitar durante un tiempo de reaccidén de 1 hora g una tem—
peratura de 0? C., el grupo nitre que protege la funcién gusnidina se habia
separado. Entonces,; se destild en vacfo 6l fluoruro de hidrdégeno y se disolw
vio en IMP el residuc meco. Pars transferir el derivade de fluoruro de hidré-
geno del péptido a su sal de clorhidrato, se afiadieron a la solucién IMF
0525 ml de HC1l concentrado. Se evapord en vacio la solucidn hasta le éeque-
dads El procedimiento de conversidn fue repetido una ves més. El residuo

fue disuelto en 33% de AoCH.

Purificsoidn 3 filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G=15 en 33% AcOH.

Se obtuvieron 275 mg (80,7 %) de I después de secar por congelacién en forw
ma de polvo amorfo con un contenido de Cl de 5,12 %, homogéneo segin la TILC
en A y /alfa/ %3 = =43,5% (o = 0,695 50 % AoCH).

Andlisis de eminoficido 1 Vals 1,0 phe: 1,25 Args 0599
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Ejemplo IT ¢+ ¥ 18 - 3 fenilpropionil — Phe « Val — Arg — pNA o HC1  (II)

N 8lfa . 3ronilpropionil - Phe — Val = Arg(NO) = Qo  (IIa)

Material inioial s 30,7 g (50 mmoles de Gbo—Pho-ﬁl’a.l-Arg(KOa) - ey 16,3 g

(60 mmoles) de 3~fenilpropionil-OpNP.

Método de sintesis : segin el Ejemplo I be

Purificecidn : f£iltracidn de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en Me(H.25,2 g

(82,5 4) de Ila, homogéneos segin la TIC en P, ¥ C fue lo que se obtuva,
5818 - 3 fonilpropionil — Phe = Val - Arg(NO)) ~ O  (IIb)

Material inieisl s Ty1 g (11,5 mmoles) de Ila.

Método de sintesis : segun el Ejemplo I e.
Purificacidn : £iltracidén de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Se cbtuvieron 6,5 g (93,7%) de IIb con pees 584,1 homogéneos segin la TIC
en Ay C /alfs/ %4 = =9,3% (0 = 1,05 MoOH)
N 18 - 3-ferilpropionil - Phe = Val Arg(NO ) §NA (I1c)

Material iniciel s 3 g (5 mmoles) de IIb y 1,23 (7,5 mmoles) de p-nitrofenil

isoclianatos
Método de sintesis 3 megin el Ejemplo I a — 1.
Purificacidn 1 filtracidn de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCH.
Se obtuvieron 2,65 g (66,3%) de II o, homogéneos segin la TIC en P1.

N 818 _ 3fenilpropionil ~ Phe — Val — Arg - pNA o EC1 (II)
Material inicial : 179 mg (0,25 mmoles) de II o.
Método de sintesis 1 segin el Ejemplo I ge
Purificaoidn 3 filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G=15 en 33% AoOH.
45 mg (26,5%) de IT fueron obtenidos después de secar por congelacidén en for—
me amorfe oon un contenido de Cl del 4,91 %, homogéneos seg\lfn la TIC en A ¥y
/a1ta/ 23 = ~36,78 (o = 04713 50 % en AoCH).
Andlisis de aminodcido : Vals 1,05 Phe: 1515 Args 0999

H - Phe = Val — Arg — pNA o 2 HC1 (111)
Material inicial s 198 mg (0,28 mmoles) de I ce

Método de sinteglis : segin el Ejemplo I g.
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Burificacidn s filtracién de gel sobre Sephadex (R) G=25 en 50 % AcCHe

Se obtuvieron 170 mg (61,0 %) de III amorfo, secado por congelacién, de WP
oontenide de Cl del 11,374, hamogéneo segin la TIC en A y /alfa/ %3 - -'26!3'{2
(o = 0,613 50 % AcOH).

Andlisis de aminofcido : Val:s 1,0; Phes 0,955 Args 1,0s

Ejemplo IV 3 H = Pho — Pho = Val = Arg — pNA o 2 HC1 (V)
Cbo -~ Phe = Val — Avg(NO,) - pip (1va)

Material inicial 3 335 mg (0,46 mmoles) de I o y 317 mg (0,75 mmoles) de
Cbo ~ Phe -~ OpNP,

Método de sintesis : segin el Ejemplo I be

Purificacién ; filtracién de gel scbre Sephadex (R) LH-20 en IMF.

Se obtuvieron 282 mg (70,0 4) de IV & con un pefe de 201 - 2049 Ce, homogé~

ne;?s segin la TIC en P1 y /alfa/ %5 = ~1,02¢ (c = 0,983 IMF).

U~ Phe = Phe = Val = ATg - [lA * HGL (Iv)
Material inicial : 92,9 mg (0,10:7 mmoles) de IV a.
Método de sintesis : megin el Ejemplo I ge
Purificaoién : filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % AoCH.
Se obtuvieron 59,5 mg (73,1 %) de IV amorfo, secado por congelacidn, con un
contenido de Cl del 9,18%, homogéneos segin la TIC en 4 y /alfa/ ]2)3 = «19,70
(o = 0,765 50 % 400H). |

Anflisis de aminodcido : Val:s 1,0; Phes 2,23 Arg: P,98.

Ejemplo V 3 P =Me - Bg = Phe ~ Vel =~ Arg - pNA * HC1 ()
p.=Me ~ By - Phe = Val - Arg(NO.) = piA (Ve)

Material inicial s 155 mg (0,216 mmoles) de I oy 83,2 mg (0,324 muoles) de
pe=Bz~OpllPy Defe 169 ~ 1728,

Método de sintesis : segin el Ejemplo I be

Purificacién s filtracién de gel sobre Sephadex (R) 1H-20 en MeOH.

Se obtuvieron 69,5 ng (45 %) de Va amorfo, homogéneo, segin la TLC en P
/alta/ ]2)3 w =26y192 (0 = 0,69; IMF).

- Vp..),[g-;gg_—l’he—zgl_-krg-ﬂ}t'ﬂcl (V)

17




405

410

415

420

425

430

| .30

414252
Material inlecial s 68,98 mg (0,0965 mmoles) de V ae
Método de sintesis : segin el Ejemplo I g
Purificacién 3 filtraoidn de gel sobre Sephadex (R) G=15 eﬁ 33 % AcOH,
44,5 mg (66 %) de V amorfo, secado por congelacidn, oon un sontenido de Gl
de 5,01 %, homogéneom segin la TIC en 4 ¥ /alfa/ %3 = 40,82 (¢ = 0,705 50 ¢
AcOH) fue lo que me obtuvos 4

Andlisis de aminodeido s Val: 1,0; Phes 1,0; Arg: 150

Ejemplo VI ¢ N 8198 -~ 4o — Pho — Val - Arg = pNA o HOL (V1)
X 8 _ 4o - Phe - Val = Avg(NO) - i (VI 8)
Meterial inlcisl s 233 mg (0,33 mmoles) de I o y 41 mg (0,40 mmoles) de 40,0

Uétodo de sintesis s segmin el Ejemplo I de ‘

Purificacidén ¢ filtracién de gel sobre Sephadex (R) IH=20 en MeOH,

Se obtuvieron 118 mg (66 %) amorfos de VI a, homogéneos segin lg TIC en P

y /alta/ 23w <3,60 (o = 1,165 TF).
Né‘lfa~éc-1’he-vg-ug-méonc1 (V1)

Material inicisl s 116 mg (0,185 mmoles) de VI g

1

Método de sintesis s megin el Ejemplo I ge
Purificacién : filtreoidn de gel sobre Sephadex (R) G~15 en 20 ¢ AcOH.
Se obtuvieron 90 mg (79 %) de VI amorfo, secado por congelacidn, con un con~

tenido del 5,59 %, homogéneos segin la TIC en A y /alfa/ ]2)3 » =21,00)c = 0,62

50 % AcOH).

Analigis de aminodcido s Val:s 1905 Phes 1,25 Args 1,1e

Bjemplo VII ¢+ N*M® o noootenofl Phe-Val-Arg-yiA « HC1 (vII)
yoifa _ _n=octanofl-Phe-Tgl-Arg(NO,)=riNA (VIIa)

Material inioial : 207 mg (0,208 mmoles) de X ¢ y 109 mg (0y41 mmoles) de
éster penitrofenilico de doido caprflicos ¢

Método de sintesis : segin el Ejemplo I b. '

Purificacién s filtracidn de gel sobre Sephadex (R) LE 20 en MeCH.

