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1" cidén inhibidora de la proteasa.

- procedimiento para su obtencién por reaccién de BPTI o deriva-— -

La presente invencién se refiere a nuevos deri-
vados del inhibidor tripsina-calicreina de érganos animales,
preferentemente de Srganos de reses (denominado a continuacidn |

BPTI, es decir "basic pancreatic trypsin-inhibitor") a un

dos de BPTI con grupos carboxilo libres, con carbodiimida, y
en caso dado, a contimuacién, desamidizacién o cépulacién azbi-
ca con sales diazéicas. La invencién se refiere ademds al em-
pleo de estos nuevos derivados de BPTI como medicamentos, es-
_pecialmente como medicamentos cuyo efecto'sg basa en una fun-
Ya es conocido que el BPTI /H. Kraut, E. K. Frey,
B, Werle, Z. Physiol. Chem., 189, 97 (1930)7, también denominado
inhibidor de Kunitz /M. Kunitz, H.H, Northrop, J. Gen, Phisiol.
19, 991 (1936)/, inhibe una serie de enzimas fisioldgicamente
importantes, tales como por ejemplo quininofenina (quininoge-
nasas), plasmina, quimotripsina y tripsina (B. Yerle en W.
Brendel, G.L. Haberland: Neue Aspekite der Trasylol-Therapie,
5, 9, F. K. Chattauver-Verlag Stuttgart-New York 1972; H. Fritsz,
H. Tschesche, L.J. Greene, E, Truscheit (Hrsg): Proteinase In-
hibitors (Bayer Symposium V); Proc, 2nd International Research
Conference, Springer-Verlag Berlin-Heidelberg-New York 1974).
El BPTI se emplea como aprotinina (nombre genérice) para la
terapia y profildxis de estados de shock asi como para la pro-
fildxis de  complicaciones post-operativas y post-traumdticas.
Eg conoecido que los'grupos carboxilo de las pro-
teinas pueden reaccionar con los grupos amino de las proteinas
durante la reaccidn con carbodiimidas bajo reticulacidén in-

tra- y/o intermolecular /J.C. Cheehan y J.J., Hlavka, J.. Amer.

Chem. Soe. 79, 4528 (1957)/ Ademds se ha observado la formacidn
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~ valores pH entre 3 y 11, los productos de reaccién formados,

de derivados de acilirea de las proteinas bajo las mismas con-
diciones, /J.P. Riehm y H.A. Scheraga, Biochemistry 5, 99
(1966)/.

Se ha descubierto que se obtienen nuevos deriva—
dos del BPTI, en el cuval estdn modificados una parte o todos
los grupos carboxilo del BPTI de origen natural o de sus de~
rivados que contienen grupos carboxilo, si el BPTI § los deri-
vados de BPTI con grupos carboxilo libres se hacen reaccionar

con carbodiimides en medio acuoso, o medio que contenga agua, bajo

en caso dado, se aislan y, en caso dado, a continuacidén se desz
miniza 6 en caso dado se transforma en su derivado azdico. Ade-
még.se ha descubierto que los nuevos derivados de BPTI de la
presente invencién tienen éfectos inhibidores muy.destagados.

La reaccidén de BPTI y de los derivados de BPTI
arriba indicados con carbodiimida se efectua preferentemente a
valores pH entre 4,5 y 7,5 en solucién acuwosa que, sin embargo,
también puede contener disolventes orgdnicos y/o sales y/o des-
naturalizantes,

La reaccidn segin la presente invencidn se efec-—
tua preferentemente a2 temperaturas entre -20%¢ vy o+ 50°C, en
especial entre 0% Y 30°C.

Por mol de BPTI o'bien derivado de BPTI se emplean
10-100 moles, preferentemente 30 hasta 60 moles de carbodiimida.

Las mezclas resultantes de las reacciones se pue-~
den, opcionalmente, fraccionar mediante procesos conocidos, por
ejemplo, por electroforesis, filtracidn de gel o cromatografia
de intercambio de idnes.

Como carbodiimidas se pueden emplear en la reac-

cibén segin la presente invencidn, para la obtencién de los com-
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~gente invencién:
N-ciclohexil-N'~/2-(4-morfolinil)~etil/-carbodiimida~metotolue~

" no-4~-sulfonato,

“hidrocloruro de N-etil~N'~(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida,

- yentes sean mencionadecs especialmente el dcido acético y la

puestos de la presente invencidn, una serie de carbodiimidas,
preferentemente carbodiimidas orgédnicas hidrosolubles, habién-
se destacado como especialmente adecuadas las siguientes car-

bodiimidas para la realizacién del procedimiento de la pre-

diciclohexilcarbodiimida,

N-terc,-butil-N'~(3~dimetilaminopropil)~carbodiimida,
hidrocloruro de N-ciclohexil~N'=(3-dimetilaminopropil)-carbo-
diimida,

hidrocloruro de N-isopropil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodii-
mida, |
N—ciclohexil-N'~(3~dimetilaminopropil)-carbodiimida~metotoluenq
4-sulfonato,

N,N'-diisopropil~carbodiimida,
N,N'-di-para-tolil-carbodiimida.

En el procedimiento de la presente invencién para
la reaccién de BPTI o bien derivados de BPTI coh carbodiimidasg
se efectua la elaboracidén del producto de reaccidn, preferente-
mente, separando primero los componentes de bajo peso molecular
de la mezcla de reaceidn por filtracidn de dicha solucidn de
reaccidn a través de columnas adecuadas (por ejemplo colummas

®

de Sephadex G 10), preferentemente con 4cidos o con solucio~

nes galinas o bien con amoniaco acuoso como aluyenie. Como elu-

solucidén de bicarbonato aménico. Los eluados conteniendo pro-

teinas se secan preferentemente por congelacidén y a continua-

cidn se cromatografian para la separacidén de los componentes
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de mayor peso molecular en una columma adecuada.

Como columnas adecuadas entran preferentemente
en consideracién las siguientes columnas: dextranos transverw-
salmente ramificados, columnas de agarosa, colummas de polig.
crilamida, tratdndose en todos los casos de tamices moleculares
y/o intercambiadores de iénes. Eluyentes son, a su vez, prefe-
rentemente los 4cidos y las soluciones salinas, especialmentie
el dcido acético, las sgoluciones tampén, tales como acetato
aménico ¥ fosfato sédico en mezcla con sal comén.

Ademés, los nuevos derivados del BPTI de la pre-
sente invencién se obtienen desaminizando total o parcialmente
a continuacién los derivados obtenidos por la reaccidén del BPTT
o de sus derivados con carbodiimidas, Para ello se hacen reac-
cionar los derivados con agentes suministradores de idnes ni-
trosilo, tales como sales, ésteres o anhfdridos mixtos del
dcido nitroso en solucidn acuosa, en @so dado en presencia de
aditivos, en sistema heterogéneo y homégéneo. Alternativamente
se puede realizar la desaminizacidn ulterior también por reac-
c¢ién de los derivados con compuestos diazonium no copulantes
adecuados., Como compuestos diazonium no copulantes sea mencio-
nada la sal diazonium obtenida de S-aminotetrazol por reacciédn

con nitrito.

