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En diferentes 6érgsnos de memiferos, especial-
mente eﬁ pulmones de animales de ganado vacuno, estd
contenido un %nhibidor de tripsina—éalicreina, que pue~
de ser aislado desde ellos de diferentes maneras y que,
en forma pura, es empleado, desde hace més de 15 aflos,
como inhibidor peolivalente de proteinasa y esterasa,
con gran &xito en calidad de égente terapéutico en el
caso de desarreglos enzimiticos.

Este inhibidor de tripsina~calicreina es un
polipéptido bdsico con un peso molecular de 6.500 y
un punto isoeléctrico (P.I) de aproximademente 10,5.
éonsta de una ﬁnica‘cadena de péptido con 58 aminodci-
dos, cuyaﬂgstructura primaria es conocida he Biochemi-
cal and Biophysical Research'Communications, Volumen
20, péginas 463 a 468 (1965), y que estid reticulada me--
disnte % puentes disulfuro.

El elevado valor terspéutico del inhibidor
se debe a que se inhiben-. con &l diferentes proteinasas
y esterasas, tales como tripsina, quimotfipsina, catep~
sina, plasmina y calicreina. Para ello, se inyectan,
principalmente por via intravenosa, a veces cantidades
considerables del inhibidor. In este caso puede obser-
verse que el inhibidor, después de un tiemﬁb relativa-
mente corto, es almacenado en los rifiones de los anima-~

les de ensayo o del hombre. Hoy dia se supone Que esto
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se debe a que la molécula de inhibidor fuertemente bi-
sica es fijoda devmaﬁera no especifica a mucopolisacd-
ridos 4cidos o a 4cidos nucleicos. 8dlo 1,5% del inhi-
bidor natural es segregado con la orina; con el fin
5 de hacer posible una segregadién de la cantidad restan-
te preddminanﬁe, por parte del organismo se descombonen‘
en primer término sendos aminodcidos situados respecti-
- vamente junto a amino y a carboxilo (arginins y alani- -
na), sé aglémera el inhibidor para proporcionar una
10 forma de mayor peso.molecula?, vy sblo a continuacidn
se extrae por inundacibén o lavado, muy lentamenﬁe,,des~‘

!

de los riflones. _
Ensayos con inhibidor quimicamente modifica-
do, en el cusl sobre todos los grupos amino libres se
15 habis introducido un grupo maleoilo, y qué ée manifes~
t6 como inactivo, han mostrado que esta sustancia, cu-
- yo punto isoeléctrico habia sido disminuido esencisgl-
mente, era extralda por inundacién o lavado desde los
rifiones con muchisims mayor rapides y‘Bodia ser segfe-
20 gada con 1a orina. Un inhibidor con plena eficacia
bioldgica, que tuviese un P.I. menor, seria por lo
tanto de considerable valor. En principio es posible
ahora, por acilacibén de los grupos amino libres, dis-
ninuir las carges positivas y reducir de este modo el

25 ° punto isoeléctrico. En todas esbas reacciones, no obs-
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v‘__tante,'se obtiene un producto'de reaceién por lo menos debi~
‘lltado en su act1v1dad, cuando no’ 1ncluso 1nact1vo, ya que
"los 5 nrupos amino de la molecula han de asoclarse con 4 gru

':f-,pos é; —amlno 1denticos de la 1131na y con l grupo 0(—am1no.

pero por otro lado le lisina que se encuentra en la pOSlClO&

15 es decisiva para el efecto inhibitorié de 12 sustancia.

"ZUné sustitucidn en el grupo'aminO'de'la lisina 15 de lugar

a 1a perdlda de la actividad blologlca.

selr et

20

25

borprendentemente se ha encontrado ahora que me~-

L fdiante prolongaclon de los 5 grupos carboxllo presentes con
) ’peptidos é01dos, la act¢v1dad del 1nhib1dor es modlflcada 8d

li_’lo en pequeﬁo grado 6 no es: modlficada, pero, -por el contra-

v

rio, por disminucidn del punto isoeleotrico el inhibidor no-

;. _diflcado es segregddo de los rinones con mucha mayor rapidez

’ ';que la. molecula no modlflcada.

Objeto dal invento as, por consiguiente, un proce

dlmlento para la preparaclon de derlvados preparados de modo

fsemlslntetico del inhibidor de trip31na-¢allcrelna bédsico a

partir de drganos de memiferos, en'dénde,los cinco grupos
carboxilo presentes en la moiécula;de,péptido estdn prolonga
dos en forme de amidas mediante radicales péptidos de la féi

mnle general I,

—NH—CH—CO-(NH~?H—CO-)XW
Y ' (D)



en la que X representa los nimeros O hasta 10, Y sig-
nifica hidrdgeno, @ un radical alcohilo de cadena rec-
tae o ramificada con 1 a 5 dtomos de carbono, que even-
tualmente estéd sustituido con un grupo earbonilo, hi-
5 droxilo o carbonamido, pudiendo significar el radiéal
NH-CH-CO también el radical prolina, y en donde Y, ca36
Y
de que X ses 0, significa--CH,~COOH & —-CH,-CH,~COOH, y :
. caso de que X represente los ndmeros 1 hasta 10, por lo
10 menos una cedena lateral Y represente ~0H2-COOH o CH27
| ~CH,~COOH, en donde ademés W significa ~OH, pero en el
caso de presencia de por lo menos dos grupos carboxi—‘

lo en las cadenas laterales, puede significar tembién.
’
27 3 ©
15 caracterizado porque el inhibidor de tripsina-calicreina,

~NH ~0C2Hs, el cual estd

eNH—CH3,-NH-C2H5, -0OCH
éuyos cinco grupos amino primarios estédn protegidos me-
diente grupos protectores fécilmente separables en medio
éeido, se hace reacclionar con aminodcidos o péptidog de
la férmula general II

20
NHz-FH~CO-(NH~IH—CO-)XW'
Y

25
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en la gue ¥ y X tienen los significados indicados, pe=~
ro los grupos carboxilo existentes en Y estén presentes
en forma de éster ter.-but{lico, W' significa ter.-bu-
toxi, pero en el caso de presencia de por lo menos 2
grupos éster ter.-butilico en las cadenas laterales pue~
de significar también -NH2, ~NH~CH.,, , ANH~02H5, —OCH5

) —002H5, en presencia de l-hidroxi-benzotriazol y di~

ciclohexilecarbodiimida y a continuscidén se separan en

medio 4cido’ los grupos protectores.