Se obtuvieron 172 mg (84 % de VII a amorfo, homogéneo segin la TLC en P1 y

faltal 23 = 6,69 (o = Oy55 TUE)s
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N 81f8 . p_ootanofl-Phe-Val-Arg-rA ¢ HCl (viI)

Material inicial : 129,4 mg (0,182 mmoles) de VIIae

Método de sintesis : segin el Ejemplo I ge

Purificacién s filtracidén de gel sobre Sephadex (R) ILH-20 en MeOH y Sephadex
(R) G=15 en 33 % AcCH.

Se obtuvieron 109 mg (85 %) de VII amorfo, secade por congelacién, con un
contenido de C1 de 4,96 %, homogéneo segtin la TIC en A y /alfa/ ;3 = =29,50

(c = 0,75 50 % AoCH).

Andlisis de aminodcido : Val: 1,2; Phes 1,05 Args 0,95

Ejemplo VIII s N 2'£8 - oiclohexiloarbonil — Phe = Val = Arg - pHA * HC1 (VIII)
; §_#1%8_0301 ohexilearbontl-PheValuirg (NO,)=pHA (VIIIa)
Material inicial 3 233 mg (0,33 mmoles) de Ic y 100 mg (0,40 mmoles) de

dcido ciclohexiloarboxflico - p-nitrofenilésters
Método de sintesis : megin el Ejemplo Ibe
Purificacidén s filtracidn de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Se obtuvieron 117 mg (aproxs 50%)de VIIIa emorfo, homogéneo segﬁﬁ la TIC en
Py ¥ /elfa/ %3 = =10,98 (¢ = 0,235 DMF).

N _81fa ~giglohexiloarbanil-Phe-Val-Arg-pHA ® HG1 (VIII)
Material inicial : 48,02 mg (0,069 mmoles) de VIIIa.

Método de sintesis s segin el Ejemplo I go

Purificacidén s f£iltracidn de gel sobre Sephadex (R) G=15 en 50% AcOH,

Se obtuvieron 33,:} mg (71 13) de VIII amorfo, secado por congelacidén, con
un contenido de oloro de 5,11 %, homogéneo segin la TIC en A y /alfs/ ;‘;3 -
~32,8% (6 = 0,68; 50 % AoCH).

Andlisis de eminodcido s Vals 1,0; FPhes 1,33 Argt 1,0.

Ejemplo IX ¢ N 38 . mog—Phe-Valwirg-rpiA + HC1 (IX)
5 878 - rop-Phe-Tal-Ara(NO,) ~pNA (IX a)

Material inicial : 360 mg (0,5 mmoles) de I ¢ y 180 mg (0,95 mmoles) de
p=toluensulfocloruroe

Método do sintesis : se disolvieron 360 mg do To en 1 ml de AcOH y 1 m) de
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AcCH y 1 ml de 5,6 NHBr/AcOE en una atmbsfera sin humedad y se agitaron
durante 1 hora a temperstuta ambiente. Se afindid luego gota a gota la meg~
ola de reacoidén a éter destilado, agitando vigorosamente, obteniéndose la
precipitacién de 350 mg de 1,5 HBr.H-Phe-Val-Arg (N02)~pNA. Se decantd la
465 fase etérica y se lavd 3 veoes mis ocon éter el precipitado. Despuds de se-
car en vacfo sobre P205, ge obtuvo con rendimiento cuantitative la mal de
HBr del derivado aminoacido. E1l derivado HBr fue disuelto en 4 rl de DiF.
Se enfrid a =102 la solucién y me afindieron 75 mg (0,75 mmoles) ds BN
pave 1iberar H-Pho-Val-Arg (NO,)~pNA de la sal brombfdricas E1 lempo de
4’}0 reaccidén fue de 1 hora en una atmésfers libre de humedad. Se filiré el E’c3No
HBr y se enfrid a =10® (o el filtrados Se afiadieron 190 mg de pwtoluensulfo
oloruro y se dejd adguirir lentamente la temperatura ambiente a la solucidny
despuds de lo cual, unas 3 horas mis tarde, fue enfriads & ~10° Ce y tampo—
nada con 25 mg (0,25 mmoles) de Et3N. Unsg 2-3 horas mis tarde, se repitid
475 una vez mas el procedimiento de tamponado. Después de aproximadamente 24 how
rag de tiempo de reaccidn, se envapord la solucidn hasta la sequeded a 402
Ce en vaofos Se tratd 3 veces el residuo con agua destilada y se se0d en
vac{os Se dimolvid el residuo en MeOH y se purified.
Purificacién : filtracién de gel sobre Sephadex (R) IH=-20 en MeOH.
480 Se obtuvieron 135 mg (36,5 %) de IXa smorfo, homogéneo segin la TIC en P,y
[e12s/ 23 = + (o = 1,05 THF).
N_8ife mog-Phe-Val-Arg-plA ¢ HC1 (Ix)

Material inicial : 81,43 mg (0,11 mmoles) de IXae
Método de sintesis : segun el Ejemplo Ige

485 Purificacidn : filtracidén de gel solre Sephadex (R) G-15 en 20 ¢ de AcOH.
Se obtuvieron 63 mg (78,4 %) de IX amoxfo, seocado por congelacidn, con un
contenido de C1 de 4,79 %, homogéneo segin la TIC en 4, y /Blfa/ %3 = : 0
(c = 0,733 50 & AoCH). '
Anglisis de aminodoido : Vals 1,03 Phes 1,25 Args 150

490 BEjemploX: ¥ alfe ~peeiino=BrePhe«Val=Arg-rNA ¢ 2 HC1 (x)
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Cho=pmamino-Bz-Phe-Vel-Arg (NO,)-pliA (Xa)
Material inicial : 233 mg (033 mmoles) de Io y 170 mg (0,44 mmoles) de
Cbo=p-aminowBz=0pNPy pefo 169~1729.
Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibs
Purifioaoidn s f£iltrecién de gel sobre Sephadex (R) LH=20 en MeCH.
Se obtuvieron 55 mg (20%) de Xa amorfo, homogéneo segin la TIC en P, ¥
[a12a/ 23 « ~30,20 (o = 0,534 TF).
N 818 _pemino-Bs~Phe-Val-Arg-pNA * 2 HC1 (x)
Material inicial ¢ 46,81 mg (0,056 mmoles) de Xa.
M%todo de sintesis : segin el Ejemplo I ge
Purificacidén s filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 20 % AcOH.
Se obtuviercn 15 mg (3’} %) de X amorfo, secado por congelacidn, com un con=
tenido de Ol de 9,42 %, homogéneo segin la TIC en A y /alfs/ %3 = 46,70
(o = 0,743 59 % AcCH)«
Anglisis de aminodoido : Vals 1,0; Phe: 1,05 Args 0,95

Ejemplo XI + N 2% _g aminohexzanof)-Phe-Val-Ang-pNas2 HC1 (x1)
Cho-§eminohexanof1~Phe=Val=Arg(NO, )~pNA (x1a)

Material inicial : 360 mg (0,5 mmoles) de Ic y 290 mg (0,75 mmoles) de
Cbo=b=icido aminocaprénico~p-nitrofeniléster.

Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe

Purificacidn 3 filtraocidn de gel sobre Sephadex (RB) LH-20 en MeCHe.

Se obtuvieron 398 mg (95,5 %) de XIa emorfo, homogéneo segin la TIC y
/e1ta/ 2 = 5,75 (o = 1,1, BuF).

¥ ®8 _6 eninchexanofl-Pho-Val-Arg—rNA*2 HC1 (x1)

Material inicial : 300 mg (0,361 mmoles) de XIa«

Método de sintesie : segin el Ejemplo Ige

Purifioacién 3 filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33 % AoCH.
Se obtuvieron 127 mg (48 4) de XI amorfo, secado por congelacién, de un
contenido de oloro de 9,68 ¢, homogéneo segin la TIC en A y /alfa/ ]2)3 -
32,0 (o = 0,725 50 % AcCH).
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Anéligis de aminodcido s Val: 1,03 Phes 1515 Args 1,0,

Ejemplo XIX ¢ H-Phe=Lou=-Arg-piNie2 HC1 (XII)
Cho=Lou=Are( N()E )=pNA (XITa)

Weterial inicial s 5 g (10,6 muoles) de Ta ¥ 4192 & (12,7 mmoles’ de Chom
Leu~0pliP) .
Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe
Purificacién s filtraciin de gel solwe Sephadex (R) 1H-20 on MeoH.
Se obtuvieron 641 g (98 4) de XIIa amorfo, homogéneo segin la TLC en P, ¥
/elfs/ ]";5 = =33,5¢ (0 = 1,0; MeOH).