Ademds, los nuevos derivados del BPTI de la pre-

sente invencién.se obtienen por copulacidén de los derivados !
obtenidos por reaccidén de BPTI o de sus derivados que contieneq
grupos carboxilo libres con carbodiimidas, a continuacién con
compuestos diazonium en solucién acuosa que, en caso dado ,

puede contener también disolventes orgdnicos, tales como por

ejemplo piridina, quinolina, dimetilformamida, sulféxido dime-

t{lico o hexametilfésforotriamida, y/o aditivos, tales como sa-



les, por ejemplo, hidroclopuro de guanidina o cloruro de 1litio
y/o no —electrolitos, tales como por ejemplo drea, obteniendo-
se derivados azo~BPTI.
-t Laé reacciones de copulacién se realizan, segin
5 f la reactividad de los compuestos diazonium a valores pH en-
| | tre 1y 12, preferentemente a un pH entre 5 y 10, reuniéndose
las soluciones del BPTI o de los derivados del BPTI en agua o
en los disolventes arribg mencionados que, en caso dado, pueden
contener los aditivos arriba indicados, con soluciones de
10 sal & diazonium. E1l pH de la mezcla de reacciébn se’ajuéta me-~
_’diante adicién de 6xidos de metal alcalino o bien de mefal
;alcalinotérreo, hidrdéxidos, carbonatos, hidrogenocarbonatbs
de metal zlcalino o bien alcalinotérreo o aminas terciarias;
tales-como por ejemplo trietilamina, N-metilmorfolina, trieta-
15 nolamina o piridinea, y se mantiene constante. Las reacciones
se pueden realizar, sin embargo, también en soluciones tam-
pén, especialmente tampones de fosfato o borate. Las veloci-
dades de reaccién se pueden regular convenientemente a tra-
vés del pH de la mezcla de reaccidn. _
20 El punto final de la reaccién se puede determi-
nar, por ejemplo, por reaccién de puntos,én el que una muestra
de la solucién de reaccién se hace reaccionaf con 1-(2~amino-
etilamino)-naftalina como componente de copulacién.
Durante las reacciones de copulacidn se mantienen
25 las temperaturas de las mezclas de reaccidn entre ~15°G hasta
3005, preferzntenente entre 0% NG 10°¢. Bajo circunstancias es
conveniente efectuar la copulacidn pfimeramente a tempersturas
entre 0°C y 4% y a continuacién elevar la temperatura hasta a

25°C, El compuesto diazonium en exceso se puede ligar, en caso

30 dado, antes de la elaboracién de la mezcla de reaccidn, por ejem
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“de BPTI en las soluciones empleadas para la copulacidn entre

médticos, as{ como heterocfclicos, que se cbtiernen de las co-

compuestos suministradores de iénes nifrosile especialmente

plo, por adicién de fenol a la solucién de reaccién. La pro-
poreién molar entre los compuestos diazonium y el derivado
de BPTI empleado asciende a 1:1 hasta 10:1, preferentemente

1¢1 hasta 5:1, encontrdndose las concentraciones en derivados

un 1 y 30%, preferentemente entre un 5 y 15%,
Como componentes azdicos son adecuados para la
obtencidén de los derivados de azo~BPTI de la presente invencién

los compuestos diazonium mononucleares o polinucleares, aro—

rrespondientes aminas. Estos pueden contener asimismo uno o
varios sustituyentes, Especialmente son adecuados los deriva-
dos de la anilina, por ejemplo, alquilanilinas, alcoxianilinas,
los derivados de haldégeno de la anilina, nitroanilinas, ciano-
anilinas, trifluormetilanilinas, acetaminoanilinas, amino-
acetofenonas, 4cidos aminobencenosulfénicos, 4cidos anilindi-
sulfénicos, dcidos aminobencenoarsénicos, dcidos aminobenzdi-
cos, aminodifeniléter; como aminas polinucleéres son especial~

mente adecuadas la c(f— y [ -naftilamina, as{ como sus deriva-

dos, por ejemplo, los dcidos aminonaftalinsulfénicos.

Como heterociclos se pueden emplear especialmente

el aminotriazol y los aminofeniliriazoles, que también pueden
estar sustituidos.

La diazotacién de las aminas empleadas en la azo-
copulacién segin la presente invencién se efectua segun proce-
dimientos usuales Zi. Pltter, en "Houben-Weyl, Methoden der
organischen Chemid', tomo 10/3, pdginas 1 y siguientes., Hrsg.
E, Miller bajo colaboracién de 0. Bayer, H, Meerwein y K. Zie-

gler, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1965/ por reaccién con
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1 ferentemente -20°C hasta QOC. La duracién de la diazotacidn

-minutos y varias horas. Los idnes de nitrosilo en exceso se

nitrito sédico en solucién dcido mineral o suspensién, en
caso dado en presencia de disolventes orgénicos, especialmente
de dimetilformamida, 4ecido acético o dcido propidénico, a tem=
peraturas desde -20°C hasta 50°C, preferentemente -5°C hasta
20°C, o también con 4cido nitrosilsulfirico o bién cloruro
nitrosilico en mezclas de 4cido acético~dcido propidnico bajo

adicién de dcidos minerales a temperaturas alrededor de pre-

es muy variable; depende de la solubilidad de las aminas asi

como de sus posibilidades de sustitucién y osecila entre pocos

destruyendespués de la diazotacién, por reaccién con dcido ami-
dosulfénico o drea para evitar una desaminacidén de los deriva-
dos de BPII por los idnes nitrosilo, tal y como es posible en
la realizacidn de las copulaciones en medio 4e¢ido.,

En la copulacidén de los derivados de BPTI con los
compuestos diazonium se obtienen mezclas de distintos componen—‘
tes. La composicidn de estas mezclas de derivado de azo-BPTI
se puede regular mediante la seleccidn de las condiciones de
reaccién, especialmente a través de la proporcidn del derivado
de BPTI empleado para la copulacién y el compuesto diazonium,
el pH de las mezclas de reaccién, la duracién de la reaccidn,
asi como por loé aditivos a las soluciopes de reaccidn arriba
mencionados,

Como ya se ha mencionado mds arriba, se emplean
como productos de partida para la obtencién de los compuestos
modificados por carbozilo segin la presente invencién el BPTI
y los derivados de BPTI con grupos carboxilo libres.