Con el f£in de poder modificar sl inhibidor
de tripsina-calicreina junto a sus grupos barboxilo,
los grupos amino son bloqueados convenientemente median-
te grupos protectores de amino ficilmente separabies

en medio 4cido, tales como por ejemplo grupos ter.-

- alcoxicarbonilo, La introduccidn del grupo Boc frecuen-

temente utilizado se logra de diferentes modos. Tanto

con Boc-azida como también con Boc-ésteres activos, ta-

les como por ejemplo el &ster para-nitrofenilico o el

éster N-hidroxisuccinimidico, pueden introducirse los
grupos Boc. En todos los casos resulta.un producto ho-
mnogéneo se;in electroforéesis en papel., Estos compues-
tos protegidos en N son hechos reaccionar, en presencia
de l-hidroxi-benzotriazol y diciclohexilcarbodiimida, -
con un compuesto de la férmula general IT en dimetil-

formamida o dimetilacetamida. Con 4cido. trifluoroice-
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tico o con HCL/4cido acéticq glacial son aeparados los
grupos protectores y el producto bruto es ¢ bilen dia-
lizado o bien cromatografiado sobre Sephadex G25(R>,

que es un gel de dextrana reticulado., 3e aconseja cro-

matografiar el producto dializado, para la purifica-

cién adicional, también sobre Sephadex G 25(R), o tam=

bién someterlo a una cromatograefia por reparto sobre

Sephadex TH 20CR)

y Que es un gel de dextrana alcohila~;
do rebticulado. ' 7

Con el fin de disminuir el punto iéoeléctri—
co del inhibidor de tripsina;calicfeina, el radical
aminodcido o péptido adyacentemente condensado debe po-
seer por lo menos dos grupos carboxilo. Entre los amino-
dcidos que se presentsn en la nsturaleza entran en con-
sideracidn solo 4cido aspértico f dcido glutdmico en
sus formas I o D, En el caso de dipépbidos y de pépti-
dos superiores, es posible, ademds de incorporar los
aminodcidos 4cidos, introducir también otros aminodci~
dos aliféticos, tales como, por ejemplo, glicina, ala-
nina, lencina, valina, isoleucinéj\gerina, treonina,
asparagiha, glutamina o prolina en sus formas L o D.
No obstante, dé modo preferible también en los bépti-

dos superiores se utilizan 4cido aspirtico y 4cido glu-

témico como eslabones de péptido. 3i estdn presentes

‘dos o mds grupos carboxiloen el péptido que se ha de

B L
e N S UV 1T -
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condensar adyacentemente en forma de los ésteres ter.-
butilicos, otros grupos carboxilo pueden esbar presentes
en forma de amidas o ésteres alcohilicos. Después del
tratemiento en medio 4cido con dcido trifluorocacético

o con HCl/3cido acético glacial, se obtienen de este mo~
do inhibidores de tripsina, que ademds de un bajo punto
isoeléctrico poseen adicionslmente grupos amido o grupos
éster alcohilico. _

Para'comprobaf la disminucidén del cardcter bési-
co y el aumento del caricter écigo.en loé derivados de
inhibidor prepa:ados de acuerdo con el invento, el inhi-
bidor natural y preparados modificados fueron sometidos

a electroforesis en microzonas sobre hoja de acetato de

~celulose en el agente tampdn de barbiturato de dietilo

de pH 8,6,

EL inhibidor natural se desplaza en el presente
caso hacia el cédtodo, mientras que los preparados modifi-
cados, dependiendo del grupo modificado, se'desplazan nis

o menos ampliamente hacia el &nodo. Para el inhibidor na-

- fural el tremo de desplazamiento catédico/es de aproxima-

-

damente 3 mm. Para los preparados modificados, en que el
grupo modificador contiene, en los casos individuales,
uno, dos, tres o cuatro aminoicidos &cidos, los tramos
de desplazamiento anbdico son de aproximadamente 1,5 mm,

8 nm, 13,5 mm y 17 mm.
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Por consiguiente, la-modificacidn del inhibi-
dor conduce a preparsdos cuyo caridcter bdsico egté dig-
minufdo y cuyo cardcter dcido ha sumentado. La hodifica—
cién con un grupo que contiene un Gnico aminodcido dci-
do, ya conduce a tal disminucidn del punto isoeiéctrico,
de modo tal que a pH 8,6 el caridcter dcido predomina
un poco sobre el cardcter bésico.

TLos puntos isoeléctricos susceptibles de ser
calculados a partir de las constantes de disociacidn de
los grupos funcionales del inhibidor y de sus derivados
preparadoo de acuerdo con el invento, son de aproxmmada«
nente 10,5 para el 1nh1b1dor natural y respectivamente
de alrededor de 8,6, 5,1, 4,8, y 4,6 para preparados modi-
ficados, en los que el grupo modificado contiene uno, '
dos, tres o cuatro aminodcidos acidos.

Para la comprobacidn con microscopio y fluores-
cencia del almascenamiento en‘los_riﬁones de inhibidor y
de inhibidor modificado, se inyectaron en cada caso por
via intravenosa a 3 conejos, con un peso de 2,5 kg, ca-
da vez en el mismo momento, 20 mg de inhibidor natural
0 20 mg de inhibidor modificado de acuerdo con el invento,
Después de dos dias se retiraron los rifiones, se corbtaron
¥ se incubaron con un preparadc de ‘ﬁ-—globulina marcado
con fluoresceina, que se habia obtenido a partir del an-

tisuero de coneaov, que cén asnbterioridsd.habian sido ino-

.
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culados varias veces con inhibidor y coadyuvante segin
Freund para aumentar la formacidn de anticuerpos.

En este caso, bajo el microscopio con fluores-
cencia se ofrecid el siguiente cuadro;

Todos los recortes de rifiones de los animales
tratados con el inhibidor natural, mostraron lugsres
fluorescentes grandes, en partes confluyentes, reparti-

dos por todo el campo de visidén, mientras que los recor-

tes de los riftones de los animales que habian recibido

el inhibidor modificado no mostraban la mayor parte de

[3

_las veces ninguna fluorescencia y sdlo en algunos pocos

casos contenian pequefios liugares luminosos. Este ensayo
mostrd de manera inequivoca que el inhibidor cuyo punto
isoeléctrico ha sido disminuido es almacenado muchisimo
menos, o incluso no es slmacenado, en los rifiones.

