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-PATENTE DE DIVENCION

que por 20 años, para España y sus Posesiones, se solicita a favor de 

AKTIEBOLAGET BOFORS de nacionalidad sueca, domiciliada en B¿F0R3 (dueoia), 

Por "PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UN NUEVO SUBSTRATO PARA USO DIAGNOS­

TICO. ALTAMENTE SENSIBLE A LA TROMBINA Y OTRAS ENZIMAS PROTSOLITICAS DEL 

TIPO PEPTIDO PEPTIDOHIDROLASAS". ----------------------------------------

.Memoria descriptiva

La presente invención se refiere a un procedimiento de obtenoión de nue 

vos substratos para uso diagnóstico muy sensibles a las enzimas proteoliticas 

del tipo páptido peptidohidrolasas. Los substratos según la invenoión están 

destinados para la determinación cuantitativa de enzimas olasifioadas y hasta 

5 qui sin olasificar del tipo E.C. 3.4.4*,y especialmente de las que oomponen

los páptidos o proteínas en la cadena de páptidos del lado carboxílioo de la 

arginina o lisina, por ejemplo la trombina, tripsina, plasmina, Reptilasa (R) 

de Pentapharm, Basilea, Suiza, Arvine (R) de Ferring AB, MalmS, Suecia, y la 
- enzima Brinase (R), hasta qui sin olasificar, de AB Astra, Sodertálje,

10 Sueoia. Los substratos, además, pueden ser usados para el estudio de las
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reacciones en las cuales se forman, inhiben o consuman tales enzimas, y tam­

bién para determinar factores que afeotan tales reacciones o participan en 

ellas, por ejemplo para la determinación de proenzimas, activadores, anti­

enzimas e inhibidores*

Para la clasificación de las enzimas se empleó la Nomenclatura de Enzi­

mas recomendada por la Unión Internacional de Bioquímica Elsevier, Amsterdam, 

1965*

Los compuestos (substratos) que han sido usados para la determinación 

cuantitativa de las enzimas anteriormente mencionadas están descritos en la 

obra "Methoden der enzymatisohen Analyse, Tono I, pág. 1023" (publicada por 

Bergmeyer, H.U., Verlag Chemie, 1970). Según la reacción oatalítioa de las 

enzimas proteolíticas que tiene lugar - la reaoción esterolítica o la amido- 

lítica - dichos substratos sintétioos pueden ser divididos, en principio, 

en dos grupos principales : los substratos estérioos y los substratos amídi- 

oos. El grupo más grande de substratos sintéticos usado en el pasado es el de los 

substratos estérioos. Esto es debido al hecho de que los mismos son transfor­

mados muoho mas rápidamente por las péptido peptidohidrolasas que los substrar- 

tos amídioos hasta aquí producidos. Sin embargo, la principal función bioló­

gica de las enzimas clasificadas como péptido peptidohidrolasas es la que re­

sulta evidente por su nombre : la de hidrolizar los enlaoes peptílioos o amí­

dioos, pero no los enlaces estéricos de los substratos naturales. En la lite- 
!

ratera (Blood Clotting Enzymology, paga. 36 y 42-44, publioada por Seegers 

W.E., Acad^aie Press, 1967), se informa de que la relación entre las veloci­

dades de reaoción de las catálisis esterolítica y amidolítica de la trombina 
no es constante en condiciones distintas de reacción. Por esta razón, han si­

do deseables los substratos de amida sintétioos que son muoho más sensibles 

a las enzimas en cuestión y que pueden también ser descompuestos en productos 

mensurables más rápidamente que los hasta aquí oonocidos.

Para el estudio y el seguimiento del curso de reaoción de la hidrólisis 

enzimátioa, los substratos amídioos son particularmente adecuados, ya que



pueden proporcionar :

a) productos cromofóricos fáoiles de medir espectrofotométricamente y que 

tienen máximos de absorción de luz que no coinciden con los de los subs­

tratos amídioos de origen;

45 b) productos fluorescentes que pueden ser medidos mediante espeotrofotometria 

fluorescente;

o) productos que, una vez acoplados con un reactivo adecuado, dan origen a 

productos de acoplamiento que pueden ser medidos fotcmátrioamento de gran 

sensibilidad.

50 Algunos substratos amídioos sintótioos con grupos cromofórioos hidroli-

zables han empezado a ser usados. Los mismos pertenecen en primer lugar a los 

tipos de derivados de mono-aminoáoido-p-nitroanilida N alfa-sin sustituir y 

N alfa-substituidos y de derivados de mono-aminoácido-beta-naftilamida. Entre 

estas substancias, puede mencionarse oorno reactivo para la tripsina (E.C*

55 3.4.4.) el clorhidrato de N alfa-benzoíl-DL-aginina-p-nitroanilida (BAPNA),

asi o orno para las reacciones en las que interviene la tripsina. La hidróli­

sis enzlmátioa de este substrato produce el produoto cromofórico p-nitroani- 

lina que puede fácilmente ser medido espectrofotométrioamente.

Sin embargo, estos substratos amídioos anteriormente conocidos no poseen

60 ni la especificidad ni la sensibilidad deseadas. Este es un importante incon­

veniente, que puede requerir un procedimiento más complicado para la toma de 

muestras porque, entonoes, se neoesitará una considerable oantidad de mate­

rial biológioo. Además, el tiempo de la reacción enzimática es largo y la 

precisión de la determinación de la enzima puede ser poco satisfactoria.

65 Especialmente para la trombina, no existe ningún substrato amidico sin­

tético que funoihne satisfactoriamente. BAPNA, por ejemplo, es usado princi­

palmente para la tripsina, pero no es muy adecuado para la determinación de 

la trombina por tener una sensibilidad baja a dicha enzima y porque no sigue 

las cinéticas de Michaelis-Menten. Los nuevos substratos de tipo amidico se­

gún la invención, muy sensibles a las péptido peptidohidrolasas, están repre-70



-sentados por la siguiente fórmula general :

0 0 0 
R.-NH-CH-C-^-CH-C-HH-CH-C-NH-Re

Rg R3 (CHg)^ ^
NH

75 R4

0 sus sales, pudiendo ser elegido entre hidrógeno, un aoilo oon 1 a 12 

átomos de carbono, un omega-aminoacilo oon 1 a 12 átomos de oarhono, un 

oiolohexilcarbonilo, un onegarciclohexil-acilo, un 4-aminometil-ciclohexil- 

oarbonilo, henzoílo, benzoílo sustituido por ejemplo con uno o más átomos

80 de halógeno, grupos metilo, amino o fenllo etc., un omega-fenll-aoilo con

1 a 6 átomos de cantono en la parte acilo y donde el grupo fenilo puede es­

tar sustituido^ henoen-sulf onilo, 4-toluen-suli'onilo y N  alfa-henzoil-fenil 

alanllo,

Rg ser elegido entre fenilo, bencilo, 4-hidroocihenoilo, 4-metorihenoilo 

85 y 4-metilbenoilo,

R^ ser elegido entre un grupo alquilo recto, ramifioado o eiclioo oon 

3 a 8 átomos de oarhono, fenilo y bencilo, 

n ser elegido entre 2, 3 y 4,

R^ ser elegido entre hidrógeno y guanllo,

90 R^ ser elegido entre fenilo, nitrofenilo, metilnitrofenilo, dinitrofenilo,

naf^ilo, nitronaftilo, quinolilo y nitroquinolilo.

Los nuevos substratos pueden ser producidos por dos distintos métodos 

principales.

1. El primar método se basa en el acoplamiento del grupo oromofórioo oon 

$5 el aminoácido en cuestión, y luego en la construcción gradual de la es­

tructura péptido deseada mediante el gradual acoplamiento de los amino­

ácidos restantes. El grupo oomofórico es usado aquí oorno grupo de bloqueo 

del grupo carboxllo que termina en C del primer aminoácido.

2# El otro método se basa en una construcción gradual de la estruotura péptido 

deseada y en la suoesiva eliminación de loe grupos de bloqueo usados, aoo-100
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piando por fin el grupo cromofórioo a la estructura péptido.

En la síntesis esoalonada de loe derivados péptido, se han usado tales 

métodos de acoplamiento que son bien conocidos y que se usan corrientemente 

en la química de los péptidos. Tales bien conocidos grupos de bloqueo co­

rrientemente usados en la química de los péptidos, como por ejemplo el Cbo 

(carbobenzoxl), MeOCbo (p-metoxicarbobenzoxi)NOgCbo (p-nitrocarbobenzcxj^

MCbo (p-metoxifenilazo-carbobenzoxi), BOC (teroio-butiloxioarborilo), TFA 

(trifluoroaoetilo) o formilo son usados como grupos de bloqueo amino. El 
grupo alfa-carboxilo puede ser activado por transformación en derivados dis­

tintos activados, bien conocidos en la química de los péptidos y usados con 

freouenoia, que pueden ser aislados u originados "in situ", como por ejemplo 

el p-nitrofeniláster, triclorofeniléster, pentaolorofeniléster, N-hldroxisuo- 

oinimidaéster, acida áoida, anhídrido ácido, que pueden ser simétricos o asi­
métricos. También puede ser activado con una carbodiimida oorno la N,3T'-dici 

clohexllcarbodlimida. El grupo oarboxílioo que termina en C en el derivado 

péptido amino o en el derivado aminoáoido puede ser protegido esterifioando, 

por ejemplo, en metll-, etil- o isopropiléster o mediante transformación en 

el derivado de anilina cromofórico, que así trabaja como grujpo de bloqueo 

durante la construcción de la cadena del péptido. Los grupos funcionales li­

bres que no intervienen en la reacción pueden ser protegidos de la siguien­

te manera durante la síntesis de los péptidos o de los derivados de péptidos *

Con el fin de bloquear el grupo arginilo delta-guanido y el grupo lisilo 

ápsilon-amino, pueden usarse los grupos de bloqueo amino corrientemente usa­

dos en la química de los péptidos, como por ejemplo NOg, Tos(p-toluensulfonilo) 

o sólo protanización como protección del grupo guanido,y Cbo (carbobenzoxl),

BOC (tercio-butiloxicarbonilo) o también Tos para el grupo ápsilon-amino. Co­

mo protección del grupo hidraxilo en tirosina, se pueden usar los grupos de 

bloqueo corrientemente usados en la química de los péptidos, oano por ejemplo 

grupos de protección bencílicos y butílicos terciarios.

En la síntesis esoalonada de la estructura péptido, puede realizarse una
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purificación sistemática mediante filtraoión de gel después de oada acopla­

miento de un nuevo aminoáoido. Para dicha filtración de gel, se emplea una 

columna llena de un material adecuado para la filtraoión del gel, por ejem­

plo un gel de dextrana con enlaces transversales del tipo Sephadex (R) C o 

LH de Pharmacia Fine Chemicals, de Uppsala, Sueoia. Otro gel adecuado consis­

te en oopolímeros de acetato de vinilo, por ejemplo del tipo Merckogel (R) 

OR-FVA, de A.G. E.Merck, Darmstadt, Alemania Occidental* El material de gel 

es empleado equilibrado con un adecuado disolvente, realizándose luego una 

elución con el mismo disolvente, por ejemplo metanol, etanol, acetona, di 

metilformamida, dimatilaoetamida, dimetilsulfóxido o triamida hexametilfosfó 

rica.