Como productos de partida sean mencionados, ademds

del BPTI, por ejemplo:
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‘a) reaccién del mismo en solucién dcida de agentes sumini-

1. los derivados de desamino-BPTI que pueden estar total o par-
cialmente desaminados y/o llevar en uno de los dos restos

10 6 21 tirosina un grupo nitro en la posicién orto con res-
pecto al grupo hidroxilo fendélico; también pueden contener el
resto 10 y/o 21 $ivosina un grupo amino en la posicién orto
con respecto al grupo hidroxilo fenélico, Se obtienen del BPTI
o de los derivados del BPTI segun uno de los procedimientos

siguientes:

tradores de iénes de nitrosilo, tales como nitritos alcalinos
o alcalinolftérreos, ésteres del deido nitroso o anhfdridos mix-
tos del dcido nitroso, en caso dado en presencia de aditivos,
por ejemplo, de aquellos que influencian la conformacidn de
proteinas (por ejemplo disolventes orgdnicos, detergentes o
hidrocloruro de guanidinium) en sistema heterogéneo o en sis-
tema homogéneo y elaboracidn de la mezcla de reaccidn segin
métodos en si conocidos. Se obtienen asi mezclas de derivados
de BPTI de diferente grado de desaminizacidén, de los cuales
una parte también ha sido nitrada en los restos 10 y/o 21 tiro-
sina, Esta nitracién se puede inhibir si la reaccién de desa-
minacién se efectia bajo un gas inerte o en vacio y/o se agre-
g un aceptor para la .electrofilia,por ejemplo, fenol. Durante
la elaboracidn se puede evitar la nitracidén por alealinacidn
de la mezcla de reacciénm.

b) reaccidén del mismo en solucidén 4cida, neutra, o debilmente
alcalina con compuestog diazonium que se c¢bilenen por diazota-
cién de aminas heterociclicas, especialmente de S-~aminotetrazol)
y elaboracidén de la mezcla de reaccién segin métodos en si
conocidos. A los preparados de reaccidn se les pueden agregar

en caso dado aditivos, tales como Por ejemplo disolventes or-
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:: Biochem, 4, 112 (1968) por nitracidn directa del BPTI con te-
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- inferiores, de cuyos espectros de absorcién se puede apreciar

. gque ni sus restos tirosina se han transformado en derivados

- 2, Desamido-BPTI, obtenido por un largo reposo (20-30 dias)

..de BPTI de origen natural en 4cido acuoso (preferentemente
..3. Mononitro-BPTI, obtenido segin B, Meloun et al. Europ. d.

“tranitrometanoc, o, segin la presente invencidn, con 4cido nitri

30

génicos, detergentes, hidrocloruro de guanidinium. Se obtienen

agl mezclas de derivados de BPTI de diferente grado de desa-

azdicos, ni sus grupos amino primarios en triazenos.

dcido clorhidrico 2-n) a temperatura ambiente.

co.
4, Dinitro~BPTI, asimismo, obtenido segin B. Meloun et al,
Europ. J. Biochem. 4, 112 (1968) 6, segin la presente invencidn
con decido nitrico. 7
5. Derivados del BPTI que en los restos 10 y/0 21 tirosina
llevan grupos amino y se pueden obtener de los derivados se~
gin 3 y 4 por reduccidn segin métodos en s{ conocidos, por
ejemplo, segin M., Sokolovsky et al. Biochem, Biophys. Res, Comm
27, 20 (1967).
6. BPTI guanldlzada, obtenida seguin B. Kassell et al. Bioche-
mistry 5, 3449 - 3453.
7. Derivados acilicos del BPTI obtenidos del BPTI por reaccidn
con derivados del 4cido carboxilico activados as{ como otros
derivados del BPTI, con grupos carboxilo adn libres,

Los derivados de BPTI semin la presente invencidn
inhiben, contrario al BPTI, las elastasas del pdncreas y gra-

nulocitos, En comparacidn con otras rnroteasas, tales como

quimotripsina, calicrecina del pdncreas, calicreina del plasma,
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plasmina, catepsina G y tripsina se diferencian los espectros
de inhibicién de los distintos derivados cualitativa y/o cuan-
titativamente del espectro del BPTI. En la inhibicidén de la
elastasa no se trata del bloqueo del sustrato descrito por J.
Plitter y G, Schmidt-Kastner, Biochem. Biophys. Acta 127, 538
(1966L que solo se realiza con conceﬁtraciones de BPTI muy
altas, gino de una inhibieidén de la enzima.

Este efecto inhibidor de la elastasa results mds
gorprendente debido a que;segﬁn el actual estado de la técnica,
/D. M, Blow, C.S. Wright, D. Kukla, A. Rthlmann, W, Steigemann
y B. Huber, J. Mol. Biol. 69, 137 (1972); R. Huber, D, Kukla,
W. Steigemann, J. Deisenhofer y A. Jones en H., Fritz, H. Tscheg
che, L. J. Greene y E, Truscheit (Hrsg), Proteinase Inhibitors
(Bayer Symposium V) Proc. 2nd Intern.Res,Conference, pdgina
484, Springer-Verlag Berlin-Heidelberg-New York 1974/, se des-
prende que el BPTI se incorpora en forma de sustrato con su
centro activo (resto lisina-15) en la bolsa de especificidad
de lzg enzimas inhibibles y con ello bloquea la actividad en-
zimdtieca, Tampoco cuando la cadena lateral del resto lisina-15
en algunosg derivados de la presente invencién estd desaminado
era de esperar, segin el actual estado de los conocimientos,
que sSe ajustase en la bolsa de especificidad relativamente
pequetia de las elastasas (D. Shotton en H. Fritz y H. Tsches-
che (Hrsg), Proceedings of the International Research Confe-
rence on Proteinase Inhibitors, pdgina 47, Walter de Gruyter,
Berlin-New York 1971).

Los derivados de BPTI de la presente invencién
son nuevos, 3¢ pueden caracterizar y diferenciar de las sus-

tancias conocidas por sus propiedades quimicas, fisicoquimicas,

bioquimicas y bioldgicas, Se aplicaron los siguientes criteriod

10
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|- de aminodcidos (moles/mol de derivado

1) Composicién del aminodcido

Ia composicidén del aminodcido se determind segin
S. Moore, D. H. Spackman, ¥, H, Stein, Anal. Chem. 30, 1185

(1958). La tabla 1 refleja los contenidos de aminodcidos caw

" racterfsticos pars algunos otros derivados de BPTI modificados '

por. carboxilo. Ademds, de la tabla se desprende como se ha

i modificado el contenido de estos aminodcidos después de une
- reaccidén de copulacidén o desaminizacién ulterior.

" TABIA 1.~

Contenido de aminodcidos caracterfsticos determinados para al- |

:}gunos derivados de BPTI modificado con carboxilo por andlisis

)1

11

Derivado  Obtenido del Glyz) Alaz) Tyr Iys Arg
de BPTI derivado de
segin el  BPTI. segin
e jemplo el ejemplo

prT3) - 6,09 6,00 3,89 4,08 6,01
1. - 5,78 5,91 3,90 4,01 5,95
4 1 5,64 5,45 3,87 0,32 5,09
5 1 5,21 5,82 1,71 3,77 5,97
6 1 5,22 5,48 2,51 2,95 5,13

1) el peso molecular de los derivados se supuso como para el

BPTI en 6511.