' En ensayos previos se comprobd ademds, medisnte

~doble difusidn, que el preparado de anbticuerpos utiliza-

do no sblo reaccionaba frente al inhibidor natural, sino
también frente a sus pfoductos de reaccidén de acuerdo
con el invento,

Para la determinacidn de la actividad de . los
inhibidores de tripsina-calicreina’ﬁodificados se proce-
dié del siguieﬁte nodo:

Ta solucibén de inhibidor fue previamente incu-

badg con una cantidad esbablecida (correspondiente a una

~10~
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deterninada activided) de solucién de tripsina; despuéds
de corto tiempo se aflade un gubstrato apropiado para
tripsina, por ejemplo N-benzoil~arginin-4-nitroanilida
(BAPA) y después de algin tiempo y tras haber detenido

la reaccidn se mide cuantitativamente en un fotdmetro
con longibud de onda apropiada, por ejemplo 405 mP, 1la
coloracidn de amarillo debida a la separacidén de para-ni-
trofenol producida por tripsina no inhibida,.

En particular se procede en este caso incubatido
una cantidad de tripsina (trips?na, cristalizada, purisi-
ma) que, determinada de modo previo, reunida durante %0 |
ninutos a 372C con BAPA, préduce una determinada extin-
cién a 405 M, junto con cantidades crecientes del inhi-
bidor en un volumen constsnte. Despuds de incubacidén pre-
via durante %C minutos se aflade la cantidad patrén. Is
reéccién, después de 30 minubos de incubacidn con BAPA
a~5790, es detenida por adicidn de &cido acético diluido
y se mide la colorscidn de smarillo qQue ha aparecido.

Si se registradien un disgrama las cantidades afladidas de
inhibidor en funcidén de los correspondientes valores de
extineidn, se obtiene una curva, q partir de la cual se
puede determinar con facilidad 1ajcantidad de inhibidor
que era capaz de inhibir hasta Lle mitad en cuanto a su
efecto a la cantidad de tripsins afladids siempre en can-

tidad constante. Ya que era conocida la activided o .can-

11~
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$idad de tripsina que se habia éﬁadido, puslie calcularse
a partir de ello el nlmero de mg deé inhibidor que eran
capaces de inhibir a una determinada‘cantidad de tripsi-
na, . '

En este ensayo, aproximsdamente 1 mg del inhi~
bidor modificado son capaces de inactivar aproximadaemente
3 mg de tripsina. | '

El inhibidor de tripsine-calicreina modificado
de acuerdo con el invento sirve como medicamento en el
caso de hemorragias como consecuencia de fibrindlisis
excesivaj asi, por ejemplo, sirve en la cirugia en el
caso de hemorragias de préstata o perturﬁéciones de c¢i-
catrizacién de heridas, en la medicina interna como. te-
rapia adigional en el caso de hemb6filos, en ia ginecolo-
gla en caso0s de placenta previa, muerte @el‘feto intrau-
terina y hemorragia ulterior aténica, y para la profila-
xia en el caso de operaciones en 6rganos parenquimatosos
Y en el caso de prostatectomias y embolias grasientas.

Lios nuevos medicamentos de acuerdo con el inven-
to son inyectados por via intravenosa en solucidn isotd~-
nica o son adadidos por goteo permanente después de habexr
dilufdo en soluciones de infusiéﬁ, tales como por ejemplo

solucibén fisioldgica de sal comin. Como dosificaciones

entran en considerscién las de 0,15 - 3 mg por kg.

.

12
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Ejemplo 1.

Inhibidor de tripaina—calicreina~penta-dcido~L-glutimico

A una suspensidn de 900 mg de penta-Boc-inhi-
bidor de tripsins-calicreina, 386 mg (1,3 milimoles) de

5 HOL.H-G1u(0Bu®)-0Bu®, 175 mg (1,3 milimoles), de HOBL y
0,17 ml (1,3 nilimoles) de N~etilmorfolina en 10 ml de
dimetilformamida se afladen a 02C, 284 mg de DCC y se agi-
ta durantq 1 hora a 02C y durante 24 horaé a la tempera-
fura ambiente. El precipitado es filtrado con sucecidn y.

10 el producto filtrado es concentrado. El residuo es tritu-
rado con éter y secado. Rendimi;nto 1,39 g.

La sustancis obtenida de este modo es disuelta
en 10 ml de dcido trifluorocacético. Se dejs reposar duran-
te %0 minutos a 1la temperatura ambiente y a continuacibn

15 se concentra en vacfo. El residuo es triturado con éter
y filtrado con succidn. '
Rendimientq 1,17 8.
Ta sustancia asl obtenida es dializada frente a agua y
secada por congelacidén. Rendimiento 710,% mg.

20 325 mg de la sustancia diélizada y secada por congela-
cidn sbn cromatografiados sobre Sephadex LH 2O(R) (colum~
na de 100 x 2,5 cn) en el sistema;de 4cido acético gla-
cial/butenol/agua (2:4:20). Se aislan 228 mg de uns
fraccidn pura.

25 Andlisis de aminodcidos: proporcidn Gly:Glﬁ = 6:8,5

(tebrica 6:8)

20=-8-74 1%



[,

10

15

. 20~8~74.

20

25

N o v i L bt st s s

Ejemplo 2

Inhibidor-de tringina-calicreina-penta-(Glu-Glu-OH)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina~cali-
cieina son hechos reaccionar andlogamente al Ejemplo 1
con 625 mg (1,3 milimoles) de HCl.HuGlu-(OBut)—Glu(OButl
~0But. Después de tratamiento con écidoAtrifluoroacético
¥ subsiguiente didlisis se obitienen 770,4'mg de sustan~
cia bruta, 500 mg de esta sustancia bruta son purificados
igual que en el Ejemplo 1l. , '
Rendimiento %82 mg de una fracciép pura.

Anjlisis de sminodcidos: propofbién,Gly:Glu = 6:14,6

(tebrica 6:13).