Se desoribirá más detalladamente la invención en los Ejemplos siguien­

tes, que ilustran la producción de distintos substratos según la invención 

por síntesis esoalonada. Sin embargo, estos ejemplos no limitan el aloanoe 

de la invenolón.

En el análisis cromatográfioo en oapa delgada del eluado y de los pro­

ductos, se usaron placas de vidrio con gel de sílice (F 254 de A.G. E.Iíerok, 

Darmstadt, Alemania Occidental) como medio de absorción. Para el desarrollo 

de los oromatogramas en capa delgada, se usaron los sistemas disolventes si­

guientes ,

A : n-butanol:ácido acético,agua (3,1,1)

C , n-propanol,acetato de etilo,agua (7,1,2)

D , n-heptano,n-butanol,ácido acético (3,2,1)

P^, cloroformo,metanol (9,1 )

Después de crcmatografiar la oapa delgada, se revelaron las plaoas pri­

mero en luz UV (254 nm) y luego con la reaoción de cloro/toluidina (ref., G. 

Pataki, Dünnsohichtchromatographie in der Aminosaure und Peptid-Chemie, Walter 

de Grcyter &  Co., Berlín, 1966, pág. 125) ocmo método de revelado.

A  menos que se diga otra cosa, todos los aminoácidos usados tienen la 

configuración en L y las abreviaturas tienen los significados siguientes ,
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Arg - arginina Phe - fenilalanina
lie - isoleucina Tyr - tiroaina
Leu - leuolna Val - valina
Iys - lisina C-Ph.G3y - C-fenilglicina
Otras abreviaturas usadas en los Ejemplos ;
Ac
AogO

AoCB

BOC

Bz

Bzl

BzgO

Cbo

DCCI
DCHA
DCU
DMF
Et^N

HMPTA
MCbo
MeOH
NA
OtBu

QBt

acótilo

anhídrido acético

áoido acético

tercio-butiloxicarbonilo

henzoilo

bencilo

anhídrido benzoico 

carbobenzoxi

dioiolohexilcarbodiimida

diciclohexilamina

dioiclohexiloarbamida

dimetilformamida

trietilamina

N, N, N', N', N", N" -hexametilfosfórica triamida

p-metoxifenilazocarbobenzoxi

metanol

naftilamina

torcí o-butilcod.

etilcoci

CMe

OpNP
OisoiPr

]#A

TFA

Tos

matiloxi

p-nitrofenoxi

iso-rropiloxi

p-nitroanilida

trifluoroacetilo

p-toluensulfonilo
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TLC - cromatografía en oapa delgada

Los geles Sephadex (R) G-15 y G-25 usados para la filtración del gel 

son ambos geles de dextrana con enlaoes transversales y oon distintos graf­

ios de enlaces transversales de Pharmacia Fine Chemicals? de Uppsala? Suecia# 

El gel Sephadex (R) LB-20 es un gel de dextrana con enlaces transversales 

hidroxipropilado de Pharmacia Fine Chemicals? de Uppsala? Sueoiaj 

Ejemplo I : - Bz - Phe - Val - Ar* - pNA . HC1 (i)

Ejemplo I a : Cbo - ArgÍNO?) - pMA (la)

1) Se disolvieron 35*3 g (0?1 mol) de Cbo - ArgílK^-CE seco en 20C mi de 

HUTA seco recien destilado a temperatura ambiente? después de lo cual 

se añadieron agitando y en condiciones libres de humedad 10? 1 g (0?1 

mol) de EtgN y 24?6 g (0?15 mol) de p-nitrofenilisooianato. Después de 

un tiempo de reacción de 24 horas a temperatura ambiente? se vertió la 

mezola de reacción? agitando? en una solución (2 litros) de bicarbonato 

sódico al 2%. Se filtró y lavó 3 veces el precipitado oon 0?5 litros de 

solución de bicarbonato sódico al 2%? 2 veces con 0?2 litros de agua

) destilada y después 2 veoes con 0?5 litros de ácido clorhídrico 0?5 N 

y? por fin? 5 veces con 0?2 litros de agua destilada* El producto cru­

do y secado fue extraído con metanol caliente? disolviéndose de este 

modo el producto deseado y algunos productos secundarios adicionales. 

El residuo insoluble? consistente en N?N'-bis p-nitrofenilcarbamida? 

fue separado por filtración y el filtrado fue purificado en una oolum- 

na que contenía Sephadex (R) LH-20? equilibrado con MeCB.

29*8 g (63*0%) de la? p.f. I85- 188S C., homogéneos según la TLC en P, 

y C

2) 35?3 (0?1 mmol) de Cbo-^4rg(N0g)-CH (seco) fueron disueltos en 600 mi de

tetrahidrofurano * DMF (1:1). Se añadieron 10,1 g (0?1 mol) de Et^N? 

después de lo cual se enfrió la solución a -10S C. en condiciones libres

de humedad. Se añadieron 13?7 g (0?1 mol) de cloroformato de isobutil.

y /alfa/^ - -1?3° (o - 1 ?1 ; AoOH).
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disueltos en 50 mi de tetrahidrofurano, gota a gota, a la mazóla enfriada 

durante un período de 10 minutos y, después de otro intervalo de 10 minu­

tos, se añadieron 16,4 g (0 ,1 mol) de p-nitroanilina* Después de alcanzar 

la temperatura ambiente, se dejó reposar la solución de la reacción duran- 

225 te 24 horas. Luego, se destiló en vacio el disolvente de la mesóla de reac­

ción, se digirió 3-5 veoes, cada vez con agua destilada, 5% ¿o bicarbonato 

de sodio, y agua destilada, después de lo cual se destiló en vacío el resi­

duo.

Purificación ; doble recristalización en HeOH. El licor madre fue filtrado 

230 con gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCE.

23,0 g (48,%) de la con los mismos datos físicos del Ejemplo anterior.

3) Se disolvió en BMF una cantidad de 35*3 g (0,1 mol) de Cbo - ArgfNOg) —  OH, 

se enfrió la solución a -10" C., después de lo cual se añadieron 20,6 g 

(0,1 mol) de DCCI y 1 6 ,4 g (0,1 mol) de p-nitroanilina. Después de un tiem- 

235 po de reacción de 24 horas a temperatura ambiente, se evaporó la soluoión 

de la reaooión hasta la sequedad y se digirió 3-5 veces, cada vez oon agua 

destilada, soluoión de bicarbonato sódico al 5%, agua destilada, 0,5 N HC1 

y agua destilada. El residuo fue secado en vacío.

Purificación * filtración con gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCH.

240 14,7 g (34,0%) de la oon un p.f. 186- 188" C., homogéneo según la TLC en P

y C y /alfa/ ̂  - -1,38" (o * 1,0; AoOH). ^

Ejemplo I b * Cbo - Val - ArxfNQj - TÍÑA (Ib) '

A 20,6 g (43,5 mmoles) de la se añadieron 110 mi de AoOH y 110 mi de 4N HBr 

en AoOH en condiciones libres de humedad. Se agitó la mezcla a temperatura 

245 ambiente durante 60 minutos, después de lo cual fue vertida lentamente en 

750 mi de éter seoo, agitándose vigorosamente todo ello y obteniéndose la 

precipitación de 1,5 HBr . H-Arg(NOg)-pNA. Se decantó la fase etérioa, se 

lavó ulteriormente 4 veoes el precipitado oon 250 mi de éter seoo para eli­

minar el bromuro de benoilo que se había formado y el exceso de HBr y AoOH. 

Después de seoar en vacío sobre PgO^ el brcmhidrato del derivado de amino25O
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áoido fue obtenido con un rendimiento cuantitativo de 20,0 g.

20,0 g (43*5 mmoles) de 1,5 HBr.H-Arg^Og^pNA fueron disueltos en 150 

mi de DMF y enfriados a 10" C. 6,60 g (6$,2 mmoles) de Et^N fueron 

para liberar H-Arg(NOg)pNA de la sal de bromhidrato. El Et^N.HBr formado fue 

2^  filtrado y al filtrado, enfriado a —10", se añadieron 20,3 g (54*3 mmoles) 

de Cbo—?al—OpHP. Una vez que la solución de la reaooión, después de varias 

horas, había adquirido la temperatura ambiente, fue enfriada nuevamente y 

tamponada oon 2,2 g (21,7 mmoles) de Et^N. Se repitió una vez más después 

de aproximadamente 3 horas el procedimiento de t acaponado. Después de un tiem- 

260 po total de reaooión de aproximadamente 24 horas, se secó la mezcla de reao­

oión en vacio a 40" C. El residuo fue digerido 3 veces oon 100 mi de agua 

destilada, después de lo cual fue secado en 3 veoea con 100 mi de agua des­

tilada, secándose a continuación en vacio.

Purificación : recristalizaoión del material crudo, 2 veces, en MeOH propor- 

265 cionó 12,4 g (50%) de substancia pura. El licor madre fue purificado mediante 

filtración de gel en una columna con Sephadex (R) LH-20 equilibrado con MeOH. 

Del eluado, se obtuvo una fracción que proporcionó otros 10,8 g de substancia 

pura.
Ejemplo l o :  Cbo - Phe - Tal - AraflíOo) - PÍNA (I o)

270 Material inioial ! 28,6 g (50 mmoles) de I b y 31*5 g (75 mmoles) de Cbo- 

Phe-OpNP.

Método de síntesis * según el Ejemplo I b.

Purificación * reoristalización del material crudo efectuada 3 veces en MeOE 

proporcioné 14*4 g de substancia pura según la TIO en P^. El licor madre fue 

275 purificado mediante filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH y se 

obtuvieron 19*6 g de substancia pura según TLC en P^.

Se obtuvieron 34*0 g (94*4%) de I o de p.f. 219*5-222" C., homogéneos según 

TLC en P^ y /alfa/ jp - - 1 7,1a (o-1 *0; DMF-AcOH; 99*1).

Ejemplo I d : ijalfa - Bz - Phe - Tal - Arg(N0^)-CMe (I d)

280 Material inioial * 30,7 (50 mmoles) da Cbo-Phe^Val-Arg (iK^-OMe y 16,0 g
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(75 inmoles) de BZgO.

Método de síntesis : se realizó la descarbobenzoxilación de Cbo-Phe-Tal- 

Arg(NOg)-CMe de la misma manera descrita en el Ejemplo I b.

Se disolvieron 30,0 (50 mmoles) de 1,5 HBr.H-Phe 7al-Arg(NOg)Ome en 350 mi 

285 de DMF y se enfriaron a -10, después de lo cual se añadieron 7,6 (75 mmoles) 

de Et^N. Se agitó la solución en condiciones de ausenoia de humedad durante 

1 hora, después de cuyo tiempo se separó por filtraoión el Et^N.HBr formado# 

Se enfrió el filtrado a -109 C. y se añadieron 16,0 (7 5 mmoles) de BZg# Des­

pués de un tiempo de reacción de aproximadamente 3 horas, cuando la soluoión 

290 había temado la temperatura ambiente, fue vuelta a enfriar y fue tamponada 

con 2,3 g (25 mmoles) de Et^N. Se repitió una vez más el tamponamiento des­

pués de aproximadamente 3 horas. Después de un tiempo de reacción total de 

aproximadamente 24 horas, se evaporó en vacío la solución. Se digirió el re­

siduo y se seoó por el procedimiento desorito en el Ejemplo I b.