2) el contenido en Gly o bien Ala sirve como standard interno.

3) como comparacién se recogieron en la tabla los valores de
los aminodcidos para BPTI. Los valores tedricos ascienden:
Gly, Ala y Arg en cada caso 6, Tyr y Lys en cada caso 4,

2) Propiedades electroforéticas.

Electfoféresis de celogel:

Para las electroféresis de celogel se empleardn
tiras de acetato de celulosa de 2,5 cm de ancho de la firma

Serva bajo las condiciones usuales /J. Kohn, Cellulose Acetate
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Gelman Procedures, Techniques, and Apparatus for Electropho-

‘agua @ un volumen de 2 litros, Las separaciones se realizaron

12

Electrophoresis and Immuno-Diffugion Techniques in I. Smith,

Chromatographic and Electrophoretic Techniques, Vol, II, W.

~—r

Heinemann, Ltd., London and Interscience Publishers 56-90 (1960

resis; Gelman Instrument Company (1968)/. El tampén de piriding
acetato del pH 6,05 empleado se obtuvo completdndo una mezcla

de 200 cc de piridina y 20 cc de deido acético glacial con

a 150 V con una intensidad de corriente de 0,8mA/cm de ancho
de tira simulfédneamente con BPTI como standard para comparaciénl,
Para teflir las tiras se empled una solucidén de 5 g de negro
amido en una mezcla de 900 cc de metanol y 100 cc de dcido acé-
tico glacial,

Electroféresis de disco:

Ias electroféresis de disco se efectuaron en un
gel separador al 15% con 0,03 m de tampdn de imidazol del pH
7,1 como tampén de 4nodo y 0,03 m de 4cido (-aminocapréico,
0,01 m de tampén de imidazol del mismo pH como el tampdén del
cdtodo. La intensidad de corriente aséendid a 2,9 mA por tu~-
bito; la separacién se terminé tan pronto como el colorante
marcador (verde de metilo) se habia trasladado fotalmente a.

través del gel. Después de la separacidén se tiferon los geles
en ung solucidn al 0;1% de negro de amido en dcido acético al
7% durante 30 minutos. E1 colorante en exceso se retird de nue~
vo a continuacidén con dcido acético al 7%.

En los ejemplos se ha indicado como moyilidad elec=-
troforética relativa en cada csso el cociente del trayecto de
traslacidén del correspondiente derivado de BPII y del trayecto

de traslacidén del BPTI, El signo indica el sentido de trasla-

cién. El signo negativo significa por lo tanto mowvilidad - ca-
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tédica.

;‘ - 3) Espectros de absorcidén.-

Para la ulterior caracterizacidn de los derivados

f?>i de BPTI segin la presente invencién son especialmente adecuados

“en los compuestos que obtienen grupos azdicos y/o nitro los
e espectros de absorcidén. Para algunos derivados se han indicado

.[".los datos caracteristicos en los ejemplos en cuestién.

..|...4.~ Espectros de inhibieién de proteasas.-

0.
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de BPTT segfn la presente invencién se empled elastasa de pén-~

a) Inhibicidn de elastasa

o¢)Inhivicién de elastasa del pdncreas

Pars los ensayos de inhibicién con los derivados

‘ereas (cerdo) cristalizada de la firma Nutritional Biochemicals
Corp. Como sustratos se emplearon elastin-rojo de congo /M.A.
Naughton y F. Sanger, Biochem. J. 78, 156 (196[}3 elastina
soluble /5. Keller y I, Mandl, Biochem. Med. 5, 342 (1971)7
asi como suceinil-I—alanil-I~alanil-I-alanin-p-nitroanilida
[3. Bieth, B, Spiess y C.C. Wermuth, Biochem. Med. 11, 350
(1974)/. El sustrato de péptido sintético permite una determi-
nacién colorimétrica sencilla de la actividad enzimdtica em-
pleada en el ensayo. El empleo deelastasa ascendid en el ensayq
de elastina-rojo de congo apro;imadamente a 1,1Vnkat (vedse
Enzyme Nomenclature, Recommendations (1972) of the Internatio-
nal Union of Pure and Applied Chemistry and the Intermational
Union of Biochemistry, 1973, Elsevier Amsterdam-New York, pdgi-
nas 26-27); con elastina soluble como sustrato y asimismo con
succinil-L-alanil~l-alanil-L-alanil-p-nitroanilida se preparon
éproximadamente 0,25 nkat de elastasa por preparado de ensa-

yo. Para la determinacién cuantitativa de la inhibicién de

elastasa se mezclaron las cantidades de enzima arriba indica-
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das con soluciones de inhibidor de concentracién definida y
se agregd la solucién de sustrato. Para asegurar una formacién

de complejo mdxima se incubd previamente en algunos casos la

" enzima y el inhibidor, antes de la adicién del. sustrato, duran-

te 15 minutos.

Ia hidrélisis del sustrato se determiné en el en-
sayo de elastina~rojo de congo por medicidén de la extincidén
a 492 mm de los productos de disociacidn solubles formados
después de un tiempo definido. En el ensayo con elastina solu~- _
ble se determiné la proporcidén de hidrélisis por determinacidn
fotométrica de los productos de disociacidén tefibles conninhi-
drina que se han disuelto después de un tiempo definido. Al
emplear succinil-L-alanil-I-alanil-l-alanin-p-nitroanilida

como sustrato ge determiné la hidrélisis por medicién conti-

‘nua de la extineidén de la p-nitroanilina liberada a 410 nm.

Los valores de inhibicidn (expresado en porciento de inhibi-
cidn) se determinaron restando la reactividad residual de elas-
tasa medida después de la adicién del inhibidor de la activi-
dad del control de enzima., Los valores de inhibicidn de al-
gunos derivados de BPTI segin la presente invencidn figuran en
la tabla 2.

ﬂ7)Inhibicién de elostasa de granulocitos.

La mezecla de isoenzimas empleada para los ensa-
yos de inhibicidn se obtuvo segin K. Ohlsson e I. Olsson /Eu~-
rop. J. Biochem, 42, 519 (1974)/ de granulocitos humenos. Como
sustrato es especialmente adecuada la succinil-L-alanil~I-—
alanil-I-alanin~p-nitroanilida /J. Bieth, B. Spiess und C. G.
Wermuth, Biochem. Med, 11, 350 (1974)/. Los valores de inhibi-

cidn de algunos derivados de BPTI estdn recogidos en la tabla

2; el empleo de enzimas ascendid a 0,2 nkat por ensayo. Los va=
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I'~ al BPTI. Se determinaron como se ha indicado para la elastasa

1. b) Inhibicidn de quimotripsina,

J-. tampén tris 0,25 m del pH 7,2 que era de 5 m M con respecto

"':al cloruro de cdlcio como sustrato,.El f&Lnaftol formado en

"<?on en 5 cc de dcido clorhfdrico 0,001-n que era 5 m M con res-

'ﬁpecto al cloruro de cdlcio y 0,5 cc de esta solucidén se com-

" paro por disolucién de 39,1 mg de succinil-I-fenilalanin- /o=

'de la inhibieién producido por el inhibidor se caleuld segén

13

lores de inhibicién son valores absolutos y no estdn referidos

del pédncreas.