Ljemplo 3 °

Inhibidor de tripsina-calicreina-nenta-(Glu-Glu-Glu-CH)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsins-cali-
creina son hechos reaccionar anilogamente al Ejemplo 1
con 867 mg (1,3 milimoles) de HCL.H-Glu(0Bu®)-Glu(0Bu®)-
Glu(OBut)-OBut. Despuéds de tratamiento con dcido trifluo-—
roacético se obtienen 1,355 g de sustancia bruta, que
son cromatografiados en jcido acéyico 0,1 M sobre Sepha-
dex G 25 (®) (columné de 200 x Q/ém).
Rendimiento 674,9 mg de una fraccibdn pura.
Andlisis de aminodcidos: proporcidn Gly:Glu=6:18,3 (tebri-

ca 6:18)

Ll
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Ejemplo 4

Tnhibidor de tringina-~calicreina-penta-(Glu~Glu-Glu~Glu-0H)

900 mg de penta-Boc—inhibidor de tripsina-cali-
creina son hechos reaccionar andlogamente al Ejemplo 1
con 1,11 g (1,3 milimoles) de HCL.H-Glu(OBu®)-Glu(oBu®)-
Glu(OBut)—Glu(OBut)—OBut. Después de tratamiento.con Sci-
do trifluoroacético se obtienen 1,15 g de sustancia bruta,‘
que son cromatografiados en dcido acético 0,1 M sobre
Sephadex G 25'(R) (colunna de 200 x % cm). Rendimiento
745 mg de una fraceidbn pura.
Andligis de aminodcidos: proporcidén Gly:Glu=s 6:23,4

(tebrica 6:23)

Ejemplo 5

Inhibidor de tripsina-calicreina-pents-dcido aspirtico

900 mg de penta~Boc-inhibidor de tripsina~ca-
licreiné son hechos resccionar anilogamente al Ejemplo
1 con 365 ng (1,3 milimoles) de HCL.H-Asp(OBu®)-0Bul,
Después de tratemiento con dcido trifluorocascético se
obtienen 1,083 g de sustancia bruta, que son cromatogra-
fiados en 4cido acético 0,1 M sobre Sephadex G 25 ()
(columna 200 % 4 cm). o ‘
Rendimiento 707,6 mg de una fraccién pura.

Andlisis de aminodcidos: proporcidén Gly: Glu: Asp =

"= 6:3%,2:10,5 (tedrica 6:3:10)



Ejenplo &

Inhibidor de tripsina-calicreinafpentaé(ﬁlu—Asp-OH)

900 mg de penba-Boc-inhibidor de tripsina-ca-~

licreina son hechos reaccionar anilogamente al

- 5 1 con 610 mg (1,3 milimoles) de HCL.H-GLlu(OBu’)
T

Ejemplo
~Asp(0Bu’)-~

OBu#. Después de tratamiento con 4cido trifluorocacético

R se obbtienen 1,1 g de sustbancia bruta, que son cromato-

grafiados en &cido acético 0,1 M sobre Sephadex G 25 (

1?5 _ 10 fraceibn pura.
i : : _ = 6,0:8,5: 10,5 (tedrica 6:8:10)

Ejemplo Z'

R)

(columna de 200 x 4 cm). Rendimiento 759,3 mg de una

Andlisis de aminoicidos: proporcidon de Gly:Glu:Asp =

@ . 15 Inhibidor de tripsina~-calicreina-penta-{Glu~Glu-Asp)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-ca=-

licreina son hechos reaccionar andlogamente al Sjemplo

1 con 848 mg (1,3 milimoles) de HOL.H-Glu(0Bu®)
%

20 fluoroacético se obtienen 1,266 g de sustancia

~G1u(0Ru’)

-Asp(OBut)~QBu . Después de trotamiento con dcido tri-

bruta

que son cromstografiados en dcido acético 0,1 M sobre

Sephadex G 25 (R) (columnéﬁde 200 x & cm).

Rendimiento 727 mg de una fraccidn pura.

An3lisis de aminodcidos: proporcidn Gly:Glu: Asp = 5,5 :

25 ‘13,6 : 10,0 (tebrica 6: 13: 10).

20874 ~16w
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Ejemplo 8
Tnhibidor de tripsina-calicreina-penta-~(Asp-Glu~-Asp)

900 nmg de penta~Boc-inhibidor de tripsina-cali-
ereina son hechos reasccionar'anilogamente al Zjemplo 1
con 8%0 mg (1,3 milimoles) de HCl.H-Asp(OBuﬁ)-Glu(OBut)-
Asp(OBut)-OBut. Después de trataniento con dcido trifluo-
roacético se obtienen 1,25 g de sustancia bruta, que son
cromatografiados en dcido acético 0,1 M sobre Sephadex
G 25 (1) (columna de 200 x 4 cm, -
Rendimiento 628,4 mg de una fraccidm pura.
Andlisis de sminodcidos : proporcidn Gly:Glu:Asp = 6,0 :

8,0 : 15,1 (Lebrica 6 : 8:15).

Ejemplo 9

Inhibidor de trivsina-calicreina-penta(Glu-Asp-Glu~Asp)

900 mg de penta-~Boc-~inhibidor de tripsina-ca-~
licreina son hechos reaccionar andlogamente al Ejemplo
1 con 1,07 g (1,3 milimoles) de HCl.H-Glu(OBut)-Asp(QBut)
—Glu(OBut)-Asp(OBut)-OBut. Después de tratamiento con
dcido trifluorcacético se obtienen 1,54 g de sustancia
bruta que son cromstografiados en dcido acético 0,1 M
sobre Sephadex G 25(R) (columna de 200 x & cm). Rendi=-
miento : 6%4 mg de una f;accién pUra .
Andlisis de aminoécidos::proporcién Gly:Glu:Asp =5,7 :

13,0 : 15,6 (tebrica 6 : 13 : 15)

17
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Ejemplo 10

Inhibidor de tripsina-cslicreina-penta-(Glu-D-Glu~Oiie)

900 mg de penta-Boc~inhibid5r de tripsina-cali-

creina son hechos resccionar andlogamente al Ejemplo 1

con 597 mg (1,3 milimoles) de HCL.H-GLu(OBu®)-D-Glu(0Bu®)-
OMe (J. Chem. Soc. Perkin I 1972, pigina 1) andlogsmente
al Ejemplo 1. Despuds de tratamiento con &cido trifluoro-
acédtico se obtienen 1,2 g de sustancia bruta que son cro-
matografiasdos en 4cido acético 0,1 M sobre-Sephadex G'
25(R) (columna de 200‘x 4 em).

