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~aminas, béjo desarrollo de enlaces carbén-amida /D.G. Hoare

ze pueden sustituir en el BPFTI, segln las condiciones de reac-

Ia presente invencién se refiere a nuevos deriva-
dog del inhibidor de calicreiﬁa—tripsina ¥,y es?ecialmente%a%
inhibidor de la calicreina-tripsina de érganos de reses (hépi
cionado a continuacién BPTI = basic pancreatic trypsin inhibi-
tor / Kunits), | »

Ya es conocido que el BPTI /H. EKraut; E. K. Frey,
E. Werle, Z. Physiol., Chem. 189, 97 (1930)/, también denomina-
do inhibidor de Kunitz /ﬁ: Kunitz, H.H. Northrop, J. Gen, Phi-~
siol. 19, 991 (1936)/, inhibe una serie de enzimas fisioldgi-
camente importantes, téles como por ejemplo, quininofenina'(qug
ninogenasas), plasmina, quimotripsina y tripsina (E.’Werle en
W, Brendel, G.L, Haberland: Neue Aspeckte der Trasulol—Theraﬁi#
5, 9, P. K. Chattauer-Verlag Stuttgari-New York 1972; H. Ffitz,
H. Tgchesche, 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 genérico) para la
terapia y profildxis de estados de chock asi como para la pro-
fildxis de complicaciones post-operativas y post-traumdticas.

Asimismo es conocido que los grupos carboxilo li-
bres de las proteinas se pueden condénsar en presencia de car-

bodiimidas hidrosolubles con nucledéfilos, especialmente con

y D. E, Koshland, J. Biol. Chem. 242, 2447 (1967)7.

Asimismo es conocido que de esta manerz también

cién, 3-4 de los grupos S-carboxilo con éster de glicinmetilo.
/3. Chauvet y R, Acher, FEBS Letters 2, 17 (1968)/. Otras reac-

ciones de BPTI y aminas en presencia de carbodiimida no han

14

sido deseritas en la literatura.
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Se ha descubierto ahora que se obtienennuevos
derivados del BPTI en el cual solo una parte de los grupes
carboxilo estd modificado si el BPTI de orfgen natural o los
derivados del BPTI que contienen grupos carboxilo libres se
hacen.reaccionar a valores pH entre 3 y 11 en solucidn acuosa
que, en caso dado también contiene disolventes orgédnicos y/o
sales y/o agehtes de desnaturalizacién, con compuestos amirc
nucleéfilos, con excepeidn‘del éster de glicinetilo en presen-

cia de carbodiimidas, los productos de reaceidn obtenidos, en

caso dado, se aislan como tales y .los productos de reaccién,

en caso dado, se desaminizan y/o, en caso dado se transforman
en los correspondientes derivados azdicos.

Sorprendentemente poseen los nuevos derivados
del BPTI obtenibles segin la presente invencidén un espectro
de inhibicién mds amplio y mds valioso que el BPTI conocido
por la literatura. ¢

Los derivados de BPTI segin la presente invencién
inhiben, contrario al BPTI, las elastasas del pdncreas y gra-
nuloéitos. En comparacidén con otras proteasas, tales como
quimotripsina, calicreina del pdncreas, calicreina del plasma,
plasmina, catepsina G y tripsina se diferencian los especiros
de inhibicién de los distintos‘derivados cualitativa y/o
cuantitativamente del esPedtro del BPTI. En la inhibicién de
la elastasa no se trata del bloqueo del sustrato descrito por
J. Pitter y G, Schmidt-Kastner, Biochem, Biophys. Acta 127,
538 (1966) que sdlo se realiza con concentraciones de BPTI
muy altas, sino de una inhibicidén de la enzima,

Este efecto inhibidor de la elastasa resulta mds
sorprendente debido a2 que segin el actual estado de la téenia

/D. M, Blow, C.S, Wright, D. Kukla, A, Rithlmann, W. Steigemann
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y R. Huber, J. Mol. Biol. 69, 137(1972); R. Huber, D. Kukla,
W. Steigemann, J. Deisenhofer y A, Jones en H., Fritz, H. gsﬁ,
chesche, L, J, Greene y E. Truscheit (Hrsg), Proteinase Ip@iﬁ
bitors (Bayer Symposium V) Proc. 2nd Intern. Rés. Conferehée;
pdgina 484, Springer-Veriag Berlin-Heidelberg-New York 1974/;
se desprende que el BPTI se incorpora en forms de sustrato'éon
su centro activo (resto lisina-15) en la bolsa de especifi;idaé
de las enzimas inhibibles y con ello bloquez la actividad‘én—
zimdtica, Tampoco cuaﬁdo la cadena lateral del resto lisina=i15
en algunos derivados de lz presente invehcién estd desaminé&p
era de esperar segin el actual estado de los conocimientos

que se ajustase en la bolsa de especificidad relativamente pe~
queda de las elastasas (D. Shotton en H, Fritz y H. Pschesche
(Brsg), Proceedings of fhe International Research Conference
on Proteinase Inhibitors, pdgina 47, Walter de Gruyter, Ber-
lin-New York 1971).