Para la determinacién de 1la actividad de quimotrip-

sina sirvid el succinil-I-fenilalanin- F>-naftiléster en un

1a disociacidn se determiné fotoméiricamente en 329 nm.

2 mg de o’-quimotripsina cristalizada se disolvie=-

pletaron con 0,25 m de tampén tris del pH 7,2 (vedse mds arri-
ba) a 10 ce, 50 pl de la solucidn enzimdtica asi obtenida se
agregd a 2,35 cc del tampdén tris 0,25 m, y esta soluecidn se
mezeld para el control<de lag enzimas con 100 /ul de agua,
pars el ensayo de inhibicidn, sin embargo, con 100 /ul de una
solucidn de derivado de BPTI con contenido conocido. Después
de mezclar bien y una fage deequilibracidén de 15 minutos §,

en caso dado, también sin incubacidén previa, se agregardn 25/u1

de la solucién del sustrato. La solucién de sustrato se pre-
naftiléster en 1 cc de sulféxido dimetflico. El porcéntaje

la ecuacidén siguiente:

1 - A0OD preparado inhibidor . 100 = % de inhibi-
AQD control cidn

corrigiéndose la densidad dptica por la proporcién de [b-naftol

0

implicada por hidrélisis espontdnea del naftiléster.
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(1974)/. La determinacién de la actividad se efectud, como des-
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Los valores de inhibicién indicados en la tabla
2 para algunos derivados del BPTI se refieren & la inhibieidn
(= 100%) producida por la misma cantidad de BPTI.

¢) Inhibicidn de catepsina-G.

La enszima se aislé segin un procedimiento combina-~
do segin J.R. Baugh y J. Travis /Biochemistry 15, 836 (1976)/

y segdn W, Schmidt y K. Havemann /Z. Physiol. Chem 355, 1077

erito para la quimotripsina, con succinil-L-fenilalanin—/5-
naftiléster como sustrato en un tampén tris 0,25 m del pH 7,2
que contenfa 0,01% de Brij (R) y 0,005 moles/litro de cloruro
de magnesio., La cantidad de enzima empleada ascendié a 0,25 nkat
por ensayo., El cdlculo del porcentaje de la inhibicidén se rea-
1izé como descrito bajo b),

d) Inhibicidén de quininogenasas.

cx? Inhibicidén de guininozenasas de plasma.

La actividad de las quininogenasas se determind
segin la publicacién alemana DOS 25 27 932 del 22.1.76, inven=
tor L.G., Svendsen, Pentapharm AG,, Basel, con benzoil~L-propil-
L-fenilalanileL~arginin-p-nitroanilida como sustrato con una
cantidad de 0,1 nkat de enzima por ensayo. La mezcla de las
isoenzimas se aislé segin C. Sampaio et al. /Arch, Biochem.
Biophys. 165, 133 (1974)/ por cromatografia de afinidad de la
fraceién de plasma humanoCohn IV-1. Log valores inhibidores
mencionados en la tabla 2 para algunos derivados de BPTI se
calcularon como indicado para la inhibicién de la quimotrirsina

/3) Inhibicién de 1la auininogenasa del pdncreas

Ia enzima de ensayo se obtuvo segin C. Kutzbach

y G. Schmidt-Kastner /Z. Physiol. Chem. 353, 1099 (1972)7,

¥ las determinaciones de la actividad se realizaron segin los
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-1 - pleada ascendidé a 10 nkat por ensayo., Los valores de inhibi- -
_! ¢idn mencionados en la tabla 2 pars algunos derivados de BPTI
... se caleularon como indicado para la inhibieién de la quimo-
ltripsina.

e) Inhibicién de plasmina,-

con azocaseina., Como enzima se empled plasminogeno activado

" humano.

y después se mezcla con 0,3 cc de TCA. Los preparados se cenw-

17

mismos autores (vedse mds arriba). la cantidad de enzima em-

La actividad anzimdtica de plasmina se determind

con uroquinasa que se obtuvo mediante cromatografia de afini-

dad /D.G. Deutsch, E.T. Merz; J. Med. 3, 224 (1972)/ de plasma

La obtencidén del sustrato y el principio del ensa-
yo se hgn descrito en los trabajos de P. M. Starkey, A.d.
Barrett; Biochem, J. 155, 255 (1976). Para cada determinacién
se hacen dos preparados A y B, cada uno con 0,6 CU de plasmina,
disuelto en 1,0 cc de tampén (0,1 m tris-(hidroximetil)~amino-
metano, 0,05 M de NaCl, ajustado a un pH de 7,2 con HCL). Am-
bos preparados contienen cada uno 1,25 /ug de BPTI o bien de-
rivado de BPTI, disueltos en 1,25 c¢c de tampén (feése nés
arriba); como comparacién sirve, en cada caso, un preparado A y B
con 1,25 cc de tampén en lugar del inhibidor. Todos los prepa-
rados se incuban durante 10 minutos a 37°C y después se agre-
ga en cada caso 0,45 cc de una solucidn al 2% de azocaseina
(en tampén, véase mds arriba). La serie A se mezcla directa-
mente después con 0,3 ce de solucidén al 30% de 4ecido tricloro-

acético (TCA); la serie B se incuba durante 60 minutos a 37°C

trifugan después de unos 20 minutos; las extinciones de lo

sobrenadante se determina fotométricanente a 340 nm en una cu-

beta de 1 em. Como medida de la actividad enzimdtica vale la
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diferencia de extincién de los preparados paralelos A y B
(AE).

Si la diferencia de extinecidén causada por la plas-
mina sola se designa con A Eigo ¥ la diferencia de extincidn
medida en presencia de inhibidores con A»E,entcnces se obtiene
la inhibicién de la plasmine por los inhibidores bajo las con-
diciones indicadas por la siguiente expresién

SF100 - AE
BE 400

. 100%

Los valores de inhibicién (expressdos en %) mencio-
nados en la tabla 2 para algunos derivados de BPTI se refieren
& la inhibicién producida por la misma cantidad de BPTI (= 100%).
£) Inhibicién de tripsina.-

La determinacidén de tripsina se efectud con hidro-
cloruro de benzoil-I-arginin-etiléster como sustrato por el
procedimiento pH-Stat segiin R, Ruyssen (SYmposium on Pharmaceu=
tical Enzymes and their Assay, Universitaire Pers, Ghent,
Belgium 1969, pdgina 110).-Los valores de inhibicién menciona-
dos en la tabla 2 para algunos derivados de BPTI se determina-

ron como indicado bajo la inhibicién de quimotripsina.
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_Inhibicién de algunas proteasas'de serina por los derivados
"de BPTI.