Cho~Phe-Leu-Arg(NO,)—plA (XIIb)
Material inieial : 3,6 g (6,5 mmoles) de XITa y 3,27 g (7,8 mmoles) de
C'bo=Phe~OpiiP.
Método de sintesis : segin el Ejemplo Ibe
Purificacidn s filtracidn de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOF.
Se obtuvieron 2,95 g (69,0 %) de XIIb emorfo, homogéneo segin la TLC en P .Y
/alta/ §5 » =6,20 (6 m 1,05 DMF)e

H~Phe-Leu-Arg-nlNA » 2 HCL | (x1I)
Material inicial s 124,9 mg (0,17 mmoles) de XIIbe
Método de sintesism : peglin el Ejemplo Ige
Purificacidn 3 £iltrecidn de gel mobre Sephadex (R) C-25 en 50 £ de AcOH.
Se obtuvieron 65 mg (61 %) de XII amorfo, secado por congelacién, de un con-
tenido de C1l de 11515 %, homogéneo segin TLC en A y /alfa/ 12)3 » =24942 (0 =
0,633 50 % AcCH). |
Anslisis de aminodoido 3 Leus: 1,0; Phes 1,13 Args 150

Ejemplo XIII + N 2 _popho-Teu-irg-iNA*HCL (X111)
N 1 oy Phe-Tou-Arg(NO,)-piA (XI1Ta)

Haterigl inicial : 734 mg (1 mmol) de XITb y 272 mg (1,2 mmoles) de Bz,0s
Método de sintesis : segin el Ejemplo Id.

Purificacidn ¢t filtracién de gel mobre Sephadex (R) LH~20 én MeCHe

'Se obtuvieron 589 mg (84 %) de XIIIa de un pefe 196=197% 0:, homogéneo segin
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1a TIC P, y Dy /alta/ 25 « -19,18 (o = 1,013 THF).

N _&81f2 - By Phe-Leu-Arg-pNA » HCL (X11T)
Material inicial : 198,5 mg (0,282 mmoles) ds XIIIa.

Método de sintesis : segin el Ejemplo I g

Purificacién : filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % AcOH,
Se obtuvieron 188 mg (96 ¢) de XIII emorfo, secado por congelacién, con
un oontenido de Cl de 4,96 %, homogéneo segin la TIC en A y /alfa/ 12)4 =
~38,3% (o = 0,695 50 % AcCH).

A)né.lisis de aminodcido s Leus 1,03 Phes 1,03 Args 1,0

Ejemplo XIV :  H~Phe-Ile-Avg-pNA ¢ 2 HC1 (x1v)
Cho=Tle—ara(NO,)-plA (xIva)

Material inieial s+ 1 g (2,1 mmoles) de Ia y 0,98 g (2,46 mmoles) e
Cbo~Ile~0pNP.
Método de sintesis : segin el Ejemplo I be
Purificacidn ¢ £iltracién de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Se obtuvieron 1,12 g (91 %) de XIVa de un pefe 195-202% Co, homogéneo se-
gin la TIC en Py ¥ /elfa/ ]2)5 = 4 2,80 (0 =« 1,03 DiF)o
Cbo-Phe~Tlewhrg(NO,)=pNA (XIVD)
Material inicial : 0,8 g (1,36 mmoles) de XIVa y 0,69 g (1,63 mmoles) de
CbowPhe=OpNP.
Método de sintesis s segin el Ejemplo Ibs
Purificacidn : filtrecidn de gel mobre Sephadex (R) 1H~20 en MeOH.
Se obtuvieron 445 mg (41 %) de XIVb de un pefe 219-222%, homogéneo segin
la TC en B, v /alfa/ %5 = 7,12 (o = 13 DMF).
H~Phe~Ile-Arg=pNA * HC1 (Xxv)

Material inicial : 166,43 mg (0,226 mmoles) de XIVb.

Método de sintensis s segin el Ejemplo I g

Purificacidn : filtracidén de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % AcOHo
Se obtuvieron 95,3 mg (67 %) de XIV amorfo, secado por congelacidnm, con

un contenido de C1 de 11,17 %, homogéneo megin la TIC en 4 y /alfa/ §3 -
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Anélisis de aminodeido ¢ Iler 1,03 Phes 1,13 Args 150e

=32,00 (¢ = 0,63; 50 % AoCH).

Ejemplo XV : N 818 ps pheTle-ina-pma * HC1 (xv)
5 #1%% .po-Phe-Tlemirg(NO,)~riiA (XVa)

Material inicial 3 250 mg (0y34 mmoles) de XIVb y 92 mg (0,4 mmoles) de
Bza .
Método de sintesis : segin el Ejemplo I de
Purificacidn s £iltreoidn de gel sobre Sephadex (R) LH=20 en Meldd,
Se obtuvieron 210 mg (88 %) de XVa oon un pefe de 244=2458 (e, hemogéneo
segin 1a TIC en P, y /alfa/ 25 = =22,3 (o = 13 TMF)o '

N &fe o phe-Ile-Arg-plA ® HO1 (xV)

Material inicisl : 182,7 mg (0,26 mmoles) de XVa.

Método de sintesis 1 sezin el Ejemplo I ge

Purificacidn : filtracién de gel sohre Sephadex (R) G-25 en 50 4 AcOH.

Se obtuvieron 176,9 mg (97 %) de XV amorfo, secado por congelacidn, de un
contenido de C1 de 4,984, homogéneo segin la TIC en A y/alfa/ ‘;'4 = =41,58
(o = 04695 50% AoCH).

Andlisbs de aminodcido 3 Iles 1,05 Phes 1,13 Arg: 1,1e

Ejemplo XVI E=Phe~Phe—Arg=pNA * 2 HC1 (xv1)

Cbo-Phe=Arg(NO,)~gNA (XVIa)
Material inioial s 1 g (2,1 mmoles) de Ia y 1,06 g (2,46 mmoles) de
Cbo-Phe~OplP.

Método de smintesis s segin el Ejemplo Ibe
Purificacidn : filtracién de gel mobre Sephadex (R) IH-20 en MeOH.
Se obtuvieron 1,25 g (96,0 %) de XVIa oon un pefe 198-204¢ C., homogéneo

segin la TLC en P, y /alfa/ §5 - &+ 4520 (0 = 1,05 DiF).

Cbo~Phe-Phe~Arg( NOZ)iN_A_ (XvIp)
Material inicial : 0,9 g (1,45 mnoles) de XVIa y 0y737 g (1,74 mmoles)

de Cbo=Fhe=0OpNP.
Método de sintesis : segin ol Ejemplo Ibe
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Purifiocacién : filtreocidn de gel sobre Sephadex (R) IH=-20 en MeOH.
Se obtuvieron 635 mg (58 %) de XVIb de un pefe de 201=203¢ C., homogéneo
segin la TIC en P, y /alfs/ ]2)5 = =23,08 (o = 1,05 INF).

B-Pho-Phe=ATg=plA o 2 HG1 (xv1)

Material inicial s 196,9 mg (0,257 mmoles) de XVIb.

N;Iétodo de sintesis : segin el Ejemplo I g

Purificaocidn s filtracidn de gel mobre Sephadex (R) G=25 en 50 % AcOH.

Se obtuvieron 75,8 mg (46 %) de XVI amorfo, secado por oongelaciém, con
un contenido de C1 de 10,6%5%, homogéneo segin la TIC en A y /alfa/ 12)3 -
~8,72 (o = 0,653 50% AcOH)e

Andlisis de aminodoido : Phe: 2,03 Args 1y1e

Bjemplo XVIT :+ X 838 _Rs PhePhe—Arp-miiA ¢ HC1 (XVIT)
N 2178 _Bo-Pho-Phowirg(NO,)-plA (XVIIa)

Material inicial : 250 mg (0,325 mmoles) de XVIb y 90 mg (0,312 mmoles) de
132.20.
Método de sintesis : segin el Ejemplo I de
Purificacién : filtracidn de gel sobre Sephadex (R) 1H=-20 en MeOHe
Se obtuvieron 220 mg (92 %) de XVIIa amorfo, homogénec segin la TIC en
P, v [elte/ §5 = =36,68 (0 = 0,955 INF).

N %8 _psPhemPhewArgmplis ¢ HCL (XVII)
Materisl inicial : 11496 mg (0,156 mmoles) de XVIIae |
Método de sintesis s segin el Ejemplo I ge
Purificacidén 3 filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % AcOH.
Se obtuvieron 77,4 mg (68 $) de XVII anorfo, secado por congelacién, con
un contenido de C1 de 4,81%, homogéneo segin la TIC en A y /alfs/ ;4 -
~2545% (o = 0,723 50% AoCH).

Andlisis de sminodcido g Phes 2,05 Args 0,97

Ejemplo XVIII 3 H=D~Pho=ValeArg=pNA * 2 HOl (XVIII)

Cbo-D=Phe-V al-Arg( NO,)-piA (XVIITs)

XMaterial injcial : 480 mg (0,83 mmoles) de Ib y 530 mg (1,25 mmoles) de
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Cbo-D-Phe-OpNP de un pefe de 126,2 = 126,68, /alfa/ 12)4 = & 24,758 (0 = 1,04
DMF) o ’
Método de sintesis : seglin el Ejemplo I be
Purificacidn s £iltracidn de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en MoOH.
Se obtuvieren 587 mg (98 4) de XVIIIa amorfo, homogéneo segin la TIC en 1’1
y /alfa/ §3 = & 18,92 (o = 2,0; DMF).