295 Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LE-20 en iíeCH.

Se obtuvieron 26,0 g (88,9% de I d de un p.f. de 138-141" C., homogéneos se­

gún la TLC en P^ y D y /alfa/ ̂ 4 . -39,8" (o - 1; MeOg).

Ejemplo I e : yalfa - Bz - Phe - Val - ArgfNOo) - OH (I e)

Se disolvieron 11,7 g (20 mmoles) de I d en 200 mi de EtOH al 50% y 200 mi 

300 de 1N KOH/EtCH al 95%* Después de agitar durante 75 minutos a temperatura 
ambiente, se hizo pasar COg gaseoso por la soluoión hasta que alcanzó un pH 

de 7* Se evaporó la soluoión en vacío hasta un volumen de aproximadamente 

25 mi y luego se diluyó con HgO hasta un volumen total de 5Q0 mi. Se extrajo 

4 veces la soluoión con EtOAo, después de lo cual se acidificó la fase acuo- 

305 sa con 1N HC1 hasta un pH de 2,8. El acido de benzoíl-tripéptido liberado 

que se separó por precipitación durante la acidificación fue separado por 

filtración y lavado muchas veces con agua destilada. La substancia fue seoada 

en vacio.

Purificación t doble reoristalización en MeCH. El licor madre fue pdrificado 

por filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.310
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Se obtuvieron 10,1 g (88,%) de I e en forma amorfa, con un peso equivalente 
555; 7 y homogéneos según la TLC en A y C.
Ejemplo I f ; - Bz - Phe - Val - ArKÍNOJ - PEA (i f)

1) Material inicial * 7; 2 g (10 mmoles) de I c y 3;4 g (15 mmoles) de Bz^O. 
Método de síntesis : según el Ejemplo I d.

Purificación ; filtración de gol sobre Sephadex (R) LR-20 en Mein.

Se obtuvieron 5; 2 g (75;%) de I f de un p.f. 236—237^ C., homogéneos 

según la T M  en P^ y D y /alfa/ ̂  - -23;0S (o - 1; DMF).

2) Material inicial ; 5;7 g (10 mmoles) de I e y 2,46 g (1 5 mmoles) de p- 
nitrofenilisocianato.

Método de síntesis ; según el Ejemplo I a —  1.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCB.

Se obtuvieron 5,3 g (75;5 %) de I f de un p.f. 235-2379 C., honogéneos 

según TLC en y D y /alfa/ ^  - -22,5" (o - 1; IMF).

Ejemplo I g ; Bz - Phe - Val - Ara - oNA . HC1 (i)

Se pusieron en el recipiente de reacción de un aparato Sakaklbara 345 mg 

(0,5 mmoles). Se condensaron en el recipiente 5 mi le fluoruro de hidrógeno 

seco. Después de agitar durante un tiempo de reacción de 1 hora a una tem­

peratura de 0c C., el grupo nitro que protege la función guanidina se había 

separado. Entonces, se destiló en vacío el fluoruro de hidrógeno y se disol­

vió en DMF el residuo seoo. Para transferir el derivado de fluoruro de hidró­

geno del péptido a su sal de clorhidrato, se aSadieron a la solución IMF 

0,25 mi de HC1 concentrado. Se evaporó en vacío la solución hasta la seque­

dad. El procedimiento de conversión fue repetido una vez más. El residuo 

fue disuelto en 33% lo AcCH.

Purificación ; filtración de gel sobre Sephadex (R) 5-15 en 3 %  AcOH.

Se obtuvieron 275 mg (60,7 %) de I después de secar por congelación en for­

ma de polvo amorfo con un contenido de C1 de 5; 12 %, homogéneo según la TLC 

en A y /alfa/ 23 - -43; 5° (° * 0,6% 50 % AoCH).

Análisis de aminoácido ; Val; 1,0; phe; 1,2; Arg: 0,99.
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N -  3-fenilproplonil -  Phe -  Val — ArafNOM) -  OMe (H a)

M aterial in ic ia l , 30,7 g (50 mmolea de Cbo-Phe-Val-Arg^NOg) -  CMe y 16,3 g 
(60 mmolea) de 3-fenilpropionil-0p¡NP.
Método de síntesis , según el Ejemplo I b.

Purificación , filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.25,2 g 

(82,5 %) de Ha, homogéneos según la TLC en P^ y C fue lo que se obtuvo.
N*lfa -  3 fenilpropionil - Phe - Val -  ArcÍNOJ - OH (iib) 

Material inicial i 7,1 g (11,5 mmolea) de Ha .

Método de síntesis , según el Ejemplo I e.

Purificación , filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LB-20 en MeOH.

Se obtuvieron 6,5 g (93,7%) de 11b oon p.e. 584,1 honogéneos según la TLC 

en A y C /alfa/ ̂  ^ -9,3" (o * 1,0! MeOH).

N - 3-fenilpropionil - Phe - Val ArgfNO.) PNA (11c)

Material inicial , 3 g (5 mmoles) de 11b y 1,23 (7,5 mmolea) de p-nitrofenil 

isoeianato.

Método de síntesis , según el Ejemplo I a - 1.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LB-20 en MeOH.

Se obtuvieron 2,65 g (66,3%) de II o, homogéneos según la TIO en P^.

N - 3-fenilpropionil - Phe - Val - Are - nHA . HC1 (il)

Material inicial , 179 mg (0,25 mmoles) de H  o.

Método de síntesis * según el Ejemplo I g.

Purifioaoión , filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33% AoOH.

45 mg (26,%) de II fueron obtenidos después de secar por congelación en for­

ma amorfa oon un oontenido de C1 del 4,91 %, homogéneos aegtin la TLC en A y 

/alfa/ . -36,7 " ( o - 0,71! 50 % en AoOH).
Análisis de aminoácido t Val, 1,0! Phe, 1,1! Arg, 0,99.

H - Phe - Val - Arg - uNA . 2 HC1 (III)

3 3

Material inioial , 198 mg (0,28 mmoles) de I o. 

Método de síntesis , según el Ejemplo I g.
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Purificación , filtraoión de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % AoOS.

Se obtuvieron 170 mg (61,0 %) de III amorfo, secado por congelaoión, de ^  

contenido de C1 del 11,37%; homogéneo según la TLC en A y /alfa/ jp - -36,3" 
(. . 0,61; 50 % AoOH).

Análisis de aminoácido : Val, 1,0; Phe, 0,95; Arg, 1 ,0.

Ejemplo IV , H - Phe - Phe - Val - Arg - pNA * 2 HC1 (IV)

Cbo - Phe - Val - ArcfNO.) - hNA (IVa)

Material inioial , 335 mg (0,46 mmoles) de I o y 317 mg (0,75 minóles) de 
Cbo - Phe - OpNP.

Método de síntesis , según el Ejemplo I b.

Purificaoión , filtración de gel sobre Sephadex (R) LE-20 en DMF.

Se obtuvieron 282 mg (70 ,0 %) de IV a con un p.f. de 201 - 204" C., homogé­

neas según la TIO en P^ y /alfa/ ̂ 5 . - 1 ,02a (o - 0,98; BMP).

H - Phe - Phe - Val - Ara - hNA * HC1 (IV)
Material inioial , 92,$ mg (0,107 mmoles) de IV a.
Método de síntesis , según el Ejemplo I g.
Purificaoión , filtración de gel sobre Sephadex (R) G-25 an 50 % AoOH.

Se obtuvieron 59,5 mg (73,1 %) de IV amorfo, secado por congelación, con un 

oontenido de C1 del 9,18%, homogéneos según la TLC en A y /alfa/ jp * -19,7 a 

( o -0,76; 5 0 %  AoOH).

Análisis de aminoácido , Val, 1,0; Phe, 2,2; Arg, P,98.

Ejemplo V , p - Me - Bz - Phe - Val - Arg - pNí * HC1 (v)

-B-- Me - Bz - Phe - Val - Arg(NO^) - nNA (v a)
Material inioial , 155 mg (0,21ó mmoles) de I o y 83,2 mg (0,324 mmoles) de 
p-Me—Bz—OpNP, p.f. 169 — 172a.

Método de síntesis , según el Ejemplo I b.

Purificación , filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 69,5 mg (45 %) de Va amorfo, homogéneo, según la TLC en P v
1 ^

/alfa/ ̂  - -26 ,1 a (o . o,69} BMP).

P_- Me - Bz - Phe - Val - Ara: - pNA * HC1 (7 )
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Material inicial : 68,98 mg (0,0965 mmolea) de V a.
Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) G- 1 5  en 33 % AoOB.

44,5 mg (66 %) de V amorfo, secado por congelación, oon un contenido de C1 

de 5,01 %, homogéneos según la TLC en A y /alfa/ ̂  - -40,8c (c - 0,70; 50 % 

AoOH) fue lo que se obtuvo#

Análisis de aminoáoido , Val: 1 ,0; Phe: 1,0; Arg: 1 ,0.

Ejemplo VI : N - Ao - Phe - Val - Arg - pNA * HC1 (vi)

N.^  - Ao - Phe - Val - ArgÍNOj - pNA (vi .)

Material inicial ; 233 mg (0,33 mmoles) de I o y 41 mg (0,40 mmolea) de AOgO. 

Método de síntesis : según el Ejemplo I d.

Purificación * filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 118 mg (66 %) amorfos de VI a, homogéneos según la TLC en P
1

y /alfa/ ̂  - -3,6o (. - 1,16; DMF).
y  alfa - Ao - Phe - Val - Ara - nKA * HC1 (vi)

Material inicial : 116 mg (0 ,18 5 mmoles) de VI a.

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) G—15 en 20 % AoOB.

Se obtuvieron 90 mg (79 %) de VI amorfo, seoado por congelación, con un con­

tenido del 5:59 %, homogéneos según la TLC en A y /alfa/ ̂  - -2 1,Os) c - 0,62; 
50 % AoOR).

Análisis de aminoáoido : Val: 1,0; Phe: 1,2; Arg: 1 ,1 .

Ejemplo VII : - n-octanoíl-Phe-Val-Arg-pNA * HC1 (vil)
íjalfA - n-ootanoíl-Phe-Val-ArcfNO-)-rNA (Vlla)

Material inicial : 207 mg (0,288 mmoles) de I c y 109 mg (0,41 mmoles) de 

áster p-nitrofenílico de ácido oaprílioo. (

Método de síntesis : según el Ejanplo I b.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH 20 en MeOH.

Se obtuvieron 172 mg (84 % de VII a amorfo, homogéneo según la TLC en P y
1

/alfa/ ̂  -  -6,6a ( .  -  0,5; DMF).
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N - n-ootanoí1-Phe-Val-Arg-nNA * HCI

Material inicial : 129,4 mg (0,182 mmolea) de Vlla.