La reaccién del BPTI y de los derivados del BPTI
con carbhodiimidas y compuestos amino nucleéfilos se realiza
preferentemente a valores pH entre 3 y 11, especialmente entre
un pH de 4 y un pH de 8, en solucidn acuosa, que, sin embargo,
también puede contener disolventes orgdnicos, y/o sal, y/o
agentes de desnsturalizacién. Como disolventes ofgénicos‘en
caso dado agregables>8ean mencionados preferentemente: dime-
tilformamida, sulféxido dimet{lico, triamida del dcido hexame-

tilfosférico, piridina, dimetilacetamida. Como sales sean men—

cionadas: LiCl, NaCl y, como agente de desnaturalizacién: hidrg

cloruro de guanidina, drea,

-Como compuestos amino nucledfilos entran prefe-

rentemente en consideracidn los siguientes compuestos o clases |

|

de compuestos: amoniaco, hidrazina, hidrazina sustituida, amie-
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nas primarias y secundarias, alifdticas o cicloalifdticas,

que en caso dado llevan todas adicionalmente grupos funciona-

les, tales como por ejemplo hidréxi, alcoxi, amino, alquil=- y

dialquil-amino, mercanto, alquilmercapto, guanidino, amidino,

carboxilo, carboalecoxi, carbamido, ciano, sulfo asi como tam-

bién restos aromdticos o’heterociclicos con grupos funcionales
adicionales, y otros,

Compuestos amino nucleéfilos especialmente ade=-
cuados son los aminoazdcares, aminoalcoholes, dcidos mincsul=-
fénicos, los derivados de aminodcidos, tales como por ejemplo
los dsteres, amidas, nitrilos. de aminodcidos, as{ como los
oligopéptidos dotados de los grupos protectores necesarios.
Entran especialmente en consideracién aquellos oligopépticos
que contienen restos de deido asparaginico y/o deido glutami-
nico en el enlace péptido y/o isopéptido.

Los mencionados derivados de aminodeido y de
péptidos se pueden obtener de los aminodcidos Spticamente ac-
tivos o de sus racematos., Si se emplean los ésteres de Eutilo
terciario de los aminodcidos mencionados, o los péptidos, se
pueden liberar los grupos carboxilo después de lareaccién con
el BPTI o los derivados del BPTI que entran en consideracidn
por tratamiento con 4cidos, ségﬁn métodos en si conocidos,

Los compuestos amino utilizables preferentemente
para la obtencidén de los nuevos derivados de BPTI éegﬁn la

pregente invencidén tienen la siguiente estructura:

H-N-X (1)
1
Y

En esta férmula gignifican:

X hidrégeno o un resto alquilo sin ramificar o ramificado o un
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resto cicloalguilo o un resto arilo. Estos restos pueden lle-
var en caso dado sustituyentes adicionales. Y los mismos gru-

pos como en X. Cuando X es hidrfgeno Y estd especialmente por

- -

un resto de férmula general : o
A
1
-lcl-2 (II) cee s
) . .
B/ ' 2

donde n tiene los valores 1 hasta 5 y A significa hidrégen;‘
o un resto alquilo, mientras B significa asimismo hidrégeno™
o un resto alquilo que, en caso dado, estd sustituido por un
grupo hidroxilo, amino, mercapto § guanidino, 6 un heterociclo
o también por un grupo del significado Z, donde Z asi y en.la
férmula (II) puede representar los siguientes grupos funcio-
nales:
~CH,0H, ~CHy-NH,, -C=NH, -CN, -CO-N-X, -C0-OX
NH2 Z

donde X y Z también tienen los significados como en las fér—
mulas (I) y (II), pero Z no debe ser -CO—OCZHS, siempre que
en (II) A sea hidrégeno y B sea hidrégeno y n sea 1. En los
derivados asimétricamente sustituidos se pueden emplear los
compuestos 6pticamente activos o también los compuestos racé-
micos. A

Ademds, Y puede ser también un grupo de férmula
~(CHy) ;=505 donde m es 1 hasta 4.

Ademds, Y puede formar junto con X en la férmuls
(I) un sistema de anillo comin de 3 hasta 6 miembros que, en
caso dado, puede contener ulteriores heterodtomos y/o llevar
también sustituyentes del tipo 2.