B-D-Phe-ValmArgwpNA * 2 HC1 (XVIII)
Material inicial : 153,8 mg (0,212 mmoles) de XVIIIa.
Método de sintesis : segin el Ejemplo I.
Purificecidén 3 filtracidén de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 20% AoCH.
Se cbtuvieren 36,3 mg (284) de XVIII amorfo, mecado por congelacién, de un
contenido de C1 de 11,34%, homogéneo segén la TIC en A y /elfa/ §3 = =70,38
(o = 0,615 504 AcCH).
Anflisis de aminodecido s Val: 1505 Phes 1,13 Args 150
Ejemplo XIX ;N 22 _3ppphe-Val-Are-riA « HCL (X1X)

y &fe ~Bo~D-Pho-Val-hra(NO,)~plA (XTXa)

Material inicial : 244 mg (0,34 mmoles) de XVIIIa y 92 mg (Oy41 mmoles) de

Bzzo.
Método de sintesis : segin el Ejemplo I de
Purifioacidn 3 filtracidn de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en MeCHo
Se obtuvieron 181 mg (77%4) de XIX de un pefo 211~2152 Coy homogénee segin
la TI6 en P,y ¥ [alta/ §3 = 1,368 (o = 0,8; IMF).

N 28 _pyD-Phe-Val=Avgwpla ¢ HCL (xIx)
Material inicial : 128,3 mg (0,186 mmoles) de XIXae

Método de mintesis : segin el Ejemplo I ge

Purificacién s £iltraoién de gel sobre Sephadex (R) G~25 en 5% AcCH.

Se obtuvieron 103,8 mg (814) de XIX amorfo, secado por oongelacidnm, con un
contenido de C1 del 5,15%, homogéneo segun la TIC en 4 y /elta/ ;3 = 36,99

(o = 0,685 504 AcOH).

Andlisis de aminodoido : Vali 1,05 Phe: 0,93 Arg: 0y9e
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Ejemplo XX : HeTyr=Val-Ang=pNA ¢ HC1 (xx)
Cbo-Tyz(OBz) = al=Arg(NO,,) —pNA (%Xa)

Material inicial s 480 mg (0,83 mmoles) de I b y 660 mg (1,25 mmoles)
de Cho-Tyz(0Bz)~CpNP de wmn pefe 147,5-149,00 y /alfa/ 35 x 8,58 (o = 2,0
mem). |
Método de sintesis : segin el Ejemplo I be
Purificaoién s filtracidn de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Se obtuvieron 460 mg (65%) de XXa amorfo, homogéneo segin la TIC en P, ¥
/elte/ ]2)3 = 9,662 (o = 1505 DMF)e

| E-Tyr-ValeAvg-piA * HC1 (xX)
Material inicial s 144,7 mg (0,169 mmoles) de XXae
Método de sintesis : segin el Ejemplo I g
Purificecidén s filtracién de gel sobre Sephadex (R) G~15 en 20% AcUH.
Se obtuvieren 65,4 mg (62%) de XX amorfo, secado por congalacidn, com un
contenido de C1 de 11,203, homogéneo segin la TIC en A y /elfa/ ]2)3 - 29,80
(o = 0,635 50 AcOH).

Andlisis de aminodoido : Vals 1,05 Tyr:s 1,25 Argt 1,0e

E jemplo XXI s N _8fa _pouryrVal-Avg-rNA ¢ HC1 (XxT)

N ®1%8 _pomyryal-Arg(NO,)-pila (XKTe)
Material inicial : 246 mg (0,287 mmoles) de XXa y 65 mg (0,29 mmoles) de
3220.

Método de sintdsis s+ segin el Ejemplo I de
E1l grupo Bg que protege la tirosine~(H es hasts clerto punto disociado du=
rante el tratamiento oon HBrs Por comsiguientey el rendimiento es bajo ¥y
consiste aparentemente en XXIa y N #T8 pairyr ( 0Bz)-Vel-Ang(NO,)~pNAe
Purificaoién 3 filtracién de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCH.
193 mg (81%) de un producto smorfo que revela 2 substancias segin la TIC en
P 1 (véase anteriormente)s

N _8lf2 _BylyraValeAvg-rNA ¢ HO1 (XX1)
Uaterial inloial 1 138,9 ng de XXTa y N~Bu-Tyz(0Bz)-Val-Arg(NOs)~pllAs
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Método de slntesis : segin ol Ejemplo I g. {

Purificacidn : filtraocién de gel sobre Sephadex (R) G=1%5 en 504 AcOH.

Se obtuvieron 75,4 mg de XXI amorfo, secado por congelacidn, con un conte~
nido de Cl de 543%, homogéneo segin la TLC en A, /alfs/ ;3 = =34,7¢ (o =
0,75 50 % AcOH).

Andlisis de aminodcido s Val ¢ 1,05 Tyr s 1,25 Arg s 1,0

BEjemplo XXII ¢+ N alfa ~4~aminoetiloicl ohexilcarbonil=-Phe~Val=Ar A*2 HCL

XXII)
Cbo—4~aminoetiloiclohexilearbonil-Phe=Val=Arg=pNA (XXIla)

Material inicial : 268 mg (0,65 mmoles) de Cbo-d—amincetilciclohexilcarbonil-
OpNP y 360 mg (0,5 mmoles) de I ce
Métddo de sintesis : segin el Ejemplo I be
Purificacién : filiracién de gol sobre Sephadex (R) IH=20 en MeUi.
Se obtuvieron 265 mg (624 de XXIIa amorfo, homogéneo segin la Ti{ en P 4 ¥
[eta/ 33 = 8,50 (o = 0,515 1)

N %8 4o eminoetiloiclohexiloarbonil-Phe-Val—Ara=gNA*2 Hil (XXII)

Materisl inicial : 137 mg (0,16 mmoles) de XXIae

Método de mbntensis s segin el Ejemplo I ge

Purificaoién : filtracién de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33 AcOH.

Se obtuvieron 82,2 (68,%) de XXII amorfo, secado por congelacidn, con un
oontenido de Cl de 9,374, homogéneo segin la TIC en A y /alfa/ %5 = «35,2%
(o = 0,733 50% AcCH).

Andlisis de aminodoido s Val: 1,03 Phes 1,15 Args 1,0,

Ejemplo XXITT 1 N 28 541 01chexilacetilPho~Val=frgrNA*HCL (XXT1I)

N 218 _oooi0l ohexilacetil-Phe-Valoprg (NO)~pNA  (XXIIIa)

Material inicial : 197 mg (0,75 mmoles) de ciclohexilacetil-OpNP y 331 mg

(0y46 mmoles) de Ice

Método de sintesis : segin ¢l Ejempld I be

Purificacidn : filtracidén de gel sobre Sephadex (R) 1H~20 en MeOH.

Se obtuvieron 205 mg (63}) de XXIIIa amorfo, homogéneo segin la TIC en P 4

.y [ala/ 33 = 5,00 (o0 = 0,5; TF).
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_ yalfa ~2~0iclohexilacetil-Phe~Val-Arg—rNA * HC1
Material iniciel s 173 mg (0,244 mmoles) de XXIIIa.

M?todo de sintesis : segin el Ejemplo Ige

Purkficacién s filtrecidn de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33} AcOH.

Se obtuvieron 139 mg (81%) de XITII amorfo, secado por congelacidn, con un
cont4nido de Cl de 5,61%, homogéneo segin la TIC en A y /alfa/ ;3 n 32,00
(o = 0,355 5055 AcOH).

Anélisis de aminodcido s Val: 1,03 Phe: 1,15 Arg: 150.

E jemplo XXIV s 4—aminobutiril-Phe~ValeArg-piA * 2 HO1 (XXIV)
Cho~4=aminobutirilePhe=Val-Arg~ (NO,)-pNA (XX1Va)

Materisl inicial 3 234 mg (0,65 mmnoles) de Cbo-4-amino-butiril~OpNP y 360 mg
fle To (0y5 mmoles). :
Método de sintesis 3 segin el Ejemplo Ibe
Purificacién : filtracidn de gel sobre Sepahdex (R) LE~20 en MeOH.
Se obtuvieron 297 mg (74%) de XXIVa amorfo, homogéneo segin la TLC en P, ¥
/eite/ B « 5,00 (o = 0,65 BF).

4-aminobutiril-PheValeirg-pNA * 2 HCl (xxTV)

Materiel inicial 3 291 mg (0,362 mmoles) de XXIVa.