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH y Sephadex

(R) G-15 en 33 % AoOH.

Se obtuvieron 109 mg (85 %) de VII amorfo, secado por congelación, oon un 

contenido de C1 de 4)96 %, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ̂  - "29)50 

(o - 0,7; 50 % AoOH).

Análisis de aminoácido : Val: 1,2; Phe: 1,0; Arg) 0,95*

Ejemplo V I H  ) N - oiclohexiloarbonil - Phe - Val - Ara - nHA * HCI (VIII) 

) N ^^-oiolohexiloarbonil-Phe-Val-Arg (NO^)-^!^ (Villa)

Material inicial * 233 mg (0,33 mmolea) de lo y 100 mg (0,40 mmolea) de 

ácido ciolohexiloarboxílico - p-nitrofeniléster.

Método de sinteaia : según el Ejemplo Ib#

Purificación ! filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCE.

Se obtuvieron 117 mg (aprox. 50%) de Villa amorfo, homogéneo según la TLC en 

P^ y /alfa/ ̂  - -10,9" (o - 0,23; DMF).

N &lfa -oiolohexilcarbonil-Phe-Val—Arg-nHA * HCI (VIII)

Material inicial : 48)02 mg (0,069 mmolea) de Villa#

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 50% AoOH#

Se obtuvieron 33)7 mg (71 %) de VIII amorfo, secado por congelación, con 

un contenido de oloro de 5)11 %, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ̂  - 

-32,8c (o - 0,68; 50 % AoOH).

Análisis de aminoácido : Val) 1,0; Phe: 1,3; Arg: 1,0.

Ejemplo IX t N *3^* - Toa-Phe-Val-ArH-nNA * HCI (IX)

N -  Tos-Phe-Val-Arxí NO^) -nNA (IX a)

Material inicial : 360 mg (0,5 mmolea) de I c y 180 mg (0,95 mmoles) de 

p-toluensulfocloruro.

Método de síntesis : se disolvieron 360 mg de lo en 1 mi de AoOH y 1 mi de
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AoOH y 1 mi de 5,6 NHBr/AoOH en una atmósfera sin humedad y se agitaron 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Se añadió luego gota a gota la maz­

óla de reacción a éter destilado, agitando vigorosamente, obteniéndose la 

precipitación de 350 mg de 1,5 HBr.H-Phe-Val-Arg (NOg)-piNA. Se deoantó la 

fase etérica y se lavó 3 veoes más oon éter el precipitado. Después de se­

car en vacio sobre PgO^, se obtuvo oon rendimiento cuantitativo la sal de 

HBr del derivado aminoácido. El derivado HBr fue di suelto en 4 mi de BMP.

Se enfrió a -10" la soluoión y se añadieron 75 mg (0,75 mmoles) de Et^N 

para liberar H-Phe-V al-Arg (NOg)-pNA de la sal bromhídrioa. El tiempo de 

r a c i ó n  fu. d. 1 h.,. .n uu. libr. d. S. filt. 6  .1

HBr y se enfrió a - 10e C. el filtrado. Se añadieran 190 mg de p-toluensulfo 

cloruro y se dejó adquirir lentamente la temperatura ambiente a la soluoión, 

después de lo cual, unas 3 horas más tarde, fue enfriada a -10S c . y tampo- 
nada oon 25 mg (0,25 mmoles) de Et^N. Unas 2-3 horas más tarde, se repitió 

una vez más el procedimiento de tamponado. Después de aproximadamente 24 ho­

ras de tiempo de reaooión, se envaporó la soluoión hasta la sequedad a 40"

C. en vacio. Se trató 3 veoes el residuo oon agua destilada y se secó en 

vacio. Se disolvió el residuo en MeCH y se purificó.

Purificación t filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieren 135 mg (36,5 %) de IXa amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y 

/alfq/ ̂  ^ (c - 1,0; DMF).

N *1^* -Tos-Phe-Val-Ara-hNA * HC1 (IX)

Material inicial : 8 1,4 3 mg (0 ,11 mmoles) de IXa.

Método de síntesis 1 según el Ejemplo Ig.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 20 % de AoOH.

Se obtuvieron 63 mg (78,4 %) de IX amorfo, seoado por congelación, con un

contenido de C1 de 4,79 %, homogéneo según la TLC en A, y /jilfa/ ̂ 3 - O
¡

(o - 0,73; 50 % AoOH).

Análisis de aminoácido t Val! 1,0; Phe: 1,2; Arg! 1,0.

Ejemplo X ! N -p-amino-Bz-Phe-Val-Arg-pNA . 2 HC1 (x)
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Cbo-u-amino-Bz-Phe-Val-Arg (NO^)-'oNA (Xa)

Material inioial : 233 mg (0,33 mmoles) de le y 170 mg (0,44 mmoles) de 

Cbo-p-amino-Ba-OpKP, p.fo 169-172".

Método de síntesis : según el Ejemplo Ib.

Purifioaoión : filtraoión de gol sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 55 mg (20%) de Xa amorfo, homogéneo según la TLC en y 

/alfa/ ̂ 3 - -30,2" (o - 0,53: DMF).

N -n-amino^Bz-Phe-Val-Arg-nNA * 2 HC1 (x)
Material inioial t 46,81 mg (0,056 mmoles) de Xa.

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purifioaoión i filtración de gel sobre Sephadex (R) G- 1 5  en 20 % AoOH.

Se obtuvieron 15 mg (37 %) de X amorfo, seoado por oongelaoión, oon un oon- 

tenido de C1 de 9,42 %, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ jp - *-46,7°

( o - 0,74: 59 % AoOH).

Análisis de aminoácido : Val: 1,0; Phe: 1,0; Arg: 0,95*

Ejemplo XI : N -6-aminohexanoíl-Phe-Val-Ar^-uNA*2 HC1 (Xl)

Cbo-6-aminohexanoíl-Phe-V al-Arg( NO^) -pNA (Xla)

Material inioial : 360 mg (0,5 mmoles) de lo y 290 mg (0,75 mmoles) de 

Cbo-6-ácido aminocaprónico-p-nitrofeniléster.

Método de síntesis t según el Ejemplo Ib.

Purifioaoión : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 398 mg (95,5 %) de Xla amorfo, homogéneo según la TLC y 

/alfa/ ̂  - -5,7° (o - 1,1, BMF).

N  -6-Miinoheranoí 1-Phe-Val-Ar^-nNA*2 HC1 (XI)

Material inicial t 300 mg (0,361 mmoles) de Xla.

Método de síntesis : según el Ejemplo Ig.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33 % AoOH.

Se obtuvieron 127 mg (48 %) de XI amorfo, seoado por congelación, de un 

contenido de cloro de 9,68 %, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ , 

-32,0 (c - 0,72; 50 % AoOH).
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Análisis de aminoáoido : Val: 1 ,0; Phe: 1,1; Arg, -),ô

Ejemplo XII , H-Phe^Leu-Ar^pNA*2 HC1 ^  ^

Cbo-IeurArg(NOg)-pNA ( ^ 1 .)

Material inicial : 5 S (10,6 mmoles) de la y 4,92 g (1 2 ,7 mmole.Ü. Cbo- 
525 Leu-OpNP).

Método de síntesis : según el Ejemplo Ib.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) i¡g-20 en MeCH.

Se obtuvieron 6 ,1 g (98 %) de Xlla amorfo, homogéneo según la TLC en P
1 "

/alfa/ jj5 . -33,5c (o - 1,0; MeOH).

530 Cbo-Phe-Leu-Arg( NO^) -pNA (XHb)

Material inicial t 3,6 g (6,5 mmoles) de Xlla y 3,27 g (7 ,8  mmoles) de 
Cbo-Phe-OpNP.

Método de síntesis : según el Ejemplo Ib.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOEt

535 Se obtuvieron 2,95 g (ó9,0 %) de Xllb amorfo, homogéneo según la TLC en P y
1

/alfa/ . -6,2c (o - 1,0; BMF).
H-Phe-Leu-Arg-nNA * 2 HCl (XII)

Material inicial : 124,9 mg (0,17 mmoles) de XITb.

Método de síntesis : según el Ejemplo Ig.

540 Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % de AoQH.

Se obtuvieron 65 mg (61 %) de XII amorfo, secado por congelación, de un con­
tenido de C1 de 11,15 %, homogéneo según TLC en A y /alfa/ ̂  * **24:4" (o - 

0,63; 50%AoOH).

Análisis de aminoáoido * Leu: 1 ,0; Phe: 1,1; Arg: 1,0.

545 Ejemplo XIII : N -Bz-Phe-Leu-Ara-hNA'HCl (XIII)
N slfa ̂ B¡¡^p^^,Leu-Ar^(NO^)—nNA (XHIa)

Material inicial : 734 mg (1 mmol) de Xllh y 2?2 mg (1,2 mmoles) de BzgO. 
Método de síntesis : según el Ejemplo Id.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 ¿n MeCH.!
550 Se obtuvieron 589 mg (84 %) de XlIIa de un p.f. 196-197" C., homogéneo según
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la TLC P^ y D y /alfa/ ^  - -19,1" (o - 1,01; IMF)* 
N _ B z-Phe-Leu-Ar^-pNA * HC1 (XIII)

Material inicial : 198,5 mg (0,282 mmoles) de XlIIa.

Método de síntesis ; según el Ejemplo I g.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % AoOH.

Se obtuvieron 188 mg (96 %) de XIII amorfo, seoado por congelación, con

un oontenido de C1 de 4,96 %, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ̂  -
-.38,30 (o - 0,69! 50 % AcOR).
¡ ,Análisis de aminoácido : Leu: 1,0; Phe: 1,0; Arg: 1,0.

Ejemplo XIV : H-Phe-Ile-Arg-^m * 2 HC1 (XIV)

Cbo-Ile-Arg( N0^)-nNA (XlVa)

Material inioial : 1 g (2,1 mmoles) de la y 0,98 g (2,46 mmoles) de

Cbo-Ile-OpNP.

Método de síntesis : según el Ejemplo I b.

Purificación t filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOE.

Se obtuvieron 1,12 g (91 %) de XlVa de un p.f. 195**202" C., homogéneo se­

gún la TLC en P^ y /alfa/ 25 - 4. 2,80 (o - 1,0; DMF).

Cbo-Ph*-Ile-Ara( NO^) -oNA (XlVb)

Material inicial : 0 ,8 g (1 ,3 6 mmoles) de XlVa y 0,69 g (1:63 mmoles) de

Cbo-Phe-OpNP.
Método de síntesis : según el Ejemplo Ib.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCS.

Se obtuvieron 445 Mg (41 %) de XlVb de un p.f. 219-222", homogéneo según 

la TLC en y /alfa/ ̂  . -7 ,1c (. . 1 , mm*).

R-Phe-Ile-Ar^nHA * HC1 (XIV)

Material inioial : 166,43 mg (0,226 mmoles) de XlVb.

Método de síntensis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % AoOH.

Se obtuvieron 95:3 mg (67 %) de XIV amorfo, secado por congelación, con 

un contenido de C1 de 11,17 %, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ -



^32,OB (c - 0,63; $0 % AoOH).