Rendimiento 654 mg de una fraccidn pura.

Anélisis de aminodcidos: proporcidn Gly:Glu = 6 : 13,7

(tebrica 6:13).

Bjemplo 11

Inhibidor de tripsina-caliereina-penta-(Asp-Glu-NH,)

900 mg de penﬁa—Boc-iphibidor de tripsina-ca-
licreina son hechos reaccloner andlogsmente al Ejemplo _
1 con 533 mg (1,3 milinoles) de HCl.H-isp(OBu’)-Glu(0Bub)-
WH, (obtenido por hidrogenacidén catalitica de Z-Asp(OB 1;)--
Glu(0Bu®)-NH,, que esté descrits en J. Chem. Soc. C.
(1968) péigina 531). Después de tratamiento con 4cido tri-~
fluoroacético se obtienen 1,18 g de sustancia bruta, que
son cromatografiados eniécido acético 0,1 M sobre Sephsdex

G 25(R) (columns de 200 x 4 cm).

~18-
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Rendimiento 640 nmg de una fraccidbn pura.
Andlisis de aminodcidos: proporeidn Gly:Glu:Asp =

6,0:8,6:10,% (tebrica 6:8:10).

5 Ejemplo 12

Inhibidor de tripsina-calicreina-penta—~(Asp~Ser-—Asp~OH)

900 mg de penta=-Boc~inhibidor de tripsina-ca-~
licreins son hechos reaccionar andlogamente al Ejemplo 1 -
con 720 mg (1;3 milimoles) de HOl.H-Asp(OBu’)-Ser-Asp(0Bul).

10 oBu®. (J. Chem, Soc. C. Org. 1Q69, pégina 2218).,Después ‘
de trataniento con 4cide trifluoroscético se obtienen 1,37
é de sustancia brﬁta, que sén cromatografiadds en acido
acético 0,1 M sobre Scphadex G 25(R) (colunna de 200 x
4 cm). |

15 Rendimiento 710 mg de una fraccidn pura.
Andlisis de aminodcidos: proporcidn Gly:Asp:Ser = 6:15,5:

4,9 (tedrics 6:15:6).

Ejemplo 1%

Inhibidor de tripsina-calicreina-penta-(Glu~Glu—~D-Glu~OH)

900 ng de penta-~Boc~inhibidor de tripsina-~calicreina
son hechos reaccionar andlogamente al Ejemplo i con 867
ng (1,3 milimoleg) de HClfH-Glu(OBut)-Glu~(OBut)—D;Glu(OBu?,
OBut. Degpués de tratamieﬁto con 4cido trifluorcacético .

25 se obticnen 1,25 ¢ de sustancia bruta, que son cromabo-

20~8-74 ~19-
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grafiados en dcido acético 0,1 M sobre Sephadex G 25<R)
(columna de 200 x 4 cm).

Rendimiento 683,2 mg de uns fraccidn pura.

Andlisis de aminodcidos: proporcibén Gly:Glu = 6,00:18,07

(tebrica 6:18).

Ejemplo 14

Inhibidor de tripsina~-calicreina~penta~(D=Glu=~D=Glu-D-Glu-~

OH)

900 mg de penta-Boc-inhibidor de tripsina-cali-
creina son hechos reaccionar aﬁélégamente al Ejemplo 1
con 867 mg (1,3 milimoles) de HOL.H-D-Glu(0Bu®)-D-Glu(0Bu®)
D~Glu(OBut)~OBut. Despuds de tratamiento con fcido trifluc-

roacético se obtienen 1,52 g de sustancia brute, que son

- cromatografiados en &cido acético 0,1 M sobre 3ephadex

G 25(R) (columna de 200 x 4 cm),
Rendimiento 652,9 mg de una fraccidn pura.
Andlisis de aminodcidos:proporeidn Gly:Glu = 6:18,88 (ted~ -
rica 6:18),

Preparacidén de lss sustancias de partbida

2) 7-Glu(0Bu’)-Glu(OBu®)-0Bu’

10,4 g (20 milimoles) de Z-GLlu(OBu®)-OH.DCHA
son agitados a 09C entre 100 ml de &ter y 20 ml de Hy80,
1N, La fase en éter es secada con sulfato de sodio y es

concentrada. Bl residuo es disuelto en 50 ml de dimetil-

~20-
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formemida, A esta solucidn se afiaden 5,91 ; (20 milimo-

t, 2,7 g (20 milimoles) de

les) de HCL.H-Glu(0Bu®)-OBu
HOBt, 2,6 ml de N-etilmorfolina y a 02C 4,4 g de DDC (en
forma de solucidn en dimetilformamida). Se agita durante

1 hora a 09C, durante 2 horas a la temperatura ambiente

y se deja reposar dursnte la noche a la temperatura am-
biente. Al dia siguiente se filtra con succibn el preéipi«
tado y se concentra el producto filtrado. El residuo es
disuelto en acetato de etilo y la solucibn es.lavada suce~
sivamente con solucién de NaHCQE,.don solucién de KH30,,
con solucién de NaHCOz ¥y con agua, es secada con sulfato
de sodio y es concentrada. ﬁl residuo es cromatografiado
en acetato de etiio sobre aproximadamente_50 g de A1203
bésico (etapa de sctividad I Woelm). El eluato es concen-
trasdo y secado en alto vacio .

Rgndimiento 10 g de aceite (al 86%). Después de algﬁn‘

tiempo cristalize el aceite, punto de fusidn 882C,

CyollyglpOg (578,7)

calc.: c62,26 H 8,00 N 4,84
enc.: ¢ 62,3 H 8,1 N 5,1
+ . i t
b) HCLl. H-Glu(0Bu“)-Glu(0Bu’)~0Bu
9,6 g de Z~Glu(OBut)~Glu(OBut)—OBut son disuel-

tos en metanol, mezcladés con catalizador de Pd e hidro-

2]
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genados a pH 4,5 con ayuds de un autovalorﬁiqf con adi-

cibn de HCL metandlico 2N. Después de heberse terminado

la hidrogenacidn, el catalizador es filtrado con succidn
y el producto filtrado es concentrado. Rendimiento 7,3 g
de aceite (al 91%).