Método de sintesis : semin el Ejemplo I ge

Purificacidn : £iltracidn de gel mobre Sephadex (R) G=15 en 33% AcOH.

Se obtuvieron 167 mg (66%) de XXIV amorfo, secado por congelacidn, con un
oontenido de C1 de 10,05), homogéneo segin la TLC en A y /alfe/ 12)3 - =35,3¢
(o = 0,72; 50% AcCH).

Andlisis de aminofoido 1 Val 3 1,05 Phe : 1,037 Arg s 151 = T

E jemplo XXV : 2=(4-aminofenil)~acetil-Phe~Val-Arg-—glii ¢ 2 HC1 (xxv)

2(4-Cho-aminofenil)-soetil~PhoVal=irg(NO,)=pA (xxva)
Material inicial 3 200 mg (0,278 mmoles) de Ic y 152 mg (0,371 mmoles) de
2-( 4~aminofenil)~acetil~OpNP,
Método de sintesis 3 segin el Ejemplo I b

Purificacidn ¢ filtraocidn de gel sobwe Sephadex (R) 1H-20 en MeOH.
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Se obtuvieron 201 mg (85%) de XXVa amorfo, homogéneo segin la TIC en P1 y

/e1fe/ 34w 4,30 (6 = 0,5 DaF).
2=(4—aminofenil)-aoetil-Phe=Valmirg=pNA ¢ 2 HC1 t, (xxv)

| Material inioial : 97,5 mg (0,114 mmoles) de XXVa.

765 Método de sintesis : megin el Bjemplo Ige
Purificacién 1 filtracién de gel sobre Sephadex (R) (=15 en 33% AcOH.
Se obtuvieron 43,5 mg (51%) de XXV amorfo, secado por congelacidn, son un
oontenido de C1 de 9,47%, homogéneo segun la TIC en A y /elfa/ .33 = =33,00
(o = 0,755 50% AcCH).

T70  Analisis de aminodcido : Val: 1,0; Phe: 1,13 Args 1y1e

E jemplo XXVI s N 21f8 _ 3y 0.Phe-Gly-Val-Arg—pNA ° HC1 (XxvT)
Cbo=C=Ph o c&-vu—uggnoazupm (xxvIa)

Material inicial : 230 mg (0,568 mmoles) de Cbo=C=Fh * Gly-~OpNP y 250 mg
(0,43'; mmoles) de Ib.
775 MUétodo de sintesis 1 segin el Ejemplo Ice
Purificecidn 3 filtrgoidn de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en MeOH.
Se obtuvieron 292 mg (954) de XXVIe amorfo, homogéneo segin la TIC en P1 y
/elfs/ §4 - 4 8,20 (o = 0,505 DUF).
N 818 o Py o Gly-Vel-Arg (NO,)-pNA (XXVID)
780 Material inicial s 290 mg (0,41 mmoles) de XXVIa y 130 mg (0,575 mmoles) de

B 2,0,
Método de gintesis s segin ¢l Ejemplo Id.
Purificacidén i filtracidén de gel sobre Sephadex (R) IH=20 en MeCH.
Se obtuvieron 211 mg (76%) de XXVIb amorfo, homogéneo segin la TLC en P, y
785 /e.lfa/]f3 = 4 10,42 (o = 0,51; DMF)e
N 88 5, ooPh o Gly-Val—Arg-pNA . HC1 (xxvI)

Materisl inicial : 200 mg (0,296 mmoles) de XXVIb.

Método de sintesis : segin el Ejemplo I ge

Purificacién : £iltracidén de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33 AcOH.

790 Se obtuvieren 186 mg (95%) de XXVI amorfo, secado por congelacién, con un cone



795

800

805

810

815

820

- 28 -

414252

tenido de C1l de 5,25%, homogéneo megin la TIC en A y /alfa/ 55 w =27,080

(o= 0,675 50% AcOH)«

Anadlisis de aminodsido s Vals 1,03 C=Ph ¢ Gly: 1,25 Arge 0,9

E jemplo XXVII : N 818 _ps phePhe-Val-Arg-pNA + HCL (xxviT)
N 818 _pg Pho-Phe-Val-Arg(NO,)-piA (XXVIIg)

Material inicial : 141 mg (0,163 mmoles) de IVa y 90 mg (0,4 mmoZes) de Bz 0.

2
Método de sintesis : segin el Ejemplo Id.

Purificacidn s filtracidn de gel sobre Sephadex (R) IH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 114 mg (84%) de XXVIIa amorfo, homogéneo segin la TIC en P1 ¥
/e1ta/ 24 = 0,759 (o = 1,2 IF)s

N 8lfe _Bz-Phe~Pho-Val-Arg-pliA *HC1 (XxvIT)

Material inicial ¢ 71 mg (aproxe 0,087 mmoles) de XXVIIae

Método de sintesis : segiin el Ejemplo Ig.

Purificacion s filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 335 AcCH.

Se obtuvieron 47 mg (60%) de XXVII amorfo, secado por congslacién, con un
contenido de Cl de 4,23%, homogéneo megin la TIC en A.

Anélisis de sminodeido : Vals 1,03 Phes 2,33 Arg: 1,0

E jemplo XXVIIT 3 N %8 _pppr 6oph o Gly—Vel-Arg-gNA + HO1 (XXVIII)
Obo-DIr-C-Phe1y~Vglmhra(NO,)=pliA (XVIITe)

Material inicial 3 285 mg (0,5 mmoles) de Ib y 285 mg (0,'?: mmoles) de Chbow

DI-Cw=Ph * Gly~OpNP con pefe 107-~1082 ¢,

Métedo de sintesis 31 segin el Ejemplo Ic.

Purififaocidn : filtracidn de gel sobre Sephadex (R) LE-20 en MeCH.

Se obtuvieron 353 mg (81%) de XXVIIIa amorfo, homogéneo segin la TIC en P "
N #%2 _3p 1G-Ph . Oly-Vel-Avg(NO.) + mlA (XXVIIIb)

Material inicial : 285 mg (0,403 mmoles) de XXVIIIa y 181 mg (0,8 mmoles) de

BZZ L
Método de eintesis : segin el BEjemplo Ide
Purificacidn : £iltracidn de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en MaCH.

_Se obtuvieron 226 mg (83%) de XXVIIIb amorfo, homogéneo segin la TLC en Pye



825

830

835

840

845

850

-29 -

414252

i N #8 By I-C-Ph o Gly-Ve,-Avgpis ¢ HC1 (XXVIII)
Material inicial s 101 mg {0,15 mmoles) de XXVIIIb.

Método de sintesis : megin el Ejemplo I g.

Purificacidn s filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G=15 en 633% AcOH,

Se obtuvieron 61 mg (61%) de XXVIII amorfo, mecado por congelaoién, con un
contenido de C1 de 5,21%, homogéneo segin la TIC on A.

Anélisis de asminodcido : Vals 1,05 C~Ph * Gly: 1,23 Args 0,9

Ejemplo XKIX : N 22 35 Phe-Val-firg-2-NA » HC1 (XX1X)
Cbo-Ar N022-2-NA (XXIXa)

Materiel inicial 1 3,6 g (10 mmoleg) de Cho-Arg (N02)-0H ¥ 1,72 g {12 mmoles)
de 2-naftilaming.
¥étodo de sintesis : segun el Bjemplo Ia—2e
Purificacién s filtracidn de gel mobre Sephadex (R) IH~20 en Me(H.
Se obtuvieron 4,05 g (84%) de XXIX amorfo, homogéneo segin la TIC en P 1 7
[e12e/ 2 = 4 1,43 (o = 1,05 TF).

Cbo-Val-Arg(NO,)=2-NA (XXIXD)
Material inicial : 1,5 & (3,1 mmoles) de XXIXa y 1,38 g (3,7 mmoles) de Cbow
Val=0pNFe
Método de sintesis 3 segin el Ejemplo I be
Purificacién s filtracidén de gel sobre Sephadex (R) IH=20 en MeOH.
Se obtuvieron 1,66 g (95%) de XXIXb parcialmente cristalino, homogéneo segin
la TIC en Py ¥ /alfa/ 52 = ~6,08 (o = 1,015 TF).

Cho-Phe-Tal-Arg(N0,)2=1A (XXIXo)

Material inicial : 1,65 g (2,84 mmoles) de XXIXb y 1,43 g (3,4 mmoles) de

C bo~Phe~OpNP «

Métpdo de sintesis : segin el Ejemplo I ce

Purificacién s filtracidén de gel sobre Sephadex (R) IH~20 en MeOH.

Se obtuvieron 1,55 g (755 de XXIXe amorfo, homogéneo segin TLC en P,y /Alfa/

22 « 10,92 (o = 1,01; uF).