‘Deriva  Quimo-~ Catep Elas-. Enzima Cali Cali Plasmina Trip-

10

.1 . dos de +tripsi sina tasa elas- crei crei gina
~ |BPII se- na ¢ (pdn tasa na na
| gin el creas) (gra- (pén- (plas-
1 ejemplo , nulo- creas) ma)
| : cito)
""BPTII 100 100 0 0 100 100 100 100
1 148 65 0 21 61 92 56 92
4 83 151 93 43 5 7 0 28
© 6 : 88 0. 19 29 14 55 45 46
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Para quimotripsina, catepsina G, las calicreinas,
plasma ' y tripsina se refieren los valores de inhibicién in-
dicados a la inhibicién producida por la misma cantidad de
BPTI (100%). La cantidad de BPTI en el ensayo de inhibieién
se selecéioné de manera que los valores absolutos de la inhi-
bicién ascendiesen a 50 + 10%, excepto en la catepsina G, don-
de el valof absoluto era de un 20%.

En las elastasas-contiene la tabla valores absolu-
tos, Por cada ensayo se emplearon 25 /o8 de derivado de BPTI,

Disposicidén del ensayo para la demostracidn del efecto inhibi-

dor de la inflamacién en la rata.

a) Reaccidbn de inflamacién inducida por caolina.

La reaccién de inflamacién se indujo por inyeccidn
intraplantar de 0,1 cec de un% suspenzién 21 10% de caolina en
una pata trasera de ratas de Wistar de 130-160 g deApeso. Los
derivados de BPTI, segin la presente invencidn, asi como el
BPTI empleado para 2l tratamiento de la reaccién de inflamacidn

se disolvieron en solucidn al 0,9% de cloruro sédico en una
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concentracién de 10-20 mg/ce., EL tratamiento de los anima—
les de ensayo se efectud por inyeccidén intraperitoneal, intra-
muscular, subcutdnea o intravenosa de 0,5 -~ 1,0 cc de solu~
cidén de derivados de BPTI y, como comparacién BPTI, bien pro-
fildcticamente, es decir, antes de implantar la noxa de infla-
macién o terapéuticamente, es decir, después de implantar la
noxa de inflamacién. La hinchazon de la pata infectada, que
es una medida para la gravedad de la reaccién de inflamaecién,
se gigdé temporalmente con el antiflogimetro segin Kemper
/F. Kemper y G, Ameln, Z. ges. exp. Med, 131, 407-411 (1959)7
Para determinar las reacciones entre las dosis y
el efecto se empled el valor medido 4 horas después de la im-
plantacién de la noxa de inflamacién.
Ia comparacidén de la accidn de los derivados de
BPTI demuestran que en su efecto inhibidor de la inflamacidn
gon superiores al BPTI,

b) Reaccidn de inflamacién inducida por serosil,

La reaccién de inflamacidén se indujo por inyeccidn
intraplantar de 0,1 c¢c de una suspensién al 2% de aerosil en
una pata trasera de ratasg de Wistar de 130-160 g de peso., Los
derivados de BPTI segin la presente invencién o bien el BPTI
empleado para el tratamiento de la reaccidén de inflamacién se
disolvieron en solucién al 0,9% de cloruro sédico en una con-
centracién de 10-20 mg/cc. El tratamiento de los animales de
ensayo se efectia por inyeccidn intraperitoneal, subcuténea
o intravenosa de 0,5-1,0cc de solucidn de derivados de BPTI
y, como comparacién, BPTI, 15 horas despuéds de la implantacién
de la noxa de inflamacién. La inflamacidn de la pata infecta-

da, que es una medida para la gravedad de la reaccién de in-

flamacién, se siguid temporalmente con el antiflogimetro segin
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~ se determiné el valor después de 21 horas después de la induc-

. BPTI).

~ derivados de BPTI segin los ejemplos muestra la sficacia de
'—los derivados de BPTI empleados en este modelo .experimental
- donde el BPTI en igual dosificacién no inhibe la reaccién de
10| inflamacién.

~muestran, por lo tanto, unas propiedades terapéuticas extrema-

.monar, por ejemplo, en enfisemas LG, M, furino. R, M. Senior,

30
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Kemper. Para determinar la relacidn entre la dosis y el efecto

cién de la inflamacién (= 6 horas después de la inyeccidn de

los derivados de BPTI segin la presente inﬂencién o bien -del

El resultado de los ensayos de te;épia con los

Los derivados de BPTI seatin la preseﬁte invencidén

damente valiosas. De especial ventaja son sus efeectos inhibi-
dores sobre las elastasas del pdncreas y los granulocitos, que
abren nuevas posibilidades de aplicacién terapéuticas.

La elastasa del pdncreas tiene un papel importan-
te en la pancreatitis'ZM. C. Geokas, H. Rinderknecht, V. Swan-
son, B.P. Vitron y B. J. Haverback, Ciin.Res. 16, 285 (1968)7;
la elastasa del suero en la arterioesclerosis /U. Butturini y
M. Langen, Klin. Wochenschr. 40, 472 (1962)/ y la elastasa de
los granulocitos en las inflamaciones crénicas y agudas en
los dafios de los tejidos conyuntives / A. Janoff, Amer. J.
Pathol. 68, 579 (1972)7, en los dafios de las paredes de los |
vasos /A, Janoff y J. D, Zeligs, Science 161, 702 (1968)7, en

las enfermedades necrotizantes y degeneracién del tejido pul-

B. D, Garg, S. Keller, M.M, Levi v I. Mandl, Seience 165, 709
(1969); H, E., Evans, M.M, Levi y I. Mandl, Amer, Rev. Respir.
Dis. 101, 359 (1970) asf como A. Janoff, R. A. Sandhaus, V. D.

Hospelhorn y R. Rosenberg, Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 140,
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516 (1972)/.Igual de importante es el papel de las enzimas

lisosomales y especialmente de la elastasa de granulocitos

_en las reacciones de inflamacién de causs immunolégica / M,

Koono, M. Muto y H. Hayashi, Tohoku J, Exptl. Med. 94, 231
(1968)/7, por ejemplo, de la artritis reumatoide /G. Weissmann
y J. Spilberg, Arthritis Rheumat. 11, 162 (1968)/.