Análisis de aminoácido : lie; 1,0; Phe; 1 ,1 ; Arg; 1,0. 

Ejemplo XV ; N -Bz-Phe-Ile-Arg-hNA * HC1

(XVa)

(XV)
-Bz-Phe-Ile-Ar^ NO^) -oNA

585 Material inicial : 250 mg (0,34 mmoles) de XlVb y $2 mg (0 ,4 mmoles) de

BZgO.

Método de síntesis : según el Ejemplo I d.

Purificación ; filtraoión de gel sobre Saphadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 210 mg (88 %) de XVa oon un p.f. de 244-245" C., hoaogéneo 

590 según la TLC en P^ y /alfa/ ̂  - -22,3 (o - 1; DMF).

Material inioial ; 182,7 mg (0,26 mmoles) de XVa.

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación ; filtración de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % AoOH.

595 Se obtuvieron 176,9 mg (97 %) de XV amorfo, seoado por congelación, de un 

oontenido de C1 de 4;98%, homogéneo según la TLC en A y/alfa/ j*4 - -41,5" 

(o - 0,69; 5Q% AoOH).

Análisis de aminoácido ; lie; 1,0; Phe; 1,1; Arg; 1 ,1 .

Ejemplo XVI t H-Phe-Phe-Arc-nNA * 2 HC1 (XVI)

600 Cbo-Phe-Ar^ N0^)-hNA (XVIa)

Material inioial ; 1 g (2 ,1 mmoles) de la y 1,06 g (2,46 mmoles) de 

Cbo-Phe-QpMP.

Método de síntesis ; según el Ejemplo Ib.

Purificación ; filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeQH.

605 Se obtuvieron 1,25 g (96,0 %) de XVIa oon un p.f. 198-204" C., homogéneo 

según la TLC en P^ y /alfa/ ̂  - 4- 4;2" (o - 1,0; DMF).

Material inicial ; 0 ,9 g (1,45 mmoles) de XVIa y 0,737 g (1,74 mmoles) 

de Cbo-Phe-OpNP.

610 Método de síntesis ; según el Ejemplo Ib.

N alfa, -Bz-Phe-Ile-Ara-pNA * HC1 (XV)

Cbo-Phe-Phe-Arc(NQ-)^oNA (XVIb)
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Turifioación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 635 mg (58 %) de XVIb de un p.f. de 201-203" 0., homogéneo 
según la TIO en F^ y /alfa/ - -23,0" (o * 1,0; DMF).

H-Phe-Phe^Lrg-pNA * 2 HC1 (XVI)

Material inicial : 196,9 mg (0,257 mmoles) de X71b.

Método de síntesis * según el Ejemplo I g.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) 6-25 en 50 % AoOH.

Se obtuvieron 75,8 mg (46 %) de XVI amorfo, seoado por congelación, con 

un contenido de C1 de 10,65%, homogéneo según la TLC en A  y /alfa/ ̂  - 

-6,7" (c - 0,65; 50% AoOH).

Análisis de aminoácido t Phe: 2,0; Arg; 1,1.

Ejemplo X V H  ! N -Bz-Phe-Phe-Arc-nNA * HC1 (XVII)

N  -Bz-Phe-Phe-ArcfN0^)-nNA (XVIIa)

Material inicial t 250 mg (0,325 mmoles) de XVIb y 90 mg (0,312 mueles) de

BZgO.

Método de síntesis ! según el Ejemplo I d.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 220 mg (92 %) da XVIIa amorfo, hcmogéneo según la TLC en 

,, y ^  - -36,6. (. . 0.95, MP).

N -Bz-Phe-Phe-Ara-ríNA - HC1 (XVII)

Material inicial : 114)6 mg (0,156 mmoles) de XVIIa.

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación ! filtraoión de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 50 % AoOH.

Se obtuvieron 77)4 mg (68 %) de XVII amorfo, seoado por congelación, con
un contenido de Cl de 4)81%, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ^  *

D
-25,5" (c - 0,72! 50% AoOH).

Análisis de aminoácido ; Phet 2,0; Arg! 0,97.

Ejemplo XVIII ! H-D-Phe^Val-Ar^nNA * 2 H01 (XVIII)

Cbo-D-Phe-Val-Arp;(NO,)-nNA (XVIIIa)

Jíaterial inicial ! 480 mg (0,83 mmoles) de Ib y 530 mg (1,25 mmoles) de
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abo-D-Phe-OpNP de un p.f. de 12á,2 - 126,6o, /alfa/ ̂  24,75" (o - 1,0;

DMF).

Método de síntesis : según el Ejemplo I h.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) IH-20 en MeOH.

645 Se obtuvieron $87 mg ($8 %) de XVIIIa amorfo, homogéneo según la TLC en P^ 

y /alfa/ ̂  - 4 18,9" (o - 2,0; DMF).

H-p-Phe-Val^ArMNA * 2 EC1 (XVIII)

Material inioial : 153,8 mg (0,212 mmoles) de XVIIIa.

Método de síntesis * según el Ejemplo I.

650 Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 20% AoOH.

Se obtuvieron 36,3 mg (28%) de XVIII amorfo, secado por congelación, de un 

..nt.ni4. 4. C1 d. 1 1 ,34%, 1. T K  .. A y / ü f V  - -70,3"

(o - 0,61! 50% AoOH).
Análisis de aminoáoido , Val: 1,0; Phe: 1 ,1; Arg, 1,0.

655 Ejemplo XIX; N -Bz-D-Phe-Val-Ar^nNA * HC1 (X3X)

N -Bz-D-Phe-Val-ArgfN0,)-nNA (XlXa)

Material inioial : 244 mg (0,34 mmoles) de XVIIIa y 92 mg (0,41 mmoles) de

BZgO.

Método de síntesis : según el Ejemplo I d.

660 Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOE.

Se obtuvieron 181 mg (77%) de XIX de un p.f. 211-215" c . , homogéneo según 
la TLC en P^, y /alfa/^3 - -1 ,36c (o * 0,8; DMF).

N -Bz-D-Phe-Val-Arg-uNA * HC1 (XIX)

Material inicial : 128,3 mg (0,186 mmoles) de XlXa.

665 Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) G-25 en 5% AoOH.

Se obtuvieron 103,8 mg (81%) de XIX amorfo, secado por oongelación, con un 

oontenido de C1 del 5*15%, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ̂  - -36,9" 

(o - 0,68; 50% AoOH).

670 Análisis de aminoácido : Val: 1,0; Phe: 0,9; Arg: 0,9.

i
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Ejemplo XX; H-Tyr-Val-Arc-nNA * HC1

Cbo-Tvr-f OBz)-Val-ArcfNO-)-nNA (XXa)

Material inicial : 430 mg (0,83 mmoles) de I b  y 660 mg (1 ,2 5 mmoles) 

de Cho-T¡yr(0Bz)-0pNP de un p.f. 147,5-149,0" y /alfa/ ^  - -8*5" (c - 2,0; 

D¿F).

Método de síntesis : según el Ejemplo I b.

Purifioaoión ; filtración de gel sobre Sephadeac (R) LB-20 en MeOH.

Se obtuvieron 460 mg (65%) de XXa amorfo, homogéneo Begún la TLC en P^ y 

/alfa/ . -9,66" (o - 1 ,0; DMF).

H-Tyr-V al-Arg-pNA * HC1 (XX)

Material inicial , 144,7 mg (0,169 mmoles) de XXa*

Método de síntesis , según el Ejemplo I g.

Purificación , filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 20% AcOHo

Se obtuvieron 6 5 ,4 mg (62%) de XX amorfo, secado por congelación, con un

contenido de C1 de 11,20%, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ^  - -29,8"
D

(c - 0,63; 50% AoOH).

Análisis de aminoácido , Val, 1,0; *%r, 1,2; Arg, 1,0.

Ejemplo,XXI , N -Bz-Tyr-Val-Ara-nNA * HC1 (XXI)

N alfa -.Bz-Tvr-Val-ArcfN0^)-nNA (XXIa)

Material inicial , 246 mg (0,287 mmoles) de XXa y 65 mg (0,29 mmoles) de

BZgO.

Método de síntesis , según el Ejemplo I d.

El grupo Bz que protege la tiroeina-OH es hasta oierto punto disooiado du­

rante el tratamiento oon EBr. Por consiguiente, el rendimiento es bajo y 

o onsiste aparentemente en XXIa y N sl^a -Bz-T^rr (0Bz)-Val-Arg(N02)-pNA. 

Purificación , filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCH.

193 mg (81%) de un producto amorfo que revela 2 substancias según la TLC en 

P, (váas. sRte:,i.=Mnt.).

N alfa. -Bz-Tyr-^al-Ara-nNA * HC1 (XXI)

Material inioial , 138,9 mg de XXIa y N-Bz-Tyr(OBz)-Val-^ArgÍNOg)-pNA.
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Método de síntesis : según el Ejemplo I g. ^

Purificación ! filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en'50% AcOH.

Se obtuvieron 75*4 mg de XXI amorfo, secado por congelación, con un conte­

nido de C1 de 5*3%, homogéneo según la TLC en A, /alfa/ ̂  - -34,7° (o - 

0,7; 5 0 % A o 0H).

Análisis de aminoácido : Val : 1,0; Tyr : 1,2; Arg : 1,0.

Ejemplo XXII , N -4-aminoetiloiclohexilcarbonil-Phe-Val-Ar^-p^A*2 HC1

Cbo-4-aminoetilciclohexilcarbonil-Phe-Val-Arg-TNA (XXIIa) 

Material inioial : 268 mg (0,65 mmoles) de Cbo-4-aminoetilciolohexilcarbonil- 

OpNP y 360 mg (0,5 mmoles) de I c.

Mátddo de síntesis : según el Ejemplo I b.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 265 mg (62% de XXIIa amorfo, homogéneo según la TIO en P^ y 

/alfa/ ̂  - -8,5a (o - 0,5 1; INF).

N alfa -4-aminoetiloicl ohezilcarbanil-Phe^al-Ara-TNA'2 HC1 (XXII) 

Material inioial : 137 mg (0 ,16 mmoles) de XXIa.

Método de síntensis : según el Ejemplo I g.

Purificación , filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33% AcOH.

Se obtuvieron 82,2 (68,5%) de XXII amorfo, secado por congelación, con un 

contenido de C1 de 9,37%, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ̂ 5 * —35,2%

(o - 0,73; 50% AoOE).

Análisis de amlnoáoldo : Val: 1,0; Phe: 1,1; Arg: 1,0.

Ejemplo XXIII : N ^2-oiclohexilaoetil-Phe-Val-Arg-nNA*HCl (XXIII)

N -2-oiolohexilacetil-^Phe-Val-Ar^ (NO^)-nNA (XXIIIa)

Material inioial : 197 mg (0,75 mmoles) de ciclohexilaoetil-OpNP y 331 mg 
(0,46 mmoles) de Ic.

Método de síntesis : según el Ejempld I b.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH—20 en MeOH.

Se obtuvieron 205 mg (63%) de XXIIIa amorfo, homogéneo según la TLC en P^

.y /alfa/ ̂ 3 „ -5,0c (o - 0,5; IMF).
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N -2—oiclohexilacetil—Phe-Val—Ar^—uiNA * HC1

Material inicial : 173 mg (0,244 ñamóles) de XXIIIa.

alfa (XXIII)

Método de síntesis : según el Ejemplo Ig.