Ademéds Y puede corresponder a una agrupaciéh de

férmula general
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R

donde R y R' tienen el mismo significado como X en la férmula

(1).

Como carbodiimidas se pueden emplear en la reac-
cién segin la presente invencién para la obtencién de los come
puestos de la presente invencién una serie de carbodiimidas,
pfeferentemenfe carbodiimidas orgénicas hidrosolubles, habien~
dose destacado como especialmente adecuadas las siguientes car-
bodiimidas para la realizacién del procedimiento de la prasgn-
te. invencidn: .

Diciclohexilcarbodiimida,

N- ciclohexil=N'=/2=(4=morfolinil)-etil/-carbodiimida-metotolue
ﬁ0n4—su1fonato, -

Hidroeloruro de N—etil-N;-(3—dimetilaminopropil)—carbodiimida,
N—terc.-butil-N'—(3—dimetilaminopr6pil)—carbodiimida,
Hidroeloruro de N-ciclohexil—N'—(3-dimetilaminopr5pil)~carbo-
diimida, »

Hidrocloruro de N-isopropileN'~(3~dimetilaminopropil)=-carbodii-

mida,

N~ciclohexil~N'w(3~dimetilaminopropil)=-carbodiimida~metotolueno-
4-sulfonato,

N,N'~diisopropil-carbodiimida,

N,N-di-para-tolil-carbodiimida,

La reacecidn seglin la presente invencidn ze efectua
preferentemente a temperaturas entre -20°¢ ¥ +50°C, especial=
mente entre 0°C y 30°C.

Por mol de BPTI o bien derivado de BPTI se emplean

10~100 moles, preferentemente 10 hasta 25 moles del compuesto

- e ——
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amino nucledfilo. Referido al compuesto aminonucledéfilo se
emplea el carbodiimida utilizado en defecto. Preferentemente
ge emplean aproximadamente un 85-95% de la cantidad molar del
compuesto amino nucleéfilo.

Las mez¢las resultantes en las reacciones se pue-—
den fraccmonar, en caso dado,segﬁn procedlmlentos en si conoclm
dos, por ejemplo, por electroféresis, flltra016n de gel o -cro-
matograf{a de intercambio de iénes. .

Ademds, los nuevos derivados del BPTI de la pre~
gsente invencién se obfiene desaminizando a continuacidn, total
o parcialmente,los derivados obtenidos por la reaccién del BPTI
6 de susrderivados, que contienen gruposbcarboxilo libres}coﬁ
carbodiimidas y los compuestos amino nucleéfilos. Par%'ello
se hacen reaccionar Jos derivados con agéntés suministradores
de iénes de nitrosilo, tales como sales, ésteres o anhidrides
mixtos del 4cido nitroso en solucién dcida, en caso dado en
presencia de aditivos en sistema heterogéneo u homogéneo.

Alternativamente se puede . realizar la desamina-
eidén ulterior por reaccién de los derivados con compuestos de
diazoniumrno copulantes adecuados (por ejemplo por reaccidn
con el producto de reaccidn de S-aminotetrazoi ¥y compuestos
suministradores -de idnes nitrosilo). |

Ademds, los nuevos derivados del BPTI de la pre-
sente invencidn se obtienen por copulacidn de lés derivados
obienidos por reaccién de BPTI o de sus derivados que contienen
grupos c¢arboxile libres, con carbodiimidas. y compuestos amino
nucleéfilos, a continuacidn con compuestos diazonium en soluqién
acuosa que, en caso dado, puede contener también disolventes

orgdnicos, tales como por ejemplo pidirina, quinolina, dimetil-

formamida, sulféxido dimetflico o hexametilfésforotriamida, y/o
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aditivos, tales como sales, por ejemplo, hidrocloruro de-gua-
nidina o cloruro de litio y/o no -electrolitos, tales como por
ejemplo Urea, obteniéndose derivados azo-BPTI.

Las reacciones de copulacidn se realizan, segin
la reactividad de los compuestos diazonium a valores pH en-
tre 1 y 12, preferentemente a un pH entre 5 y 10, regniéndose
las soluciones del BPTI o de los derivados del BPTI en agﬁa-o
en los disolventes arriba mencionados que, en cado dado, pueden
contener los aditivos arriba indicados, con soluciones de sal
de diazonium, El pH de la mezcla de reaccién se ajusta meaiéﬁ—

te adicién de éxidos de metal alcalino o bien de metal alealino-

térreo, hidréxidos, carbonatos, hidrogenocarbonatos de metal all
calino o bien alcalinotérreo o aminas terciarias, tales como
por ejemple trietilamina, N-metilmorfolina,trietanolamina o
piridina, y se mantiene constante, Las reacciones se pueden
realizar, sin embargo, también en soluciones tampén, especial-
mente tampones de fosfato o borato. Las velocidades de reac-
cién se pueden regular convenientemente a través del pH de la
mezcla de reaccidn.