Se ha descubierto que los derivados de BPTI de la

presente invencién son superiores al BPTI en los modelos de

la reaccién de inflamacién aguda, ya que con ellos no solo Be logra

el efecto como con el BPTI en une dosificaeidén considerable-

- mente mfs reducida, sino que la reaccidén de inflamacién se in-

Libe también en forma significante cuando se administra varias
horas después de la implantacién de la noxa de inflamacidn.
Un efecto terapéutico de estos no se logra con la BPTI en el
modelo de ¢caolina y aerogil em una sola administracién.

Este efecto y eficacia modificado en comparacidn
con el BPTI de los derivados de BPTI gsegtin la presente inven-~
cidn se deben al espectro de inhibicidén modificado y otras
propiedades modificadas, tales como mayor duracién de perma-—
nencia y duracién de efecto en el cuerpo de los animales de
ensayo. Los derivados de BPTI de la presente invencién se han
de diferenciar claramente biolégicamente del BPTI.

Los nuevos derivados de BPTI de la presente inven-
cién se pueden emplear, debido a su eficacia bioldégica, espe-
cialmente para el tratamiento de las siguientes enfermedades
o0 bien sintomas de enfermedades:

1. Distintas formas del ghock, complicaciones posf-trauméticas
¥y post-operativas,
2. Degordenes en la coagulacién de la sangre.

3. Reacciones de inflamacién agudas y crénicas, especialmente
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1. por ejemplo pancreatitis y enteritis producida por rayos.

4 “formar en forma conocida (andlogo al BPTI) en las formulacice

. 4. Reacciones de inflamacién causadas por complejos de inmuni-
- dad, tales Immin-Vaseulitis, Glomerulonefritis y Artrititis,
.5« Colagenosas, especialmente artritis reumatoides,

~ 6. Las artrititis originadas por sedimentaciones debidas al
,'métaholismo (por ejemplo, gota).

" T. Degeneracidén de los componentes eldsticos de los compo-

arteroesclerosis y enfisema pulmonar.

1. Soluciones para la aplicacidén parenteral, por ejemplo, in-

23

para la terapia y profildsis de dafios en érganos, tales como

nentes de los tejidos conjuntivos de érganos, tal como en la
. wo-bag nuevas sustancias activas se pueden trans-

nes usuales,
Aquf son de mencionar, preferentemente, las si-

guientes formulaciones:

yeceidén intravenosa, intramolecular y subcuténea y para in-
veceidn intraarticular e intratumoral.
2. Soluciones para la infusién continua intravenosa,.
3. Soluciones para la aplicacidén como aerosoles para la inha-
laciédn.
4,.S0luciones, emulsiones, ungilientos, pastas, cremas, lociones,
polvos para aplicacién local exterior.
5. Combinacién de distintas sustancias inhibidoras cuyos espec-
tros de eficacia se complementen entre si,

Las concentraciones de las nuevas sustancias dec-~
tivas en 1aé formulaciones segin la presente invencidén se mue-
ven entre los limites de 0,01 hasta 100 mg/cc de solucién, pre-

ferentemente entre 0,1 y 10 mg/ce de solucidn, .

Las nuevas sustancias activas se pueden emplear en
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- artiecular, intratumoral.
2, Local; como aerosol,

"~ 3, Oral, eventualmente en forma de aplicacidén resistentes

; rentemente 1 hasta 25 mg de sustancia activa/kg de peso corpo-

EJEMPLO 1.~

30
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la forms usual, siendo de mencionar como preferentes los si-

guientes métodos de aplicacidn:

1. Parenteral, intravenosa, intramuscular, subcutdnea, intra-

a los jugos géstricos y/o solubles en el intestino delgado,
. Como mdrgen de dosificacidén se pueden indicar para los nue-
vos compuestos de la presente invencién:

0,1 - 40 mg de sustancia activa/kg de peso corporal, prefe-

fal, la dosificacidén depende aqui, ante todo, de la especie
a tratar, asf{ como de la forma de aplicacién.
Las nuevas sustancias activas de la presente inw
vencién se pueden emplear en el ser humano y en el animal,
 Ias marcas empleadas en el presente texto de la
golicitud tienen los siguientes significados:
Sephadex (R) G 10= Dextrano trarsvarsalmente reticulado con un
limite de exclusidn de peso molecular de 700
Sephadex (R) G 50= Dextrano transversalmente reticulado con un
1imite de exclusidn de peso molecular de

30,000.

A una solucidn de 1,3 g de BPTI (200/u moles) en
130 cc de agua se agregan bajo agitacidn 2,5 g de hidrocloruro
de N~etil-N'-(3~dimetilaminopropil)-carbodiimida (12 m moles)
y mediante adiclénde deido clorhidrico 1-n se ajusta el pH de
la solueién a 4,75. Este pH se mantiene constante con ayuda

de un aubtotitrador. Después de 4 horas se reduce el volimen

de la solucién de reaccién por concentracidén en vacio a 15ce y
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el preparado se filtra, para la sepéracién de los productos

de reaccidén de bajo peso molecular con 0,1 moles de -deido
acético como eluyente a través de 100 x 2,5 em de gel de poli-
dextrano (Columna de Sephadex (R) G 10). Los eluados que con-
tienen ia proteina se cromatografian después de secar por
congelacidn, paré separar las pértes de mayor peso molecular

(235 mg - 18%) con 0,1 moles de dcido acético en una columna

~de gel de polidextrano reticulado (Sephadex (R) G 50). Se ob=-

tienen 1080 mg (82%) de sustancia incolora. En la electrofé-
resis de celogel demostré ser la sustanciz mds fuertemente bd-

sica que el BPTI. Movilidad'eleetroforética relativa - 1,78

(celogel) o bien - 1,20 (electrofdresis de disco);
[e</ %%g = - 105,5% (¢ = 0,5, en ggua).
BJEMPLO 2.~

1,3 g de BPTT (200 Ve moles) y 1,9 g de N=terc.-
butil-N'-(3~dimetil-aminopropil)-carbodiimida, se hacen reac-
cionar en 15 cc de agua como descrito en el ejemplo 1 bajo un
valor pH de 4,75 y el preparado se elabora en forma corres-
pondiente, Despuds de cromatografiar el gel de polidextrano
reticulado (Sephadex (R) ¢4 50) se aisla 145 mg de sustancia
polimera (11%) y 1150 mg de sustancia mondmera (88%).
Movilidad electroforética relativa: - 1,66 (celogel) o bien
-1,18 (electroféresis de disco); contenido en proteina:76%

[/ g%%— = -84,4° (C = 0,5 en agua)

EJEMPLO 3,-

1,3 g de BPTT (200 au. moles) y 4,3 g de N-ciclo-
hexil—N'-[?-(morfolinil)-eti172carbodiimida—meto;p-toluenosul—

fonato (10 m moles) se disuelven en 60 cc de agua y la solu.

"cidn se agita como descrito en el ejemplo 1 bajo un valor pH

(R)

de 4,75 y se elabora. Por cromatografia en- Sephadex G 50
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con 0,1 moles de 4eido acético como aluyente se obtienen ade-

- més de 98 mg de sustancia polfmera (8%) 940 mg (72%) de sus-

"1... tancia monémera incolora.
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Movilidad electroforética relativa: -1,75 (celogel)

o bien 1,06 (electroforésis de disco).