Purificación ; filtración de gel solare Sephadex (R) G-13 en 3 %  AoOH.

Se obtuvieron 139 mg (81%) de XXIII amorfo, seoado por congelación, oon un 

oontdnido de C1 de 5:01%, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ̂  y -32,0=

(o ** 0,35! 50% AoOH) *

Análisis de aminoácido : Tal: 1,0; Phe: 1 ,1 ; Arg: i,0.

Ejemplo XXIV : 4-aminobutiril-Phe-Val-Arg-cNA * 2 HC1 (XXIV)

Cbo-4-aminohutiril-Phe-Val-Arg- (NOn) -pNA  ̂ (XXIVa)

Material inicial : 234 mg (0,6$ mmoles) de Cbo-4-amino-butiril-OpHP y 36O mg 

Re lo (0 ,5 mmoles).

Método de síntesis : según el Ejemplo Ib.

Purificación : filtración de gel sobre Sepahdex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 297 mg (74%) de XXIVa amorfo, homogéneo según la 'TLC en P^ y 

/alfa/ ^  " -5:0= (o - 0,6; IMF).

4-aminobutiril-Phe-Val-Arg-pNA * 2 HC1 (XXIV)

Material inicial : 291 mg (0,362 mmoles) de XXIVa.

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33% AoOH.

Se obtuvieron 167 mg (66%) de XXIV amorfo, secado por congelación, con un 

oontenido de C1 de 10,0%, homogéneo según la TLC en A y /alfq/ ̂  - -35,3c 

(o - 0,72; 5 %  AoOH).

Análisis de aminoácido : Val : 1,0; Phe : 1*,0; Arg : 1 ,1 . * *

Ejemplo XXV : 2-(4-aminofenil)-aoetil-Phe-Val-Arg-pHA * 2 HC1 (XXV)

2-( 4-Cbo-aminof añil) -acetil-Phe-Val-Arcí N0-) -pNA (XXVa)

Material inicial : 200 mg (0,278 mmoles) de Ic y 152 mg (0,371 mmoles) de 
2-( 4-aminofenil)-acetil-Op!NP.

Método de síntesis : según el Ejemplo I b.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.
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Se obtuvieron 201 mg (8%) de XXVa amorfo, homogéneo según la TLC en P y

1 "
/ a l f a / ^  - -4,3a (o - 0,5; DMF).

2-(4-aminofenil)-aoetil-Phe-Val-Arg-pNA * 2 HC1 ! (XXV)
Material inioial , 97,5 me (0,114 mmoles) de XXVa.
Método de síntesis t según el Ejemplo Ig.

Purificación , filtración de gel sobre Sephadex (R) C-15 en 3% AcOE.
Se obtuvieron 43,5 mg (51%) de XXV amorfo, secado por congelación, con un 
contenido de C1 de 9,47%, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ̂  * -33,OB 
(o - 0,75! 50% AoOE).
Análisis de aminoácido , Val, 1,0; Phe, 1,1; Arg: 1,1.
Ejemplo XXVI , N - Bz-C-Phe-Gly-Val-Arp^-nNA * HC1 (XXVI)

Cbo-C-Ph * G3y-Val-Arg(N0^)-pNA (XXVIa)

Material Inicial : 230 mg (0,568 mmoles) de Cbo-C-Ph * Gly-OpNP y 250 mg 

(0,437 mmoles) de Ib.

Método de síntesis t según el Ejemplo lo.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 292 mg (95%) de XXVIa amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y 
/alfa/ + 8,2C (o - 0,50; DMF).

N -Ba-Ph * Glv-Val-Arc (NOj-nNA (XXVIb)

Material inicial : 290 mg (0,41 mmoles) de XXVIa y 130 mg (0,575 mmoles) de 

B ZgO*
Método de síntesis , según el Ejemplo Id.

Purificación , filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 211 mg (76%) de XXVIb amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y

/alfa/^ . 4. 10,49 („ * 0,51! DMF).
N alfa -Bz-C-Ph * Gly^Val-Ara-nNA . HC1 (XXVI)

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

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33% AoOH.

Se obtuvieron 186 mg (9% )  de XXVI amorfo, secado por congelación, oon un con-
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tenido de C1 de 5)2% ,  homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ̂  - -27,0=

( o-- 0,67; 50% AoOH).

Análisis de aminoácido : Val! 1,0; C-sPh * Gly: 1,2; Arg, 0,9.

Ejemplo XXVII , N -Bz-Phe-Phe-Val-Ar^-nNA * HC1 (XXVII)

N -Bz-Phe-Phe-^al-ArgíN0^)-nNA (XXVII&)

Material inicial : 141 mg (0 ,16 3 mmoles) de IVa y 90 mg (0,4 mmoles) de BZgO.

Método de síntesis : según el Ejemplo Id.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 114 mg (84%) de XXVIIa amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y

/alfa/ j*4 - -0,75" (o - 1 ,2; DMF).

N alfa -Bz-^Phe-Phe^Val-Ara-hNA -HC1 (XXVH)

Material inioial ! 71 mg (aprox. 0,087 mmoles) de XXVHa.

Método de síntesis : según el Ejemplo Ig.

Purificación ! filtración de gel sobre Sephadex (R) G- 1 5  en 3 %  AoOE.

Se obtuvieron 47 mg (60%) de X X V H  amorfo, seoado por congelación, con un 

oontenido de C1 de 4,23%, homogéneo según la TIO en A.

Análisis de aminoácido : Val: 1,0; Phe: 2,3; Arg: 1,0.

Ejemplo XXVIII : N -Bz-DL-C-Ph * Glv-Val-ArK-nNA * HC1 (XXVIII)

Cbo-DL-C-Ph-Gly-Val-Arg( N0^)-nNA (XVIIIa)

Material Inicial : 285 mg (0 ,5 mmoles) de Ib y 28$ mg (0,7 mmoles) de Cbo- 

DL-C-Ph - Gly-OpNP con p.f. 107-108= C.

Método de síntesis : según el Ejemplo Ic.

Purifidaoión : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOE.

Se obtuvieron 353 mg (81%) de XXVIIIa amorfo, homogéneo según la TLC en P^.
^ Ü f a  -Bz-DL-C-Ph . Gly-Val-ArcfNO-) - nNA (XXVIIIb)

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

BZgO.

Método de síntesis : según el Ejemplo Id.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

_Se obtuvieron 226 mg (83%) de XXVIIIb amorfo, homogéneo según la TLC en P^.
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N -Bz-DL-C-Ph * G l y - V a ^ a - n M A  * HC1 (XXVIII)

Material inicial * 101 mg (0,15 mmoles) de XXV 111b.

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 3 ^  AoOH.

82$ Se obtuvieron 61 mg (61%) de XXVIII amorfo, secado por congelaoión, con un 

contenido de Cl de 5,21%, homogéneo según la TLC en A.

Análisis de aminoácido : Val: 1,0; C-Ph * Gly, 1,2; Argt 0,9#

Ejemplo XXIX : N -$z-Phe^Val-Rrg-2-NA - HC1 (XXIX)

Cbo-Arg(N0^)-2-NA (XXIXa)

830 Material inicial : 3:6 g (10 mmoles) de Cbo-Arg (NOg)-QH y 1,72 g (12 mmoles) 

da 2-naftilamina.

Método de síntesis : según el Ejemplo Iar-2#

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 4,05 g (84%) de XXIX amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y 

835 /alfa/ ̂  - 4 7:4" (o - 1,0; DMF).

Cbo-V al-Argf NO^J-Z-NA (XXIXb)

Material inicial : 1,5 S (3,1 mmoles) de XXIXa y 1,38 g (3,7 mmoles) de Cbo- 

Val-OpNP.

Método de síntesis : según el Ejemplo I b.

840 Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 1 ,6 6 g (9%) de XXIXb parcialmente cristalino, homogéneo según

(.-1,01, MP).

Cbo-Phe-Val-Arg(N0.)-2-^A (XXDCc)

Material inicial : 1 ,6 5 g (2,84 mmoles) de XXIXb y 1 ,4 3 g (3 ,4 mmoles) de 

845 Cbo-Phe-QpNP.

Métpdo de síntesis : según el Ejemplo I o.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 1,55 6 ( 7 %  de XXIXo amorfo, homogéneo según TLC en P^ y /Alfa/

^  - -10,9" (c - 1,01; DMF).

850 N alfa ,
_______ -Bz-Phe-Val-Arg(NOj -2-NA (XXIXd)
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Material inicial : 1,15 g (1,53 mmoles) de XXIXo y 465 mg (2,05 mmoles) de
BZgO.

Método de síntesis ! según el Ejemplo I d.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 0,8$ g (80,3 %) de XXIXd parcialmente cristalino, homogéneo 

según TLC en P^ y /alfa/ - -31,1° (o - 1,01; DMF).

- Bz-Phe-Val-Arg^2-NA ' HC1 (XXIX)

Material inicial : 620 mg (0,89 mmoles) de XXIXd.

Método de síntesis : según el Ejemplo I g.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) G- 1 5  en 50% AoOH.

Se obtuvieron 385 mg (63%) de XXIX amorfo, secado por congelación, oon un 
contenido de C1 de 5,12%, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ - -53,8°
( o - 0,71; 5% AcOE).
Análisis de aminoácido : Val: 1,0; Phe, 1 ,1; Arg: 1,0.

E jemplo XXX : N -Bz-Phe-Val-Arg-1-nitro-2-NA * HC1 (XXX)

Cbo-Arg(N0^)-1-nitro-2-NA (XXXa)

Material inicial : 3,6 g (10 mmoles) de Cbo-Arg (NOg)-QH y 2,26 g (12 mmoles) 

de 1-nitro-2-naftilamina.

Método de síntesis : según el Ejemplo Ia-2.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 3,8 5 g (73,1%)de XXXa amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y 

/ a l f a / ^  - -1 1,8° (o = 1,0; DMF).

Cbo-^Val-ArpíN0^)-1-nitro-2-NA (XXXb)

Material inicial : 950 mg (1 ,8  mmoles) de XXXa y 825 mg (2,2 mmoles) de Cbo- 
V al-OpNP.

Método de síntesis : según el Ejemplo Ib.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 0,9  g (80%) de XXXb parcialmente cristalino, homogéneo según 

la TIO en P^ y /alfa/ ^  - 4 1,05° (o . 1,0; DMF).

Cbo-Phe-Val-Arg(N0j-l-nitro-2-NA (XXXo)
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Material inicial : 800 mg (1,27 inmoles) de XXXb y 640 mg (1 ,5 2  mmoles) de 
Cbo-Phe-OpNP.

Método de síntesis * según el Ejanplo lo.

Purificación : filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 785 mg (79*9 %) de XXXc amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y 

/alf^/ ̂  - -7*0" (o - 1,02; DMF).
D í

N -¡Bz-Phê Val-Ari? íNÔ .)-1 -nitro-2-NA ' (XXXd)
Material inicial * 680 mg (0,88 mmoles) de XXXb y 260 mg (1,15 mmoles) de

B ZgO.