022540N2O7.H01 (481,04)

¢) 7-61u(0Bu®)-G1u(0Bu’)-c1u(0But)-0Bu®

A una solucién de 6,2 g (12,9 milimoles) de
HC1.H-Glu (0Bu’)-Glu(0Bu®)~0Bu®, 1,74 g (12,9 milimoles)
de HOBt, 1,68 ml (12 milimoles) de N~etilmorfolina en GO
ml de dimetilformamida se aﬁad;n 6,65 g (12,9 milimoles)
de Z—Glu(OBut)-OTcp, se agita durante 5 minutos y se con-
centra en alto vacio., Bl residuc es disuelto en acetato
de etilo y es extraido por agitecién como en a). Después
de secar sobre sulfato de sodio se concentra vy se tritu~
ra el residuo con éter de petrdleo. Se enfria a 02C y
se filtra con succidn,

Rendimniento 3,3 g (70%).
Punto de fusidbn: 111~1132C.

fﬁ:}%g = ~29,82 (¢ = 1, metanol)
Oyl N30y (763,9%) '

calec.: ¢ 61,35 H 8,04 N 5,51
enc,: ¢ 61,2 H 8,0 N 5,6

\
i

s
-

/
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a) HEL.A-Glu(oBu®)-Glu(oBu’)-G1lu(0Bu
5.8 g (7,6 milimoles) de Z-Glu(0Bu®)=01u(0Bub)-

b son hidrogenados cataliticamente en metanol

¢1u(0Bu®)-0Bu
como en b). Rendimiento 4,8 g de aceite (a3l 953).
5 CyqHoglz0 o » HOL (666,3)
' e) 2~Glu(0Bu®)-G1u(oBu®)~61u(0Bu*)-61u(0Bu")~0Bu
A una solucidén de 3,9 g (5,85 milimoles) de
HOL.H~G1u(0BuY)~G1u(0Bu’)~61u(0Bu®)~0Bu®, 0,79 g (5,85
milimoles) de-HOBt y 0,76 ml (5,85 milimoles) de N-etil-

t

10 morfolina en 50 ml de dimetilformamida se afladen 3,05 g
(5,85 milimoles) de Z—Glu(OButi-OTcp. Se agita durante
1 hora a la temperatura ambiente y se somete a tratamien—
to como en ¢). Rendimiento 4,75 g (86%) Punto de fusidn
119 s 1l209C.

15
[E&]%Z = - 29,18 (¢ = 1, mebanol)
OygHngy0y5  (949,2)
cal.: ¢ 60,75 H 8,08 N 5,91
enc.: ¢ 60,6 H 8,0 N 5,8

20 ) .
£) HOl.H-Glu(0Bu’)-Glu(0Bu?)~61u(0Bu’)-c1ucomut)~0mu®
4,4 g (4,65 milimoles) de Z-Glu(OBu®)-Glu(OBul)-

Glu(OBut)--Glu(OBut)--OBut gon hidrogensdos cataliticamen-
te en etanol como en b).

25 Rendimiento 3,85 g de aceite (987

20~8-74 ‘ ) ~25-
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CyollooliyOyz + HCL (85L,5)
&) Z-Glu(oBu®)Asp(oBu’)-05u’

52 g (0,1 moles) de Z-Glu(OBu®)-OH.DCHA son
agitados entre éter y 100 ml de Hy80, 1N a 09C. La fase
en &ter es lavada una vez con agua, es secada con sulfa-
to de sodio ¥y conéentrada; £l residuo es disuelfo en 200
ml de dimetilformamida. A este solucidn se afiaden 28,1 g
%)

(0,1 moles) de HCL.H~-Asp(OBu -OBut, 13,5 g de HOBt (0,1 -

" moles), 1% ml'de N-etilmorfolina (0,1l moles) y a 02C

se afiaden 22 g de DCC (en forme de solucidén en dimetil~-
formamida). Iuego se procede-como en a). Bl residuo cris—-
taliza al triturar con &ter de petrdleo. Rendimiento 42,9
g (76%), punto de fusidén 128 a 1302C. Para la purificacidn
adicional ia sustancia fué disuelta en éter & cromatogra-
fiada sobre 120 g de A1205 bédsico. ‘
Rendimiento 34,7 g, punto de fusibn 131 a 132 e(C,

(oL %2 = =17,9¢ (¢ = 1, metanol)

calc.: ¢ 61,70 H 7,86 N 4,9
encont.: C 61,7 HE 7,8 N 4,9
h)BOL.B-GLu(0Bu®)-Asp(0Bul) -0Bub

34,5 5 (62 milimoles) de Z-Glu(OBut)-Asp(OBut)-

t . . _
OBu” son hidrogensdos cataliticamente en metanol como en

b). Rendimiento 29,3 de aceite (al 1003).

~24~
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3) Z-G1lu(OBuY)—21u(0Bu’J~Asp(0Bu’)-0Bu"

A una solucién de 1,25 g (26,7 milimoles) de
HOL.H-Glu(0Bu’)-1sp(0Bu’)-0Bu®, 3,6 g (26,7 milimoles)
de HOBt, 3,5 ml (26,7 milimoles) de N-etilmorfolins en

5 100 ml de dimetilformamida se afiaden a la temperatura
ambiente 13,82 g (26,7 milimoles) de Z—(‘ﬂu(OBut)-OTcp.
Se deja reposar durante 1 hora y se somete a tratamiento
como en ¢). Rendimiento 24,7 g de aceite. Para lz purifi—.
cacibén adicional, el aceite, disuelto en éter, es crous- .
10 tografiado sobre 75 g de A1203-bééico. Rendimiento 17,65 . -

g de masa smorfa (88%),

[d‘:} ]2)2= -2%,92 (¢ = 1, metanol)
OngllsglzO1p  (749,9)
15 calc.: C 60,86 H 7,93 N 5,61
enc.: ¢ 60,3 H 7,9 N 5,6
3) HOL.H-G1lu(0Bu®)-G1lu(0Bu®)~Asp(0Bu®)-0Bu

17 g (22,7 milimoles) de Z~Glu(0Bu)~Glu(0Bu®)-
N

t

Asp(OBut)-OBu son hidrogenados cataliticemonte en metanol

20 anélogamente a b), )