N alfe
—Bz-Phe-Val—Arg(NO?_ )=2-NA (XXIX4)
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Materiel inicial : 1,15 g (1,58 mmoles) de XXIXc y 465 mg (2,05 mmoles) de

BZZOO

Método de sintesis : segin el Bjemplo I de

Purificacidn s £iltracidn de gel sobre Sephadex (R) LH=-20 en MeOH.

Se obtuvieron 0,89 g (80,3 %) de XXIXd parcialmente oristalino, homogénec

segin TIC en P, y /alfa/ §° = =31,19 (o = 1,013 DMF),

N81f8 _ pypho-tal-Arpp-NA * HCL (XXIX)
Material inicial : 620 mg (0,89 mmoles) de XXIXd.
Método de sintesis : segin el Bjemplo I ge
Purificacidén 3 filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G~15 en 504 AuOHe
Se obtuvieron 385 mg (63%) de XXIX amorfo, secado por congelacidn, con un
contenido de Cl de 5,12%, homogéneo segin la TIC en A y /alfs/ 12)2 u «53,80
(o = 0,715 504 AcOH). ‘

Anélisis de aminodeido 3 Vals 1,05 Pher 1,13 Arg: 1,0

B jomplo XXX 1 N 18 By Phe Val-Arg-t-nitro-2-NA  HCL (xxx)
Cbo-Arg(NO, ) ~1=nitro-2-NA (xxxa)

Material inicial s 3,5 g (10 mmoles) de Cho-Arg (NOZ)—OH ¥ 2,26 g (12 mmoles)
de {-nitro=2-—naftilaeminae

Método de sintesis : segun el Ejemplo Ia~2s

Purfficacién s filtracidén de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 3,85 g (73,1%)de XXXa amorfo, homogéneo segin la TIC en Py
[eita/ ¥ = 11,80 (0 = 1,0; m).

Cbo=TaleAra( NO,, )=1=nitr o~2-NA (xxxD)

Haterial inicial : 950 mg (1,8 mmoles) de XXXa y 825 mg (2,2 mmoles) de Cbow
Val-OpNP.

Método de sintesis : segin el Bjemplo Ihe

Purificacidn s filtrecidn de gel sobre Sephadex (R) LE~20 en MeOHe

Se obtuvieron 0,9 g (80#) de XXXb parcialmente cristalino, homogéneo segin
le TIC en P, y Jelfa/ %2 =4 1,052 (0 = 1,0; DMF)s

- Cho~Phe~Val-Ara(NO, )~1=nitro-2-NA (XxXo)

m——
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Material inicial : 800 mg (1,27 mmoles) de XXXb y 640 mg (1,52 mmoles) de
Cbo=Phe-0pNP.
Método de sintesis 3 segin el Ejemplo Ic.
Purificacién s filtraocidén de gel sobre Sephadex (R) LH=20 en MeCH.
Se obtuvieron 785 mg (79,9 %) de XXX¢ amorfo, homogéneo segin la TIC en P,y
/elfa/ ;2 = <7408 (o = 1,025 DuF), (

N 88 5y pnealgrg (N0, )—ipitrompalih (xxxd)

Material inicial : 680 mg (0,88 mmoles) de XXXb y 260 mg (1,15 mmoles) de

Bz,0.

Método de sintesis s seglin el Ejemplo Id.

Purifiocacidén : filtracidén de gel sobre Sephadex (R) IH=-20 en MeCH.

Se obtuvieron 480 mg (73%) de XXXd amorfo, homogéneo segin la TLC en P 1Y

/elfa/ §4 w 31,42 (0 = 0,95 INF).
N 8'f8 —Bo-Phe-ValmArgi-nitro-2-NAHCL (xxx)

Material inicial : 480 mg (0,65 mmoles) de XXXd.

Método de sintesis 1 segin el Ejemplo Ige

Purificacidn 3 filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G—-15 en 33% AcOH.

Se obtuvieron 268 mg (57%) de XXX amorfo, secado por congelacidém, con un cone

tenido de Cl de 4,80%, homogéneo segin la TIC en A ¥ /a.lfa/ gg ® =30,7% (o =

0,733 50% AcOH).

Ejemplo XXXI : N 818 npPhe-Val-Arawdmnitro=i=NA ® HC1 (XXXT)
Cho—Arg(NOe)-f;-ni‘aroﬂ-NA (XxXx18)

Material inicial : 3,6 g (10moles) de ChowArg(NO,)~CE y 2,26 g (12 mmoles) de

4=nitro=tenaftilaming.
Método de sintesis s seglin el Ejemplo La-2e
Purificacidén ; filtracién de gel sobre Sephadex (R) LH=20 en MeOH.

Se obtuvieron 3,61 g (60%) de XXXa parcialmente oristalino, homogéneo segin
la TIC en "_P1 Yy /e.lfa/ ;2 = ~11,4% (o = 1,013 DMF).

Obo-Val-Arg(NO,)-d-nitro-1-NA (XXXIDb)

Material inicial @ 650 mg (1,23 mmoles) de XXXIa y 550 mg (1,45 mmoles) de
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Método de sintesis : segmin el Bjemplo Ib.
Purificacién : filtracidn de gel sobre Sephadex (R) ILH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 460 mg (604)de XXXIb amorfo, homogéneo segin la TIC en 1’1 ¥y
/eits/ 23 = 4 0,98 (o = 0,55; mF).

Cbo~Phe=Val=Arg(NO, )=4=nitro=1~NA (XxXIo)

Material inicial : 450 mg (0,72 mmoles) de XXXIb y 365 mg (0,86 mmolos) de
Cbo~Phe=0OpNP.
Método de sintesis » segin el Ejemplo Ic.
Purificacién ; filtracidén de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en Meli«
Se obtuvieron 500 mg (904) de XXXIc parcialmente cristalino, homogéneo segin
la TIC en P, y [elfa/ §4 = 6,00 (0 = 1,05 DMF).

N 21£8 _Bo-Phe-al-Arg(NO, )—4-nitro-1-NA (XxxTd)
Material inicial : 490 mg (0,633 mmoles) de XXXIo y 180 mg (0,80 mmoles) de
Bzzoo
Método de sintesis : segin el Ejemplo Id.
Purificacién s filtracidn ds gol sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCH.
Se obtuvieron 400 mg (84,74) de XXXId amorfo, homogéneo segin la TIC en P1 ¥
/alfs/ go = =31,0° (¢ = 1,0; ILF).

N 58 By phe-Val-Arg-d-nitro—i-NA o HC1 (%xxI)

Material iniciel : 380 mg (0,51 mmoles) de XXXId.

lidtodo de sintesis : smegin el Ejemplo Ige

Purificacién ; filtracién de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 50f AoOH.

Se obtuvieron 303 mg (81%) de XXXI emorfo, secado por congslacién, con un
contenido de Cl de 4,7%, homogéneo segin le TIC en A y /alfa/ 52 w w37, T8
(o = 0,745 503 AcCH). '

Anilisis de aminofcido t Vals 1,03 Phe: 1,13 Args 0,9

E jemplo XXXIT 3 N **® 8 pho-Val-lys-piid ¢ HC1 ( XXLI)
N #%8 _poC—1ya( Spsilon-Cho)=piA (XxX1Is)

_Se disolvieron 6,3 g (11,2 mmoles) de § #1f8 _30c-Lys (8psilon Cbo)~CH s DCHA
}
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.en 40 ml de HMPTA seco, recien destilado, s temperatura ambiente, despuds

de lo cual se afladieron 5 g (30,5 mmoles) de p-nitrofenilisocianato en pore
ciones, sgitendo y en atmdsfera exenta de humedad. Después de 24 horas a
temperatura ambiente, se tratd la mezcla de Teaccidn de aceerdo con la des=—
cripeidn del Ejemplo Ias Fueron productos secundarios de la reaccidn la
N,N'-big~p-nitro-fenilcarbamida y la N=p-nitrofenil-N,N'~diciclohexilcarbs
mida, escassmente solubles en MeOH. Se purificd mediente filtracidn de gel
en una columna con Sephadex (R) IH~20, equilibrado con MeOHg
Se obtuvieron 4,17 g (74,5%) de XXXIIa parcialmente oristalino, homogéneo
segin la TIC en P, y /alfa/ §1 =+ 1,7% (o = 1,0; DIfF).