Método de síntesis * según el Ejemplo Id.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 4S0 mg (73%) de XXXd amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y 

/alfa/ 24 - -31,4° (o - 0,9; DMF).

N -Ba-Phe-Val-Ar4&-1-nltro-2-NA*HCl (XXX)

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

Método de síntesis : según el Ejemplo Ig.

Purificación * filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 33% AcOH.

Se obtuvieran 268 mg (57%) de XXX amorfo, secado por congelación, con un con­

tenido de C1 de 4*80%, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ^  * -39*7° (o - 

0,73; 50% AcOH).

Ejemplo XXXI * N ^  -Bz-Phe-Val-Arawj-nitro-1-NA * HC1 (XXXI)

Cbo-ArgfNO^)—4-nitro— 1—NA (XXXIa)

Material inicial ! 3*6 g (lOnmoles) de Cbo-Arg(N0g)-0B y 2,26 g (12 mmoles) de 

4 -nitro-1-naftilamina.

Método de síntesis * según el Ejemplo Iâ -2.

Purificación ; filtraoión de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 3*61 g (60%) de XXXa parcialmente cristalino, hmnogéneo según 

la TLC en P^ y /alfa/ 22 . -1 1,4a (o - 1,01; IMF).

Cbo^fal-AraCNO^) -4-nitro-1-NA (XXXIb)

Material inicial * 650 mg (1,23 mmoles) de XXXIa y 550 mg (1*45 mmoles) de
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Cbo-Val-OpNP

Método de síntesis : según el Ejemplo Ib.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 460 mg (60%)de XXXIb amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y 

/alfa/ jp . 4 0,9" (c - 0,55; BMF).

Cbo-Phe-V al-4rg( NO^) -4-nitro-1 -NA (XXXIo)

Material inicial : 450 mg (0,72 mmoles) de XXXIb y 365 mg (0,86 mmolos) de

Cbo-Phe-OpNP.

Método de síntesis $ según el Ejemplo Ic.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeCE.

Se obtuvieron 500 mg (90%) de XXXIo parcialmente cristalino, homogéneo según 

la TLC en P^ y /alfa/ j*4 . -6,0B (o - 1,0; IMF).

N alfa -Bz-Pha-Val-ArK(N0j-4-nitro-1-NA (XXXId)

Material inicial : 490 mg (0,633 mmoles) de XXXIc y 180 mg (0,80 mmoles) de 

B Z2O0

Método de síntesis : según el Ejemplo Id.

Purificación ! filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 400 mg (84,7%) de XXXId amorfo, homogéneo según la TLC en P^ y 

/alfa/ p° - -31,0" (<, . 1,0; DMF).
N -Bz-Phe-Val-Ara-4-nitro-1-NA . HC1 (XXXI)

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

Método de síntesis : según el Ejemplo Ig.

Purificación : filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 5C% AoOH.

Se obtuvieron 303 mg (81%) de XXXI amorfo, secado por congelación, con un 
contenido de 01 de 4,79%, homogéneo según la TLC en A y /alfa/ ̂  - -37,7"
(c - 0,74; 50% AcOH).
Análisis de aminoácido t Val: 1,0; Phe: 1,1; Arg: 0,9*

Ejemplo XXXII : N -Ba-Phe-^al-Lvs-nHA * HC1 (XXXII)

N -BOC-Lvsf eosilon-Cbo)-hNA (XXXIIa)

,Se disolviera 6,3 g (11,2 mmoles) de N -BOC-Lys (épsilon Cbo)-0H * DCHA
!
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jan 40 mi de HMPTA seco, reoien destilado, a temperatura ambiente, después 

de lo oual se añadieron 5 g (30,5 mmoles) de p-nitrofenilisooianato en por- 

0iones, agitando y en atmósfera exenta de humedad. Después de 24 horas a 

temperatura ambiente, se trató la mezcla de reacción de acaerdo oon la des- 

945 cripción del Ejemplo la. Fueron productos secundarios de la reacción la 

N,N'-bis-p-nitro-fenilcarbamida y la N-p-nitrofenil-N,N'-diciclohexilcarba 

mida, escasamente solubles en MeOH. Se purificó mediante filtraoión de gal 

en una columna oon Sephadex (R) 111-20, equilibrado con MeOní 

Se obtuvieron 4,17 g (74,5%) de XXXIIa parcialmente cristalino, homogéneo 

95O según la TLC en y /alfa/ ̂  - 4 1,7" (o - 1,0; DMF).

N -BOC-Val-Lys (épsilon-Cbo)-uNA (XXXIIb)

Se añadieron 10 mi de ácido trifluoracético recien destilado a 2,20 g (4,4 

mmoles) de XXXIIa en una atmósfera exenta de humedad. Después de agitar du­

rante 60 minutos a temperatura ambiente, se vertió la solución de raaoción 

955 en 150 mi de éter seco agitando vigorosamente. Esto se tradujo en la preci­

pitación de CF^C00H*H-Lys(épailon-Cbo)-pNA en forma de aoeite que endureció 

al enfriarse. Se decantó la fase etérioa y se trató el precipitado otras 3 

veoes oon 75 mi de éter seco. Después de secar en vacio sobre NaCEI y PgO^, 

se obtuvo la sal de trifluoroaoetato del derivado de lisina con rendimiento 

960 cuantitativo (2,2$ g).

Se disolvieron 2,25 g (4,4 mmoles) de CF^COOH * H-Iys(épsilon-Cbo)-pNA en 

10 mi de DMF y se enfriaron a -10" C. Se añadieron 0,75 mi (5,5 mmoles) 

de Et^N para liberar el derivado de aminoácido de su sal de trifluoraoetato 

y después 2,0 g (5,5 mmoles) de BOC-Val-OpNP. Cuando, después de algunas 

965 horas, la solución de la reacción había adquirido la temperatura ambiente, 

volvió a ser enfriada y fue tamponada con 0,31 mi (2,2 mmoles) de Et^N.

El tamponado fue repetido otra vez después de aproximadamente 2 horas. Des­

pués de un tiempo de reacción de 24 horas, se evaporó la soluoión hasta la 

sequedad y en vacio a cerca de 40" C. Se trató el residuo 3 veces con 20 

970 -mi de agua destilada y se secó en vacio.



975

98o

985

990

995

1000

-Se disolvió el producto orudo en MeOH y se purificó mediante filtración de 

gel en una columna con Sephadex (R) LH-20 equilibrado con MeOH. Una frac­

ción, obtenida ¿el eluado, produjo 2,12 g (80,3%) de XXXIIb, homogéneo se­

gún la TLC en P^ y C, y con /alfa/ ̂  - -1,9° (c = 1,0; IMF).

BOC-Phe-Val-Iarsf ápsilon-Cbol-pNA (XXXIIo)

Material inicial : 0,85 g (1,42 mmoles) de XXXIIb y 0,77 g (2,0 emoles) de 

BOC-Phe-OpNP.

Método de síntesis : según el Ejemplo XXXUb.

Purificación ; filtración de gel sobre Sephadex (R) LH-20 en MeOH.

Se obtuvieron 0,84 g (79,3%) de XXXIIo amorfo, homogéneo según la TLC en P^ 

y /alfa/ ̂  - -9,3° (o - 1,02; BMF).

N -Bz-Phe-Val-Lvs (épsilon-Cbo)-pNA (XXXIId)

Material inicial : 600 mg (0,804 mmoles) de XXXIIo y 280 mg (l,25 mmoles) de 

B ZgO.
Método de síntesis : descarbobutiloxilación de XXXIIo, ejecutada de manera 

análoga al método del Ejemplo XXXIIb.

Se disolvieron 608 mg de CF^COOH * H-Phe-Val-Iys(épsilon-Cbo)-pNA en 10 mi 

de IMF y se enfriaron a - 10°, después de lo cual se añadieron 113 mi (0,8 

mmoles) de Et^N para liberar la sal de la forma péptido amina. Se añadieron 

a la solución 280 mg (1,25 mmoles) de BzgO a una temperatura de -10° C., 

después de lo cual fue tamponada y tratada de acuerdo con el Ejemplo XXXIIb. 

La filtración de gel del producto crudo en una columna con Sephadex (R) LH-20 

en MeOH rindió 460 mg según la TLC en P^ y C y con /alfa/ ̂  - -22,8° (o - 

0,99} DMF).

N -Bz-Phe-^al-Lvs-uNA . HC1 (XXXII)

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

Método de síntesis : según el Ejemplo Ig.

Purificación t filtración de gel sobre Sephadex (R) G-15 en 50% AoOH.

Se obtuvieron 172 g (71%) de XXXII amorfo, secado por congelación, con un 

contenido de C1 de 5,39%, homogéneo según la TLC en A  y /alfa/ ̂  ^ gs
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(.0 - 0,67! 50% AoOH).

Análisis de aminoácido ! Val: 1)0; Phe, 0,9; lys: 1,1.

Los substratos producidos según los Ejemplos fueron empleados para la 

determinación de distintas enzimas de acuerdo con lo siguiente :

El prinoipio de la determinación se basa en el hecho de que el producto 

formado por la hidrólisis enzimátioa revela un espeotro UV que está entera­

mente separado del espectro del substrato. Asi, el substrato según el Ejem­

plo I N -33z-Phe-Val-Ar g-pNA * HC1 tiene un máximum de absorción en 303

nm oon un coeficiente de extinción molar de 12900. La absorción del substra­

to es insignificante en 405 nm. La p-nitroanilina (pNA), que se forma en el 

substrato durante la hidrólisis enzimátioa, tiene un máxiimm de absorción 

en 380 nm con un coeficiente de extinción molar de 13200, que en 405 nm ha 

sido reducido solamente a 9620.

Por consiguiente, midiendo espeetrofotométrioamente en 405 nm, es posi­

ble seguir fácilmente el grado de la hidrólisis enzimátioa proporcional a 

la cantidad de p-nitroanilina formada. El exceso de substrato presente no 

interfiere oon la medición en esa longitud de onda. Las circunstancias son 

casi idénticas para los substratos restantes de la invención, razón por la 

cual las mediciones espectrofotomátricas fueron realizadas todas a 405 nm.