El punto final de la reaccién se puede determinar,
por ejemplo, por reaccidn de puntos en el que una muestra de la
solucidén de reaccidn se hacé reaccionar con 1-(2-aminoetilamino)-
naftalina como componentes de éopulacién.

Durante las reacciones de copulacidén se mantienen
las temperaturas de las mezclas de reaccidn entre -15°C hasta
30°C, preferentemente entre 0% ¥y 10°¢, Bajo circunstancias es
conveniente efectuar la copulacién primeramente a temperaturas
entre 0°C y 4°C y a continuacién elevar la temperatura hasta a

25°C, E1 compuesto diazonium en exceso se puede ligar en caso

dado, antes de la elaboracién de la mezcla de reaccién, por ejem
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9

plo,por édicién de fenol a la solucién de reaccién. ElL éonsu—
mo en compuesto de diazonium durante las reacciones de copu~
lacién se pueden seguir mediante copulaciones de muestra son-
1=(2-aminoetilamino)~-naftalina, La proporcién molar entre los
compuestos diagzonium y el derivado de BPTI empleado asciende a
1:1 hasta 10:1, preferentemente 1:1 hasta 5:1, encontrdndose -
las concentraciones en derivados de BPTI en las.solucioneé:l}
empleadas para la copulacidén entre un 1 y-30%, preferentemente
entre un 5 y 15%. l |
Como componentes azdicos son adecuados para la.
obtencién de los derivados de azo-BPTI de la presente inveﬁ-
¢idén los compuestos diazonium mononucleares o polinucleares,
aromdticos, asi cémo heterociclicos, que se obtienen de las
correspondientes aminas. Estos pueden contener asimismo wno o
varios sustituyentes. Especiélﬁente son adecuados los deriva-
dos de la anilina, por ejemplo, alquilanilinas, alcoxianilinas;

los derivados de haldgeno de la anilins, nitroanilinas, ciano-

acetofenonas, decidos aminobencenosulfénicos, 4cidos anilindi-
sulfénicos, 4cidos aminobencenoarsfinicos, 4cidos aminobenzdi-
cos, aminodifeniléter; como aminas polinucleares son especial-
mente adecuadas la Oi-ry'fs-naftilamina, asi{ como sus deriva-
dos, por ejemplo, los dcidos aminonaftalinsulfénicos.

Como heterociclos se pueden emplear especialmente
el aminotriazol y los aminofeniliriazoles, Qque también pueden
estar Sustituidos. A

Ia diazotacidn de las aminas.empleadas en la azo-
copulacidn segin la presente invencidn se efectua segin proce-

dimientos usuales /R. Piitter, en "Houben-ileyl, Methoden der

organischen Chemie", tomo 10/3, pdginas 1 y siguientes., Hrsg.
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nentes. La composicién de estas mezclas de derivado de azo-BPTI

10
E. Miller bajo colaboracién de 0. Bayer, H, Meerwein y K. Zie-

gler, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1965/ por reaccidén con
compuestos suministradores de idénes nitrosilo, especialmente
nitrito sédico en solucién 4cido mineral o suspensiéh, en

caso dado en presencia de disolventes orgdnicos, especialmente
de dimetilformamida, dcido acético o deido propidnico, a tem.
peraturas desde -20°¢C hasta 50°Cm preferentemente -5% haata,
20%0, o también con dcido nitrosilsulférico o bien eloruro pi-
trosflico en mezclas de deido acético-deido propidnico bajo
adicién de 4cidos minerales a temperaturas alrededor de pre-
ferentemente -20°C hasta 0°C, Ia duracién de la diazotacisn
es muy variable; depende de la solubilidad de las aminas az{
como de sus posibilidades de sustiftucidén y oscila entre pocos
minutos y varias horas. los iénes de nitrosilo en exceso se
destruyen después de la diazotacién por reaccidén con 4cido
amidosulfénico o drea para evitar una desaminacidén de los de-
rivados de BPTI por los iénes nitrosilo, tal y como es posible
en la realizacidén de las copulaciones en medio 4cido.

En la copuladén de los derivados de BPTI con los

compuestos diazonium se obtienen mezclas de distintos compo-

gse puede regular mediante la seleccidén de las condiciones de
reaceidn, especialmente a través de la proporecién del derivado
de BPTI emﬁleado para la copulacidén y el compuesto diazonium,
el pH de las mezclas de reaccidn, la duracién de la reaccidn,
ag{ como por los aditives a2 las soluciones de reaccidn arriba
mencionados,

Ademds, los nueves derivados del BPTI segin la

presente invencidén se obtienen nitrando los productos obteni-

dos por reaccidn de. compuestos amino nueleéfilos ¥ carbodiimi
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. reduciendo después segin procedimientos en si conocidos (M.