¥ 2% _300-Val-Iys (4psilon-Cbo)-plA (JOXTID)
Se afiadieron 10 ml de Acido triflucracético recien destilado a 2,20 g (4,4
mmoles) de XXXITa en ung atmdsfers exenta de humedad. Después de agitar duw
rante 60 minutos a temperatura smbiente, se vertid la solucién de weaccidn
en 150 ml de éter meco agitando vigorosemente. Estc se tradujo en la preci-
pitacién de CF3COOH'H-I.ys( épsilon-Cbo)~pNA en forms de aceite que endurecid
al enfriarse. Se decantd la fase etérica y se trgtd el precipitado otras 3
veces con 75 ml de éter meco. Despuds de secar en vacio sobre NalOH y P205,
se obtuve la sal de trifluorcacetato del derivedo de lisina con rendimiento
ouantitativo (2,25 g)e
Se disolvieron 2,25 g (4,4 mmoles) de CFyCO0H H~Lys(8psilon=-Cho)=pNA en
10 ml de IMF y se enfriaron a —102 C, Se afiadieron 0,75 ml (5,5 mmoles)
de Et3N para liberar el derivado de aminodcido de su sal de trifluoracetato
y deapués 2,0 g (5,5 mmoles) de BOC-Val-OpNP. Cuando, después de algunas
horas, la solucién de la reaccidén habia adquirido la temperatura ambiente,
volvidé a ser enfriada y fue tamponada con 0,31 ml (2,2 mmoles) de Bt3Ne
Bl tamponado fue repetido otra vez despuds de aproximadamente 2 horas. Des—

pués de un tiempo de reaccidn de 24 horas, se evaporé la soluoidén hagta la

sequedad y en vaclo a cerca de 400 Ce Se tratd el residuo 3 veces con 20

970 .ml de agua destilada y se secod en vacio.



Se disolvid el producto crudo en MeCH y se puriifficéd mediante filtracidn de
gel en una columna con Sephadex (R) ILH~20 equililrado con MeOH. Una frac—
0idn, obtenida del eluado, produjo 2,12 g (80,3%) de XXXIIb, hamogéneo se—
gin la TIC en P, y O, ¥ con /elfa/ §2 = ~1,99 (¢ = 1,05 DUF),

975 BOG—Phe~Val-lys(épsilon-Cho)~piA (XXXIIo)

Material inicial s 0,85 g (1,42 mmoles) de XXXIIb y o,f7 g (2,0 mmoles) de
B 0C~Phe-OpNP.
Método de sintesis : segin el Ejemplo XXXITb,
Purificacidén : filtracidn de gel sobre Sephadex (R) LH~20 en lieOHe

980 Se obtuvieran 0,84 g (79,3%) de XXXIIo amorfo, homogéneo segin la TIC en P,
y /elfa/ 23 = 9,30 (o = 1,02 IuF).

§ 88 5, pheallys (8psilon-Cho)=pliA (xxxrre)

Materisl inicial : 600 mg (0,804 mmoles) de XXXIIo y 280 mg (1,25 nmoles) de
Bz50.
985 Método de sintesis : descarbobutiloxilacidén de XXXIlo, ejecutada de manera
andloga al método del Ejemplo XXXIIb.
Se disolvieron 608 mg de CF,COCH + H-Phe~Val-Iys( épailon=Chbo)=pNA en 10 ml
de IMF y se enfriaron a ~10%, después de 1o cual se afiadisron 113 ml (0,8
mmoles) de Et3N para liberar la sal de la forma péptido amina. Se afiadieron
990 a la solug’ién 280 mg (1,25 mmoles) de Bz,0 a una temperatura de =102 Cs,
d_espués de lo cual fue tamponada y tratada de acuerdo con el Ejemplb XXXIIb.
La filtracién de gel del producto cruio en una columna con Sephadex (R) LH=-20

en MeOH rindié 460 mg segin 1la TIC en P, y C y con /alfa/ 54 = =22,8¢ (o0 =

1
0,995 DiF).

995 N 81f8 5, phe-Val-lys-piA * HO1 (XXXII)

Material inicial : 280 mg (0,373 mmoles) de XXXIId.

Método de sintesis : segin el Ejemplo Ige

Purificacién s filtracidn de gel sobre Sephadex (R) G~15 en 504 AcOH.

Se obtuvieron 172 g (7%%) de XXXII amorfo, secado por congelacién, con un

}
1000 _oontenido de Cl de 5,39, homogéneo segin la TIC en A y /alfa/ §2 36,28
= e ]
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(¢ = 0,673 50% AcOH).

Andlisis de aminodcido s Val: 1,0; Phes 0,95 Lyss 1,1

Log gubgtratos producidos segin los Ejemplos fueron empleados pare la
determinacion de distintas enzimas de acuerdo con lo siguiente 3

El principio de la determinacidén se base en el hecho de que el producto
formado por la hidrdlisis enzimdtice revela un espectro UV que estd entera=—
mente geparado del especirc del substrato. Asf, el substrato segin el Ejem-
plo I N &8lfa _By-Phe~Val=Arg-pNA ° HC1l tiene un méximum de absorcidn en 303
nm ocon un coeficiente de extincidn molar de 12500, La absordién del substra-
to es insignificante en 405 mm. La p-nitroanilina (pNA), qu; se forma en el
substrato durante la hidrdlisis enzimética, tiene un méximum de absorcidn
en 380 mm con un coeficiente de extincidn molaexr de 13200, que en 405 nm ha
gido reducido solamente & 9620

Por consiguiente, midiendo espectrofotométriocamente en 405 nm, es posi-
ble seguir ficilmente el grado de la hidrdlisis enzimatioce proporcional a
la cantidad de p-nitroanilina formada. El excego de substrato presente no
interfiere oon la medicidn en esa longitud de ondas Las circunstancias son
casi idénticas para los substratos restentes de la invencidn; razdn por la
cual las mediciones espectrofotométricas fueron'realizadas todas a 405 nm.

la Treaccidén enzimdtica puede ser representads esquematicamente de la

siguiente manera 3

E+ 8 ES ESt 4 craméforo Py
EZ k4
E & P2
E = enzima

S = gubgtrato
ES = complejo enzima=-substrato

P1 y P2 = productos

1030 k1, Koy k., ¥ k, = constantes de velocidad

3774
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Constante de disociacidén para ES = — =k (constante de Michaelis)

1
si (8) (B) ¥ k4 ky, vale lo siguiente i

=/ (B) - (BS - e —— -
K, ggsg/x(s) (1)

Le velocidad a la cual se forma el crombforo Py : v = ky x (Es)
ky x (E) x (8)

V=
K, * (s)

Cuando todo E estéd enlazado con §, (ES) = (E) y

v=vmaxnk3x(E)--—-----—-——----.--- (3)
Bouacidn de Linewsaver-Burk :
K
1="m x 1 + 1 § mm e e e e = (4)
Vnax ZS’ vma.x

Como es evidente por la ecuacién (2), las constantes K, ¥ ky determinan
la eficiencia del substrato de enzime para una determinada enzims. Para de—
terminer estas constantes, el procedimiento es en principio el siguiente F
se mezclan la enzima y el substrato en una solucidn tampén y se sigue espec—
trofotométricamente la reaccidn durante 5 minutos. Se varis la concentracidn
del substrato (S) mientras que se mantiene comgtante la concentracion de en-
zime (E) de cada substrato. La extincién (0D) es marcada como funcidn del
tiempo. Con la curvs obienida de este modo, la tangents (= diferencia de ex=-
tincién por mina, OD/mine, con la cual puede calcularse la cantidad /umol
formada p-NA/min (v)) indica en el momehto cero la velocidad inicial de la

» 1 . * -
reaccidn, v. Si 3 es mercado contra o] Kn ¥ Vpor (de la scuacidén (4)) son ob

tenidos del diagramas Km ¥y k_:, (= vmax ) pexa la trombina y distintos substra-
tog de enzima estdn indicados en 1la Table 1 y para la tripsime en la Tabla 2.
Los datos referentes a X, ¥y k3 faltan en los casos en losg gque no se han de~

terminado los valores, o ocuando los valores no pudieron calcularse por no

. ca ma a 1
haberse obtenido relacion lineal alguna entre y(—s-)- .

{
t

| Una valoracién aproximada de la relacidén enzime~substrato pare distintos

substratos puede obtenerse comparando la cantidad de p-nitroaniling formada

por min. y por ml a ls misma concentracidn de los substratos. Egto se indica
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en la Table 3 pars la trombinas en la Tabls 4 pars la tripsina, en la Tabla
5 para las enzima Reptilass (R), que es una enzima obtenida de Bothrops atrox
y affn en su accién & la trambinay y en la Tabla 6 para la plasminae

Se obtienen con la trombina condiciones Sptimas para la amidélisis del
substrato segin el Bjemplo I con un pH de 8,2 con una fuerza idnica de 0,13~
0415 ¥ a una temperaturs de 37~402 C,

Lag letras NIH usadas en las Tablas se refieren a las unidades del Na-
tional Institute of Health (Instituto Nacional de Sanidad). La unidad de
tripsina es igual a la hidrdlisis de una /umol de N 28 _togil-srginina—
metiléster clorhidrato (TAME) por minuto a 25% Ce ¥ a un pH{de 8,7 en presen~
cia de 0,01 M iones de calcio y la tripsina fue obtenida de '19, Worthington
Biochemical Corporation, Freehold, NeJe, USAe La plasmina fue obtenida de

AB Kabl, Estocolmo, Suecisy y 1 mg era igual a 3 unidades de oaseina (CU).