Rendimiento 14,34 g de masa amorfa (97%)

030H55N301o . HC1 (652,2)

k) Z-Asp(OBu®)-Glu(0Bu’)~Asp(0Bu’) ~0Bu’

25 ' A una solucidn de 12,5 g ( 26,7 milimoles) de

20~8=74 S
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HCL.H-Glu(0Bu?) -Asp(0Bu®)-0Bu? 3 3,5 ml (25,7 milimoles)
de N-etilmorfolina en 100 ml de dimetilformamida se afla-
den 11,25 g (26,7 milimoles) de Z-Asp(OBu’)-OHSu y se he-
ce reaccionar a la temperatura ambiente durante aproxima-
damente 20 horas. Se somete a tratamiento de modo andloso
a ¢). El residuo (18,4 g de aceite), para efectuar la pu-

rificacidn es disuelbo en éter y es cromatozrafiado sobre

50 g de A1y05 bésico.

Rendimiento 15,4 g de sustancia amoxrfa (68%).

E°§)§2 = -2%,92 (c = 1, metaﬁol)

cale.: ¢ 60,4 H 7,81 ®W 5,71
Cenca.: |C 60,0 H 7,1 N 5,6
1) HCL.H-Asp(0Bu®)-Glu(0Bu’)-Asp(0Bu®)-0Bu’
12,8 g (17,4 milimoles) de Z-Asp(OBu®)-Glu(OFu’
Asp(OBut)~0But son hidrogenados‘cataliﬁicamente en neta-

nol anilogamente a b).

Rendimiento 10,4 g de sustancia amorfa (94%5),

OpgHs; N3010 + HCL  (638,2)
m) Z-Glu(0Bu®)-Asp(0Bu’)-a1u(0Bu’)-asp(0Bu®)-0Bu’

A uno solucidn de 6,4 g (10 milimoles) de
HC1,H-Asp(0Bu’)~G1u(0Bu®)-asp(0Bu®)-0Bu®, 1,35 g (10 mi-
limoles) de HOBt y 1,3 ml (10 milimoles) de N-gtilmorfo-

25
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lina en 40 ml de dimetilformanmids se afiaden 5 g (10

nilimoles) de Z-G1lu(OBu®)~OTcp, se ogits durante 1 hora
a la temperaturs smbiente y se somete a tratamiento and~
logamente a ¢). El residuoc es triturado con éter de pe-

5 tréleo. Rendimiento 7,4 g (80%), punto de fusibn 1962C, .

[eé]zg. = 24,62 (¢ = 1, metsnol)
D
Cal: ¢ 59,98 H 7,88 N 6,08
10 enc: 59,6 H 7,8 N 6,1.

n. HOL.H-GLu(0Bu’)-Asp(0Bu’)=G1n(0Bul)-Asp(0Bu’ )~0Bu’®

9 & (7,6 milimoles) de Z-G1lu(0Bu?)-Asp(0Bu®)-Glu(0Bub)-

-Asp(OBut)--OBut son hidrogenados cataliticamente en me-

tanol andlogsmente a b). Rendimiento 6,1 g de sustancis
15 amorfa (97,5 %)

058H66N4013 .. HCL  (823,4)

Penta~Boc-inhibidor de bripsina~calicreina

& ) 1,3 g de inhibidor de tripsine-calicreina
son disueltos en 10 ml de agua. A esto se afladen 50 ml
20 de dimetilformamida y 4,4 ml de solucién saturada de
NaHGOa. Tuego sé afladen 430 mg de Boc~ONSu, se asgita
a la temperatura smbiente durante 1 hora y se deja re~- '
posar durante la noche. ALl dls sigulente se acidifica
a pH 5 con dcido acético. 2N. Ls solucibn transparente

. 25 ‘es concenbtrada en alto vecio. El residuo es triturado

- 20-8-74 - =27
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con agua, filtrado con succidn, bien laﬁa&o con agua y
secado. Con acetato de etilo se triturs nuevamente,-se
filtra con suceidn y se seca. Rendimiento : 360 ng.

Ta electroforésis en papel proporciond en me-
dio dcido una sustancia homogénea, que era diferente del
inhibidor de btripsina-calicreina.

fa ) 1,3 g de inhibidor de tripsina-calicreina
son suspendidos en 20 ml de dimetilfﬁrmamida. A esto se
afiaden 270 mg de HOBt, 480 mg de Boc-ONp ¥y 0,14 ml de
1,1', 4,4'~tetrametilguanidina. En varias porciones se
afladen 0,7 ml més de 1,1', 4,4;-tetrametilguanidina y
480 mg més de Boc-ONp., Se agita en total durante 2 dias
a la temperatura ambiente, se concenbtra y se agita el
residuo con acetato de etilo. EL precipitado es btritu-
rado con etanol y filtrado con succiébn. Rendimiento
950 mg. El producto obtenido es idénﬁico segin electro=-
forésis en papel a la sustancia obtenida de acuerdo con
A e

‘ﬂ) 7 g de inhibidor de tripsina-celicreina
son disuelbtos en 77 ml de agua, A esto se afladen %15 nml
de dimetilformamida, 24 ml de solucidn saturada de
NaH003 y 14 ml de Boc-azida. Se agita durante 5 horas a
3590 cbn dcido acético 2N se acidifica o pH 5 y se con=-

centra en alto vacio. Bl residuo es btriturado con sgua

-y filtrado con suceidén, Rendimiento: 6,5 g. El producto

2B
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obtenido es idéntico segln electroforesis = papel a
la sustoncia obtenida de acuerdo con o)

Prenapacidn de las sustancias de pertida.

p. HOL.H~D~Glu (0Bu’)~D-Glu(0Bu’)~D~G1u(03u’)-0Bu’

5 Se prepars de manera andlopa a a), b), ¢), ¥
d). a partir de los cérrespondiéntes derivados de 4cido
D-glutdmico. ILos puntos de fusidn corresponden a los
compuestos L. Las rotaciones especificas de los compues~
t0s D se corrésponden en su magnitud también a las de
10 los compuestos 1, pero tienen qn signé opuesto.