_resto 10 y/o 21 tirosina un grupo amino en la posicién orto

11
das con BPTI o derivados de BPTI bien con tetranitrometanco
(B. Meloun, J. Fric, F. Sorm; Eur. J. Biochem. 4, 112 (1968))
o segin la presente invencidn con 4eido nitrico, o copulands,

en la forma acabada dedescribir con compuestos de diazonium,

Sokolowsky, J. F. Riordan, B.L. Vallee; Biochem. Biophys.
Res. Comms. 27, (1967)) los grupos nitro o bien los grupes '
azéicos introducidos a grupos amino, diazotando ademds logz_
derivados del BPTI, asi résultantes,que ahora llevan en 1054"
restos tirosina 10 y/o 21 grupos amino adicionales en la po-
siecidén o con respecto al grupo hidroxilo fenélico, segﬁﬁulbé.
procedimientos usuvales y, finalmente, copulando ¢on fenoleé
o aminag aromdticas o compuestos heterociclicos,

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

Como pfoductos de partida sean mencionados, ade-
més del BPTI, por ejemplo: .

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

con respecto al grupo hidroxilo fendlico. Se obtienen del BPTI
o de los derivados del BPTI seglin uno de los procedimientos
siguientes: '

a) reaceidn del mismo en solucién dcida de agentes suminis-
tradores de idénes de nitrosilo, tales como nitritos alcalinos |

0 alcalinotérreos, ésteres del dcido nitroso o anhidridos mix-
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12
tos del deido nitroso, en caso dado en presencia de aditivos,
por ejemplo, de aquellos que influencian la conformacién de
proteinas (por ejemplo disolventes orgdnicos, detergentes o
hidrocloruro de guanidinium) en sistema heterogéneo o en sig-
tema homogéneo y elaboracidn de la mezcla de reaccidn segin
métodos en sf conocidos. Se obtienen as{ mezelas de derivados
de BPTI de diferente grado de desaminizacién, de los cuales
una parte también ha sido nitrada en los restos 10 y/o 21 tirod
gina. Esta nitracidn se puede inhibir si la reaccidén de desa-
minacién se efectua bajo un gas inerte o en vacio y/o se agre-
ga un aceptor para la hidrofilia, por ejemplo, fenol. Durante
la elaboracién se puede evitar la nitracién por alcalinacidn
de la mezela de reacciébn;

b) reaccidn del mismo en solucién dcida, neutra, o débilmente
alcalina con compuestos diazonium éue se obtienen por diazota-
¢idén de aminas heterociclicas, especialmente del 3-amino=1,2,4-
triazol 6 S5-aminotetrazol, y elaboracidén de la mezcla de reac—
c¢idén segin métodos en si conocidos. 4 los preparados de reac-—
cién se les pueden agregar en caso dado aditivos, tales como
por ejemplo disolventes orgdnicos, detergentes, hidroeloruro
de guanidinium. Se obtienen asi mezeclas de derivados de BPTI
de diferente grado de desaminacién, en comparacidén con la va-
riante a), considerablemente inferiores, de cuyos espectros

de absorecidén se puede apreciar que ni sus restos tirosina

se han transformado en derivados azdicos ni sus grupos amino
primarios en triazenos,

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

de BPTI de orfigen natural en dcido acuoso (preferentemente

dcido clorhfdrico 2-n) a temperatura ambiente,

3. Mononitro-BPTI, obtenido segiin B. Meloun et al. Europ. J.
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Biochem, 4, 112 (1968) por nitracién directa del BPTI con te-
tranitrometano, o, segin la presente invencidn, con 4dcido-ni~
trico. ‘
4. Dinitro~BPTI, asimismo, obtenido semin B. Meloun et al.
Europ. J. Biochem. 4, 112 (1968) & segin la presente invencién|
con dcido nitrico.