- 3 5 -

La reacción enzimátioa puede ser representada esquemáticamente de la

siguiente manera : 
k„

E 4 S_ —
"1 k^

ES ES' 4 oromóforo P

*4 
E 4

1

E * enzima 
S ** substrato

ES <* complejo enzima-substrato 

P.¡ y Pg * productos
k.j, kg, k^ y k^ * constantes de velooidad
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C Mistante de disociación para ES = (constante de Miohaelis)

Si (s) (E) y k^ k^, vale lo siguiente :

. / (E) - jESj / x (S) ------------------------- (1)

La velocidad a la cual se forma el oromóforo : v - k^ x (ES)

V ̂
k̂  x (E) x (s)
^ —¡I [gy

Cuando todo E está enlazado con S, (ES) * (E) y

v - v^gg " k^ x (E)

Ecuación de Lineweaver-Eurk :
1 Kn,1 Ct m x 1 4* 1w *

(2)

(3)

(4)
"max 'max

Como es evidente por la ecuación (2), las constantes y k^ determinan

la eficiencia del substrato de enzima para una determinada enzima* Para de­

terminar estas constantes, el procedimiento es en principio el siguiente : 

se mezclan la enzima y el substrato en una solución tampón y se sigue espeo- 

trofotométricamente la reacción durante 5 minutos. Se varía la concentración 

del substrato (S) mientras que se mantiene constante la concentración de en­

zima (E) de cada substrato. La extinción (OD) es marcada como función del 

tiempo. Con la curva obtenida de este modo, la tangente (= diferenoia de ex­

tinción por min., OD/min., con la cual puede calcularse la cantidad /umol 

formada p-NA/min (v)) indica en el momehto cero la velocidad inicial de la

reacción, v. Si 1 es marcado contra— 1—  K y v (de la ecuación (4)) son ob- *V (s) m max
tenidos del diagrama. y k^ (* \iax ) para la trombina y distintos substra-

I W *
tos de enzima están indicados en la Tabla 1 y para la tripsina en la Tabla 2. 

Los datos referentes a y k^ faltan en los oasos en los que no se han de­

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

haberse obtenido relación lineal alguna entre —  ŷ -gj—  *

¡ Una valoración aproximada de la relación enzima-substrato para distintos

substratos puede obtenerse comparando la cantidad de p-nitroanilina formada 

por min. y por mi a la misma concentración de los substratos. Esto se indica
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pn la Tabla 3 para la trombina, en la Tabla 4 para la tripsina, en la Tabla 

5 para la enzima Reptilase (R), que es una enzima obtenida de Bothrops atrox 

y afín en su acción a la trombina, y en la Tabla 6 para la plaamina.

Se obtienen con la trombina condiciones óptimas para la amidólisis del 

substrato según el Ejemplo I con un pH de 8,2 con una fuerza iónica de 0,13- 

0,15 y a una temperatura de 37*40° C.

Las letras NIH usadas en las Tablas se refieren a las unidades del Na­

tional Instituto of Health (Instituto Nacional de Sanidad). La unidad de 

tripsina es igual a la hidrólisis de una ^umol de N -tosil-prginina-

metiléster clorhidrato (TAME) por minuto a 250 C. y a un pH¡de 8,1 en presen-
!

oía de 0,01 M  iones de calcio y la tripsina fue obtenida de la Worthington 

Biochemical Corporation, Freehold, N.J., USA. La plasmlna fue obtenida de 

AB Kabi, Estooolmo, Suecia, y 1 mg era igual a 3 unidades de oaseína (CU).

Tabla 1. Actividad a la trombina, y k^

Substrato done, del 
substrato 
(/umol/1)

Cono, de 
^enzima 

(NIH/ml)

la x 104 
(mol/l)

k^ x lO^
(yumol/min., NIH/ml)

BAPNA 250-666 50 6 11

1 19,3-89,6 0 ,5 1,62 1340

11 28,2-94,0 5 0,8 50

VIII 19,3-89,6 0,5 0,55 360

-XII 31,8-106,0 5 3,91 110

Tabla 2. Actividad a la tripsina, y k^

Substrato Cono, del 
substrato 
-(/umol/1)

Cono, de 
enzima 

(NIH/ml)

la ^ Kn, x 104 

- (mol/l)

k^ x lO^

(yumol/nin*, NIH/ml)

BAPNA 255-666 75 16 8,3
1 19,0-88,2 3 0,31 110

11 28,2-94,0 3 1,0 1 112

VIII 19,0-88,2 3 0,31 98

XII 31,8-106,0 3 0,89 60
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1090 Tabla 3# Actividad a la trcmbina.

Substrato Cono, del subs­
trato nmoles por 

mi

done, de enzima 
unidades NIH por 

mi

p-nitroanilina forma­
da nmoles por mln. y 

por mi

BAPNA 333,0 50,0 1,04

1095 1 64,6 0,417 6,0

VI 6 7,4 M 0,3

VIII 6 5 ,4 !< 2,7
IX 66 y 4 <! 0,5
X 58,2 H 1,7

1100 XI 65,1 H 0 ,2

XVIII 66,9 M 5 ,6:
XIX 66,2 M 0,3
XX 67,6 H 0 ,2

XXI 6 5 ,6 H 1,7

1105 XXII 65,7 M 2,0

XXIV 66,6 t! 0,4
XXV 66,4 H 0,6

XXVI 64,7 !! 1,4
XXXII 69,0 H 0 ,1
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Substrato Cono, del suba- Cono. de enzima p-giitroaniliRm formada
trato moles por 

mi
unidades por mi nmoles por min 

mi

BAPNA, 333,0 2,08 6,1
1 66,7 0,0833 16,3
V 66,2 *< 12,9

VI 67,4 !t 11 ? 1
VIII 65,4 13,7
.IX 66,4 6,8
X 58,2 M 13,1

XI 65,1 H ( t,6
XVIII 66,9 H ' 14,1

XIX 66,2 H .5,5
XX 67,6 M 6,2

XXI 65,6 X 14,0
XXII 65,7 !! 6,2

XXIII 67,1 M 5,9
XXIV 66,6 6,2
XXV 6 6,4 10,9

XXVI 64,7 « 23,7
XXXII 69,0 M 2,9
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Tabla 5# Actividad, a la Reptilase (R).

Substrato Cono, del substrato 
nmoles por mi

Cono, de enzima 
unidades por mi

p-nitroanilina formada 
nmoles por min. y mi

1 66,7 0,5 4,4

11 66,7 M 3,0

XIII 66,7 n 4,6

XV 66,7 !! 2,3

Tabla 6. Actividad a la plasmlna.

Substratd Cono, del substrato 
nmoles por mi

Cono, de enzima 
unidades CU por 

mi

p-nitroanilina formada 
nmoles por min. y mi

1 66,7 0,167 5,6

V 66,2 a 6,2

VI 67,4 tt 4,1

VIII 65,4 M 7,6

IX 66,4 M 3,4

X 58,2 M 2,7

XI 65,1 tt 4,7

XVIII 66,9 a 5,3

XIX 66,2 H 2,1

XX 67,6 H 2,1

XXI 65,6 3,4

XXII 65,7 M 2,2

XXIII 67,1 a 5,4

XXIV 66,6 M 2,5

pnr 66,4 a 4,3

XXVI 64,7 a 6,2

XXXII 69,0 tt 5,7
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Las Tablas 1 - 6  demuestran olar ámente las ventajas del substrato de 

1160 enzimas de la invención en comparación oon el substrato de amida antes psado 

para la tripsina (BAPNA). Debido a su mayor sensibilidad, los nuevos substra­

tos permiten la determinación de pequeñas cantidades de enzima sin poner en 

peligro la exactitud de la determinación# Desde un punto de vista clínico, 

esto es muy importante ya que simplifica la reoogida de muéstrase 

116 5 La coagulación de la sangre es un prooeso muy oomplioado en el cual la

transformación de fibrinógeno en fibrina es regulado enzimáticamente por la 

trombina# Varios de los otros factores de coagulación de la sangre están re­

lacionados de la misma manera oon la trombina mediante reacciones. Los subs­

tratos de enzimas de la invención proporcionan una posibilidad de determina- 

117 0 oión de estos factores de coagulación.

La determinación siguiente de la antitrombina se basa e}n principio en 

el hecho de añadirse en exoeso a una muestra de plasma una oantidad conocida 

de trombina. La antitrombina libre en la sangre está ligada a la trombina 

añadida y la trombina en exoeso es determinada luego mediante el substrato 

117 5 de enzima, después de lo cual puede calcularse la oantidad de antitrombina 

que reaociona.

Determinación de la antitrombina.

Se desfibrina y centrifuga sangre venosa. Luego se toman 0,5 mi de plas­

ma de la misma y se diluyen con 2 mi de una solución-tampón de trisimidazol. 

1180 Luego se inouban 0,1 mi de una solución acuosa de trombina (10 NIH - National 

Instituto of Health (instituto Nacional de Sanidad)) oon 0,25 mi de esta so­

lución de plasma durante exactamente 5 minutos a una temperatura de 37 - 40°

C. A continuación, se añade 1 mi da una solución-tampón preoalentada y 0,25

mi de una solución acuosa de substrato de enzima (1 mg/ml) y se inouba la mea- 
1185 ola durante exactamente 1 minuto a una temperatura de 37 - 40° C. Luego se

interrumpa la reacción con 0,25 mi de áoido aoético concentrado y se lee la 

extinción a 405 nm en un espeotrofotómetro.
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REIVINDICACIONES

1.- PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UN NUEVO SUBSTRATO PARA USO DIAGNOSTICO 

ALTAMENTE SENSIBLE A LA TROMBlNA Y OTRAS ENZIMAS PROTEOLlTlCAS DEL TIPO PEP 

TlDO PEPTlDOElDROLASAS, representado por la formula general:

0 0 0

Rl - NH - CH - C - NH CHL NH ^5
(CH?)2^n
NH

o sus sales, pudiéndose elegir R^ entre hidrégeno, un aoilo con 1 - 1 2  átomos 

de C, un omega-aminoacilo con 1-12 átomos de C, un oi clohexiloarbonilo, un 

omegar-ciclohexilaoilo, 4-aminometil-oiclohexilcarbonilo, benzoílc, benzoilo 

sustituido por ejemplo con uno o mas atomos de halógeno, grupos metilo, amino 

o fenilo, eto., un omega-fenilacilo oon 1-6 átomos de C en la parte de aoilo, 

donde el anillo del fenilo puede estar sustituido? bencensulfonilo, 4-toluen 

sulfonilo y N alfa-benzoil-fenilalanilo?

Rg puede ser elegido entre fenilo, benoilo, 4^-bidroxibencilo, 4-metoxibencilo, 

y 4-metilbencilo?

R^ puede ser elegido entre un alquilo recto, ramificado o oiolico con 3-8 

átomos de C, fenilo o benoilo? 

n puede ser elegido entre 2 ,3 y 4?

R4 puede ser elegido entre hidrogeno y guanilo?

puede ser elegido entre fenilo, nitrofenilo, metilnitrofenilo, dinitrofe 

nilo, naftilo, nitronaftilo, quinolilo y nitroquinililo, 

caracterizado por llevarse a efecto un acoplamiento gradual de los aminoáci­

dos necesarios con la estructura páptido deseada, utilizando métodos de aco­

plamiento y grupos protectores corrientes, acoplándose el grupo cromoférioo 

a la estructura péptido final o bien al primer aminoácido en ouestién, usan 

dose luego el grupo cromoférioo como grupo protector.
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2^.- "PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UN NUEVO SUBSTRATO PARA uso DIAGNOSTICO 

ALTAMENTE! SENSIBLE A LA TROMBINA Y OTRAS ENZIMAS PROTEOLITICAS DEL TIPO PBP 
TIPO PEPTIDOHIDROLASAS". --------------------------------------------------

Consta la presenta memoria descriptiva de cuarenta y tres folios nume­
rados y mecanografiados en una sola cara.

Madrid, 3  0 RBR. 1973

AKTIRBOLAGET BOFORS, 
P.p.
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