Q. Z=G1u(0Bu®) =D-Glu(0Bu’)-0Bu® |

A una solucién de 2,96 g (10 milimoles) de HCL.H-D-Glu’

(0Bu")-0Bu® y 1,35 g de HOBt en 20 ml de dimetilforma-
mida se aifladen 5,17'g de Z—Glu(OBu?)—OTcp ¥y 2,6 ml de

15 N-etilmorfolina., Después de 1 hora se concentra, se re-
coge el residuo en acetato de etilo y se lava con aguas,
con solucidn saturada de NaHCOz, con solucién de KHS0,
¥y con soluciép de NéHCOB, se seca sobre N52804 ¥ se con~
centra. Para la purificacidén se cromstografia en cloruro

20 dé metileno sobre‘7o g de gel de silice. Después de que
se hubo eluido con 400 ml de cloruro de metileno, la
sustancia se eluyd con la mezcla de cloruro de metlleno/
acetona (9:1). Rendimiento 5,3 g de aceite.

». HOL.H=G1lu(OBu®)~D-Glu(0Bu’)—0Bu’

25 5,5 g de 2-GLu(0Bu®)-D-Glu(0Bu®)~0Bu® cleoso son hidro-

20874 . -29~
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genados cataliticamente de modo andlogo sl Ejemplo b).

Rendimiento 3,64 g de asceite.

5. Z-G1u(0Bu’)-61u(oBu®Y —p-c1u(oBut)~0Bu’

A-uns solucién de 3,6 g de HCL.H~Glu(OBu®)~Glu(0Bu®)-D-
5 Glu(oBu)~0Bu® y 1,01 g de HOBG en 20 nl de dimetilfor-
. ‘ | , mamida se aiaden 0,97 ml de N~etilmorfolina y 3,88 g
de Z-Glu(OBut)—OTcp. Después de 1 hora se somete 8 tra-
tamiento andlogamente al Ejemplo c¢). |

Rendimiento 4,35 g, punto de fusidn 129-1302C.

i 10

g [d‘ 32 = =10,42 (c=1, en meta.nol).
Z% : '

,' £ . HC1 . H=G1u(0Bu’)~61u(0Bu®) -D-c1u(0Bu®) -0Bu’

] 1,13 g de Z-Glu(OB 't)-Glu(OBut)-D—Giu(OBut)-OBut son
.E 15 hidrogenados cataliticamente de modo analogo al Ejemplo
-é b. Rendimiento 3,3 g de sustancia amorfa.
ABREVIATURAS _

,é Boc ter.~butiloxicarbonilo
.% 20 2 ’ benciloxicarbonilo

.é 0Bu® éster ter.-butilico

% ONp ' éster 4-nitrofenilico

% ONSu &ster N-hidroxisuccinimidico

2 OTep éster 2,4,5¥triclorofenilico_

25  DCHA . diciélohexilamina

!

20-8-74 : . -30=
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DCCV diciclohexilcarbodiimida

HOB% l—hidroxiﬁenzotriazol
Gly glicina

Glu glutanina

Aép ) -agparragina

Ser ‘ serina

Esta solicitud, que corresponde a la presenta-
da en Repiblica Federal Alemana, el 6 de Septiembre de 1973,
con el n® P 23 44 886:4, se acoge = los beneficios del ar-

t{culo 51 del wvigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién, propia y nueve gque se
presentan bara que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Espalia, por VEINTE afios, son los gque e
recogen en las relvindicaciones siguientes: . -

18,~ Procedimiento para 1a preparacién de deri- -
vados del inhibidor de tripsina-calicreina bésico obtenido A
de 8rganos de memiferos, en donde los cinco grupos carﬁoxi—
lo presentes de la molécula de péptido estdn prolongedos

en forma de amidesmedisnte radicales péptidos de la férmu-

- 31 -
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—NH—?H—CO—(NHACH-CO-)XW (1)
}e

en la que X representa los nimeros O hasta 10, Y significa

hidrégeno o un radical alcohilo de cadena recta o ramifica
'-,f :” da con 1 a 5 dtomos de carbono, que eventualmente estd sug
titufdo con un grupo carbonilo, hidroxilo o carbonamido,

107 pudiendo significer el radical NH-CH-CO tambidn el radical

{;ji prolina, y en donde Y, caso de que X sea 0, significa -CHy-
j,?:" . =COOH ¢ —CHp~CH,~COOH, y caso de que X represente los nime
o _ ros 1 hasta 10, por lo menos una cadena lateral Y represen
U 157% 't ~CH,-COOH o -CH,~CHp~COOH, en donde edemds W significa
o ~OH, pero en el caso de presencia de por lo menos dos gru-
pos carboxilo en las cadenas laterales, puede significar
también -NH,, ~NH-CHy, ~NH~C,Hs, ~0CH, é -0C,Hg, caracteri
zado porque el inhibidor de tripsina-calicreina cuyos cin-
.A20?j' ' co grupos amino primarios estén pfotegidos mediante grupos
S protectores fécilmente separables en medio 4dcido, se hace
reaccionar con aminodcidos o péptidos de la férmula general
- II,

NH —CH—CO—(NH—CH—CO) e
2 | 1 X (I1)

R Y Y
. ‘25
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en la que Y y £ tienen los significados 1.xd1cadoy, pero los
grupbs carvoxilo existentes en Y, estdn presentes en forne
de éster ter.-butilico,_ it significa ter.-butoxi, pero en
el caso de presencia de por lo menog 2 grupos éster tgr,;pg
5 . tllico en las Cduuu¢s later: lev puede sivnifiéar tanovidn
=kHp, LI—VH3, 1H~C»HE, OCH3 é “002“5’ en presenCLJ de l~
—hldroxi—benzotrluzol y d1c1clohex110ar00uiimida, y @ couti
nuacidn se separan en medlo ucldo los Jrupos proLecﬁﬁPeS-
a.- Procediriento pararla preparacion de deriba
flO‘u " dos del inhibidor'de tripsiné—calicféina bésico obtenido de
organos de mamlferos. ‘ | | f': L
e o ‘ Tal ¥ como ae ha dcacrlto en la Memorla que unte
cede § con los fines que se han especificado.  " m}”
_ A usta kemorie consta de treinta y ires hoaas es c1L¢ -
;gj | taa a méquina por unu sola cart. - ; fui
- | Ledrid, -3 MAR, 1975
SN | P o

- . o Albértode«: ug;,.” -

26.2.75.,
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