5., Derivados "del BPTI que en los restos 10 y/o 21 tirosina
llevan grupos amino y se pueden obtener de los derivados segin
3y 4 por reduecién'segﬁn métodos en s{ conocidos, por ejemplo
gegin M. Sokolovsky et al. Biochem. Biophys. Res, Comm, 27,“:
20 (1967). | s
6. BPTI guanidizada, obtenida segin B. Kassell et al. Biocﬁé;
mistry 5, 3449 - 3453,

7. BPTI citraconilado, obtenido de BPTI pof reaccién con an-
hidrido de 4eido citracdico y otros.

Los derivados de EPTI de la presente invencidn
gson nuevos, Se pueden caracterizar por sus propiedades quimicas;
fisico-quimicas, bioquimicas, asi como bioldgicas y delimitar
con respecto a las sustancias conocidas, Se aplicaron los si-
guientes critérios:

1) Composicién del aminodcido

; La composicidén del aminodcido se determiné segin
S. Moore, D. H., Spackman, W. H, Stein, Anal..chem. 30, 1195
(1958). La tabla 1 refleja los contenidos de aminodcidos ca-
racter{sticos para algunos otros derivados de BPTI moficicados
por carboxilo. Ademds, de la tabla se desprende como se ha
modifiqado el contenido de estos aminodcidos después de una

reaccibn de copulacién o desaminizacién ulterior,
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TABLA 1,=
Contenido de aminodcidos caracteristicos determinados para al-
gunos derivados de BPTI modificado con carboxilo por andlisis

y1)

de aminodcidos (moles/mol de derivado

Deri- Obteni- 0ly®) a1e2) Tyr 1Iys arg  x(4s)3)
vado do del
de BPTI deriva

gegin do de

el ejem BPTI

plo = segin

el ejem
plo

pprr4) - 6,09 6,00 3,89 4,08 6,01
2. - 5,85 6,00 3,91 4,02 5,98
A6 2 5,95 5,94 3,97 0,25 4,82 ]
48 2 6,00 6,60 3,67 2,17 5,19
50 2 5,85 6,10 1,90 3,90 5,66
65 2 5,40 6,13 2,86 3,83 5,74
6_ - 5,74 6,00 3,52 4,00 6,00 7,49 (Glu)
57 6 6,00 6,63 2,44 2,49 5,26 6,86 (Glu)
15 - 6,06 6,00 3,74 4,14 6,16 6,36 (Phe)
54 15 6,00 5,62 1,85 2,05 5,10 5,85 (Fhe)
18 - 6,36 5,40 3,69 3,84 5,75 1,82 (Ser)
68 18 5,88 6,01 1,51 3,67 5,62 1,84 (Ser)
27 - 5,92 6,00 3,73 4,05 8,26
58 27 5,32 6,05 3,01 3,71 8,12
29 - 6,60 6,15 3,43 3,92 6,06 3,93 (His)
56 29 6,00 6,00 2,44 3,20 5,07 1,04 (His)
30 - 6,22 5,73 3,69 3,77 5,03 3,844(Thr);5,756fo)
67 30 6,30 5,70 1,72 3,58 5,40 4,00 (Thr);5,11&0)
38 - 6,10 5,76 3,92 3,95 5,65 5,84 (Glu)
72 38 6,00 6,00 1,91 4,00 5,68 5,86 (Glu)

1) el peso molecular de los derivados se supuso como para el
BPTI en 6511,
2) el contenido en Gly o bien Ala sgirve como standard interno.

3) valores para los aminodcidos introducidos por la modifica-

eidén de carboxilo; entre paréntesis se indica el correspon-
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diente aminodcido.

4)como comparacidn 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 Liys en cada caso-4.

2) Propiedades electroforéticas.

Electrofdresis de celogel:

Para las electroféresis de celogel se emplearon
tiras de acetato de celulosa de 2,5 cm de ancho de la firma
Serva bajo las condiciones usuales /J. Kohn, Cellulose iceta—
te Electrophoresis and Immuno-Diffusion Techniques in I. Smith,
Chromatographic and Flectrophoretic Techniques, Vol. II, W,
Heinemann, Itd., Tondon and Interscience Publishers 56-90
(1960) Gelman frocedures, Téchniques, and Apparatus for Electrg
phoresis; Gelman Instrument Company (196817. El tampén de pi=-
ridina-acetato del pH 6,05 empleado se obtuvo completdndo una
mezcla de 200 cc de piridina y 20 cc de 4cido acético glacial
con agua a un volUmen de 2 litros. Las separaciones se reali- |
zaron a 150 V con una intensidad de corriente de 0,8 mA/cm de
ancho de tira simultdneamente con BPTI como standard para com-
paracién. Para teﬁir las tiras se empled una solucidén de 58
de negro amido en una mezcla de 900 cc de metanol y 100 cé dev
dcido acético glacial.

Electrofdresis de disco:

Las electroféresis de disco se efectuaron en un
gel separador al 15% con 0,03 m de tampén de imidazol del pH
7,1 como tampén de 4nodo y 0,03 m de dcido £ -aminocaprdico,
0,01 m de tampdén de imidazol del mismo pH como el tampdn del
cdtodo. Ia intensidad de corriente ascendid a 2,5 mA por tu-

bito; la separacidén se termind tan pronto como el colotante

marcador (verde de metilo) se habia trasladado totalmente a
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través del gel, Después de la separacién se tifleron los geles
en una solucidén sl 0,1% de negro de amido en dcido-acético

al 7% durante 30 minutos. El colorante en exceso se retird de
nuevo a continuacién con deido acético al 7%.