Tabla 1o Actividad e la trombina, K, ¥ k3

Substrato gssg;rgzi Cogg;i:;: la K, x 104 k, x 104
(ymol/1) (iTH/n1) m(mol/ L /ol /uine; NIE/ml)
BAPNA 250666 50 3 11
I 194 3-89, 6 0y5 1462 1340
II 2829440 5 0,8 50
VIII 19,3-89,6 0,5 0,55 360
“XII 31,8-106,0 5 3591 110

Table 20 Actividad g la tripsing, Km y k3

Substrato Conoe. del Conce de 1la . K, x 104 ky x 10t
substrzto ‘enzime )
{ pamol/1)  (NIH/m1) ~(mo1/1) ( /\nnol/mim, NIH/m1)
BAPNA 255-666 75 16 8,3
I 19y OmB8, 2 3 0,81 110
II 284294, 0 3 1,01 112
VIII 19,0-88,2 3 0,31 98
pany 31,8-106,0 3 0,89 60
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1090 Tabls 3. Actividad a la trombina.

Substrato Concs del gubge Conces de enzimg p=nitroaniling formge
trato nmmoles por unidades NIH por dz mmoles por mine y
mlL ml por ml
BAPNA 333,0 50,0 1404
1095 I 6446 0,417 640
VI : 6754 " 043
VIII 65,4 " 2,7
X 6644 " 0,5
X 58,2 " 197
1100 X1 65,1 u 0,2
XVIII 66,9 " 5y6
XIX 66,2 " 0,3
XX 67,6 " 0,2
XXI 65,6 " 197
1105 XXII 6557 " 2,0
XXIV 6646 " 0,4
XXv 6644 " 0,6
XXVI 64,7 n 194
XXXTI 69,0 "

0y1
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Labla 4o

Substrato

BAPNA

VI

VIII

XI
XVIII

XX1
XXII
XXIII
XXIV
XXV

XXXII

-39 m

Actividad a la tripsinae

Conoce del subg-
trato rmoles por
ml

333,0
66T
66,2
67,4
6554
66,4
58,2
6551
66,9
6642
67,6
6546
6547
6751
66,6
6644
6447
69,0

Conce de enzima
unidsdes poxr ml

2,08
0,0833

p-nitroanilivve formada
moleg por mine y por
ml

1341

1444
55
642

1450
652
529
6,2

10,9

23,7
259



- 40 ~

414259

Tabla 5¢ Actividad a la Reptilase (R).

Substrato Conoc. del subastrato  Conoe. de enzims p-nitroanilina formada
xlmoles por ml Pnidades por ml  umoles por mine y ml
1135 I 6647 0,5 494
II 66,7 " 3,0
XIII 6647 " 446
xv 6647 " 292

Tabla 6. Actividad g la plasminae

1140 Substratd Conce del substrato  Conce de enzima p-nitroandline formada

nmoles por ml unidades CU por mmoles por mine y ml

ml
I 66,7 0,167 556
v 6642 " 642
VI 6744 " 41
1145 VIII 6554 " 156
IX 6644 " 294
P 58,2 " 2,7
XI 65,1 " 4y 7
XVIIT 6659 ! 593
1150  XIX 66,2 " 251
X 67,6 " 2,1
XX 65,6 " 34
XXII 65,7 " 2,2
XXIIX 6751 " 554
1155 XXIv 6646 " 255
écxv 6644 " 443
XXVI 6447 " 6,2
XXXIT 69,0 " 521
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» Lag Tablas 1 - 6 demuestran olaramente las ventajas del substrato de
enzimas de la invencidén en comparacidn con el substrato de amida antes wsado
para la tripsina (BAPNA). Debido a su mayor sensibilidad, los nuevos subsira=
tos permiten la determinacidén de pequefias cantidades de enzims sin poner en
peligro la exactitud de la determinacidne Desde un punto de vista clinico,
eato es muy importente ya que gimplifics la recogide de muestrasc

La coagulacidén de la sangre es un proceso myy complicado en el cual la
transformacion de fibrindgeno en fibrine es regulado enzimdticamente por la
trombinae Varios de los otros factores de cosgulacidn de la sangre estan re—
lacionados de ls misma menera con la trombina medisnte reacciones. Log subg-
tratos de enzimas de la invencién proporcionan una posibilidad de determina—
oidn de estos factores de coagulaciéne

La determinacién siguiente de la antitrombine se basa gn principio en
el hecho de safladirse en exceso a una muestra de plasma una o.antidad conocida
de trombina. La antitrombina libre en la sangre esti ligada a la trombina
afigdida y la trosbina en exceso es determinada luego mediante el substrato

de enzime, después de lo cual puede calcularse la ocantidad de antitrombina

que reaccions.e

Determinacidn de la antitrombinge

Se desfibrine y centrifugas sangre venosa. luego se toman 0,5 ml de plas—
ma de la misme y se diluyen con 2 ml de una solucidn-tampén de trisimidazole
Luego se inouban 0,1 ml de una solucidn acuosa de trombina (10 NIH = National
Institute of Health (Instituto Nacional de Sanidad)) con 0,25 ml de esta so—
lucidén de plasma durante exactamente 5 minutos a una temperatura de 37 = 409
Ce. A contimuacidn, se afiade 1 ml de una solucidén-tampén precslentada y 0,25
ml de una solucién scuose de subsirato de enzima (1 mg/ml) y se inouba la meze
cls duvante exsctamente 1 minuto s una temperatura de 37 -~ 40% C. Luege se

interrumpe la reaccidn con 0,25 ml de dcido acético concentrado y se lee la

_ extineidn a 405 rm en un espectrofotdmetros
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RETVINDICACTONES

1.~ PROCEDIHIENTO DE OBTENCION DE UN NUEVO SUBSTRATO PARA USO DIAGNOSTZCO
1190 ALTAMENTE SENSIBLE A LA TROMBINA Y OTRAS ENZIMAS PROTEOLITICAS DEL TIFO PEP

TIno PEPTIDOHEDEOLASAS, representado por la formula generals

0 0 0
ﬁ-m-m-g-m-m-g-m-?-é~m-%
Il12 §3 (ﬁﬁg)n
NE
i
&

o sus sales, pudiéndose elegir ﬁl entre hidr8geno, un acilo con 1-12 &tomos
de ¢, un omega~aminoacilo con 1-12 &tomos de C, un ciclohexilearbonilo, un
1195 omega~ciclohexilaoilo, 4~aminometileciclohexilcarbonilo, benzoflo, benzoflo
sustituido por ejemplo con uno o més atomos de haldgeno, grupos metilo, amino
o fenilo, etc., un omega~fenilacilo con 1-6 &tomos de C en la parts de acilo,
donde ol anillo del fenilo puede estar sustltuido; bencensulfonilo, 4~toluen
sulfonilo y N alfa~benzofl~fenilalanilos
1200 ﬁg puede ser elegido entre fenilo, beneilo, 4=~hidroxibencilo, 4=metoxibencilo,
¥ 4~metilbencilos
R3 puede ser elegido entre un alquilo recto, ramificado o ofolico con 3-8
&tomos de C, fenilo o bencilos
n puede ser elegido entre 2,3 ¥y 43
1205 ?4 puede ser elegido entre hidr8geno y guanilos
ﬁ5 puede ser elegido entre fenilo, nitrofenilo, metilnitrofenilo, dinitrofe
nile, naftilo, nitronaftilo, gquinolile y nitroquinililo,
caracterizado por llevarse a efecto un acoplamiento gradual de los aminofci-
dos necesarios con la estructura p8ptido deseads, utilizando métodos de aco~
1210 plamiento y grupos protectores corrientes, acoplindose el grupo cromoférico

& la estructura péptido final o bien al primer aminodcido en ocuestiln, usén

v / dose luego el grupo cromof8rico como grupo protector.
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2%, "PROCEDINIENTO DE OBTENCION DE UN NUEVO SUBSTRATO PARA USO DIAGHOSTICO

ALTAVENTE SENSTBLE A LA TROMBINA Y OTRAS SNZINMAS PROTBOLTTICAS DEL TIPO PEP

1215 TIDO PEPTIDOHIDROLASAS"s o= = = = = = = = - - -

Congta la presente memoria descriptiva de cuarenta y tres folios nume-

rados y mecanografiados en una sola cara.

adrid, 30 ABR, 1973 |

AKTIEBOLAGET BOFORS,

P.p. %
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