=<7 ;%g— = - 99,5% (¢ = 0,5, en agua)

" BJEMPLO 4.-—

250 mg del derivado de BPTI obtenido segin el ejem-

plo 1 se disuelven en 100 cc de £eido acético 0,25 m rico en

-ox{igeno. En esta solucién ee vierten bajo agitacién y mante-

~ niendo una atmésfera de nitrégeno, a 4°C, en el transcurso

de 30 minutos, 25 cc de solucidén 2-n de nitrito sédico. La
mezcla de reaccidén se agita durante otras 24 horas a 4°¢. Des-
puds se ajusta el pH de la solucién con amoniaco acuoso
concentrado a 8,0 y el voldmen de la solucién se concentra con
ayuda de una célula de ultrafiltracidén a 10 cc. La solueién
ge desala por filtracidn a través de gel de polidextrano reti-
culado (Sephadex (R) G 10 ) con 0,1 m de amoniaco como elu-
yente., Al liofilizar el eluado gque éontiene la proteina se ob-
tienen 146 mg (58%) de sustancia incolora.

Movilidad electroforética relativa: -0,16 (celogel)

o bien -0,62 y -0,70 (bandas dobles; electrofdéresis de disco);

EJEMPLO 5.~

A la solucién de 250 mg del derivado de BPTI ob-
tenido segin el ejemplo 1 se vierten bajo agitacidén a 4%
100 /ul de anhidrido de deido citracdico (1,1 m moles), mante-
niendose el pH de la solucién en 8,0 mediante adicién de le-
jfa sbédica 8-n. La mezcla de reaccidén se agita a continuacién

durante otros 30 minutos a 4% ¥ se reune con una solucidén

preparada de 25 mg de 2,5_dicloroanilina del correshondiente

o e
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compuesto diazénico y se copula a un pH de 8,0. La oblencidn
del compuesto diazénico y la copulacién se efectuan como des-
erito a continuacidn.

La solucién de 25 mg de 3,5-dicloroanilina (155/u
moles) en 0,5 cc de una mezela 1 + 1 de dcido acético y deido
fosférico al 80% se mezela a 4°C bajo agitacién con una so-
lucién de 25 mg de nitrito sédico (180 /o moles) en 50 /ul
de agua. Después de 10 minutos se agregan 15 mg de drea y la
solucién de reaccidén se reune, después de otros 10 minutos,
con una solucién enfriada con hielo de 250 mg del derivado de

BPTI obtenido segin el ejemplo 1 en 4 cc de solueién 0,1-m de

-tetraborato sédico., El pH de la mezcla de reaccién se ajusta

2 8,0 mediante adicidn de lejfa sédica 8-n enfriada con hielo,
con lo que se forma un precipitado. Después de agitar durante
una hora a 4°C se agregan 25 mg de fenol a la mezcla y ésta se
diluye finalmente con 8 ce de 4cido acético glacial. Ia solu-
cién intensamente roja, clara, asi{ obtenida se mezel$, para la
disociacién de los grupos citraconilicos adicionalmente con
dcido clorhidrico concentrado hasta alcanzar la mezcla de
reaccién un pH de 3,5. Después de reposar durante 24 horas
a 20°C se filtré la solucién, parz separar los cémponentes
de bajo peso molecular, con dcido acético al 50% a través de
gel de polidextranc reticulado (Sephadex (X} @ 10).. Los pro-
ductos de reaccidén polimeros se separaron por cromatografia
en gel de polidextrano reticulado (Sephadex (R) G 50). Al se-
car por congelacién la fraccién mondémera se obtuvierbn 178 mg
de derivado azéico marron (71%).

lovilidad electroforética relativa: =0,87 (celogel)'

o bien -0,95 (electroféresis de disco);

1 em
E 328 = 14,3 (a 6,5 g/1, tampén tris 0,1 m, pH 7,5);
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|- moles) y 25 mg de nitrito sédico ( 365/u moles) en la forma

,usual, a un pH de 8,5 y a 490 en el correspondiente derivado

 (Sephadex (R) 4 10) se obtuvieron con deido acético "al 50%

(celogel) o bien ~0,92, -0,82, —0,68 y =0,52 (electroféresis
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Andlisis del aminodcido: vedse tabla 1.

ETEMPLO 6,
De 250 mg (78 Ve moles) del derivado de BPTI ob-

tenido segin el ejemplo 1 se obtuvo como indicado en el ejeme
plo 5 el compuesto citraconilico,éste se transformé con la

gal diazénica obtenida de 28 mg de 3-amino-1,2,4-triazol (33070

azéico. Después de separar los restos ditraconilicos ¥y separar
las sustancias acompafantes de bajo peso molecular y las sam

les por filtracidn a través de gel de polidextrano reticulado

198 mg (79%) de compuesto azdico marrdn.

Movilidad electroforética relativa: 0,0 y - 0,78

de diseco);
E ;2gm = 23,5 (a 6,5 g/1, tampén tris 0,1 m, pg T,5);
Andlisis de aminodcido: vedse tabla 1.
Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-

ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren

su prineipio fundamental.
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REIVII\FD;CACIQNES
1.~ Procedimiento paLa ia éﬁtenbién de derivados
del inhibidor de tripsina pancrestica bhsica, donde una parte
o todos los grupos carboxilo del BPTI natural o de un derivado
de desamido, obtenido por desamidizacibén de éste, estén modifi
cados, caracterizado porque BFTI o derivados de BPTI se hacen
reaccionar con carbodiimidas en medio acuoso, 0 que contengsa

agua, & valores pH entre 3 y ll; los productos de reaccidn for

‘mados, en caso dado, se aislan y/o en caso dado a continuscidn,

se desaniniza por reaccién con agentes suministradores de iones

‘nitrosilo o con compuestos de diazonium no copulantes, y/o se

diazota en caso dado por reaccibén con compuestos de diazonium
capaces de copulacién a valores pH entre 1 y 12, y los produc-

tos de reaccién que en cada caso se forman, se aislan segin mé

todos conocidos.

2.~ Procedimiento segln la reivindicacién 1, carag
terizado porcue la reaccidn con la carbodiimida se efectua en
solucién acuosa a un pH entre 4,5 7 7,5.

3e= Procedimiento segin la reivindicacién 1, cérgg :

terizado porque la reaccién con la carbodiimida se efectua a un

| temperatura entre -20°¢ y + 50°C.

4.~ Procedimiento para la obtencidén de derivados
del inhibidor de tripsina pancreatica bésica, tal y como gueda

sustancialmente descrito en la presente lMemoria,
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Est~ Memoria nonsta de 30 hojas escritas a méquina

por una sola cara..
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