En los ejemplos se ha indicado como movilidad electroforética
relativa en cada caso el cociente del trayecto de trasiacién
del correspondiente derivado de BPTI y del proyecto de tras—
lacidn del BPTI., El signo indica el sentido de traslacién,

El signo negativo signifieca por lo tanto movilidad catddlica.

3) Espectros de absoreidn,.—

Para la ulterior caracterizacidén de los derive-
dos de BPTI segtin la presente invencidén son especialmente ade-
cuados, en los compuestos que  tienen grupos azdicos y/0 nitro,
los espectros de absorcidén. Para algunos derivados se han in-
dicado los datos caracteristicos en los ejemplos en cuestidn.

4) Espectros de inhibicidén de proteasas,-

a) Inhibicién de elastasa

-Inhibicidn de elastasa del pdnecreas

Para los ensayos de inhibicién con los derivados
de BPTI segin la presente invencidn se empled elastasa de pén-
creas (cerdo) cristalizada de la firma Nutritional Biochemicals
Corp. Como susiratos se emplearon elastin-rojo de congo /M.A.
Naughton y F. Sanger, Biochem. J. 78, 156 (1961)/, elastina
soluble /3. Keller e I. Mandl, Biochem. Med, 5, 342 (1971)7
agi como succinil-L-alanil-IL-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 anzimdtica eme

pleada en el ensayo. El empleo de elastasa ascendid en el en-

sayo de elastina-rojo de congo aproximadamente & 1,1 nkat (ved-
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fotométrica de los productos de disociacidn tefiibles con ninhi-

17
se Enzyme Nomenclature, Recommendations (1972) of the Interna-
tional Union of Pure and Applied Chemistry and the Internatio- |
nal Union of Biochemistry, 19?3, Elsevier Amsterdam-New York,
pdginas 26-27); con elastina soluble como sustrato y asimismo
c¢on succinil-l=alanil-l-alanil-L-a2lanin-p-nitroanilida se pre-
péraron aproximadamente 0,25 nkat de elastasa por preparado
de ensayo. Para la determinadién cuantitativa de la inhiticién

de elastasa se mezclaron 1as cantidades de engima arriba indi-

se agregé la solucién de sustrato. Para asegurar una formacién
de complejo mAxima se incubé previamente en algunos casos la
enzima y el inhibidor, antes de la adicidn del sustratot &urén—
te 15 minutos. B

R La hidrdlisis del sustrato se determing en el en-
sayo de elastina-rojo de congo por medicién de la extincién

a 492 mm de los productos de disociacidn solubles formados
despuéds de un tiempo definido. En el ensayo con eléstina solu—~

ble se determiné la proporcidén de hidrélisis por determinacién

drina que se han disuelto después de un tiempo definido. Al
emplear succinil-l-alanil-L-alanil-l-alanin-p-nitroanilida como
sustrato se determiné la hidrélisis por medieién continua de la
extinciﬁn de la p-nitroanilina liberada a'410nm. Los valores de
inhibicidén (expresado en porciento de inhibieién) se detefmina—
ron restando la reactividad residual de elastasa medida des-
puds de la adicidn del inhibidor de la actividad del control
de enzima. Los valores de inhibicién de algunos derivados de
BPTI segin la presente invencidn figuran en la tabla 2.

) Inhibicidn de elastasa de granulocitos.

1

La mezcla de iscenzimas empleada para los ensayos
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de inhibicidn se obtuvo segin K. Ohlsson e I. Olsson /Furop.
J. Biochem. 42, 519 (1974)7 de granulocitos humanos, Como sus-
trato es especialmente adecuada la suecinil~I=alanil-L-alanil-
L-alanin-p-nitroanilida /J. Bieth, B, Spiess und C. G. Wer-
muth, Biochem. Med. 11, 350 (19&417. Los valores de inhibicién

empleo de enzimas ascendid a 0,2 nkat por ensayo. Los valores
de inhibicién son valores absolutos y no estén referidos al
BPTI, Se determinaron como se ha indicado para la elastass
del ﬁéncreas.

b) Inhibicidn de quimotrivsina.

Para la determinacidn de la actividad de quimc-
tripsina sirvid el succinil-I-~fenilalanin- 15 ~naftiléster en
un tampén tris 0,25 m del pH_f,Z que era de 5 m ¥ con respecto
al cloruro de cdlcio como sustrato. El /5—maftol formads en

la disociacién ée determind fotométricamente en 329nm.

2 mg de COC-quimotripsina cristalizada se disolvie-
ron en 5 cc de 4cido clorhfdrico 0,001-n que era de 5 m M con
respecto al cloruro de cdleio y 0,5 cc de esta solucién se com—
pletaron con 0,25 m de tampén tris del pH 7,2 (vedse mds arriba
a 10 cec. 50 /ul de la solucidén enzimdtica as{ obtenida se agre-
g6 a 2,35 ec del tampén tris 0,25 m, y esta solucidénse mezeld
para el control de las enzimasvcon 100 /ul de agua, para el
ensayo de inhibicién, sin embargo, con 100 /ul de una solucién
de derivado de BPTI con contenido conocido. Después de mezclar
bien y una fase de equilibracién de 15 minutos, 6, en caso
dado, también sin incubacidn previa, se agregaron 25 /ul de la
golucidén del sustrato. La solucién de sustrato se preparé por

disolucién de 39,1 mg de succinil-L-fenilalanin—-/B-naftiléster

en 1 cc de sulféxido dimet{lico. El porcentaje de la inhibicidn
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producido por el inhibidor se calculd segin la ecuacidn si-

guiente:

1 = AQD preparado inhibidor . 100=% de inhi-
AOD control bieidn

corrigiéndose la densidad §ptica por la proporcién de P -naftol

implicada por hidrélisis esponténea del naftiléster,

Los valores de inhibicién indicados en la tabla
2 para algunos derivados del BPTI se refieren a la inhibicidn‘
(£ 100%) producida por la misma cantidad de BPTI,
¢) Inhibicién de catepsina-G.

Iz enzima se aislé seglin un prdcediﬁienﬁo combi-
nado segin J. R. Baugh y J. Travis /Biochemistry 15, 836
(1976)/ y segin W. Schmidt y K. Havemann /%. Physiol. Chem.
355, 1077 (1974)/. Ta determinacidén de la actividad se efec-
tud, como descrito para la quimotripsina, con succinil-L-fenil
alanin- F ~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 clcruro de magnesio, La cantidad de enzima empleada ascen—
dié a 0,25 nkat por ensayo. El cdlculo del porcentaje de la
inhibicidén se realizé como descrito bajo b).

d) Inhibieidn de quininogenasas.

O¢~Inhibicidén de guininogenasas de plasma,

Ia actividad de las quininogenasas se determind
segin la publicacidén alemana DOS 25 27 932 del 22,1.76, inven-
tor L. G. Svendsen, Pentapharm AG., Basel, con benzoil-I-pro
pil-I-fenilaianil-L-arginin-p-nitroanilida como sustrato con
una cantidad de 0,1 nkat de enzima por ensayo. La mezcla de
las isoenzimas de aislé segin C. Sampaio et al. /Arch. Biochem

Biophys. 165, 133 (1974)/ por cromatografia de afinidad de la

fraceidén de plasma humano Cohn IV-1, Los Valores inhibidores
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mencionados en la tabla 2 pare algunos derivados de BPTI se
calecularon como indicado para la inhibieién de la quimotripsi-
na.

[ ~Inhibicién de la quininogenasa del pdncreas

!

La enzima de ensayo se obtuvo segin C. Kutzbach
y G. Schmidt-Kastner /3, Physiol. Chem. 353, 1099 (1972). ¥
las determinaciones de la actividad se realizaron segin Jos
mismos autores (vedse mds arriba). La cantidad de enzima em~
pleada ascendié & 10 nkat por ensayo. Los valores de inhibieids
mencionados en la tabla 2 para algunos derivados de BPIT se
calcularon como indicado para la inhibicidn de la quimotripsi-
na,

e) Inhibicién de plasmina.

La actividad enzimdtica de plasmina se determiné

con azocaseina, Como enzima se empled plasminogeno activado
con uroquinasa que se obtuvo mediante cromatografia de afini-
dad /D. G. Deutsch. E.T. Merz; J. Med. 3, 224 (1972)7 de plas-
ma humeno.

Ia obtencidén del sustrato y el principio del en-
sayo se han descrito en los trabajos de P, M. Starkey, A. J.
Barrett; Biochem. J. 155, 255 (1976). Para cada determinacién
se hacen dos preparados A y B, cada uno con 0,6 CU de plasmi-
na, disuelto en 1,0 cc de tampén (0,1 m tris-(hidroximetil)-
aminometano, 0,05 M de NaCl, ajustado & un pH de 7,2 con HCl).
Ambos preparados contienen cada uno 1,25 /OB de BPTI o bien
derivado de BPTI, disueltos en 1,25 ccde tampén (vedse mids
arriba); como comparacién sirve en cada caso un preparado A y
B con 1,25 cc de tampén en lugar del inhibidor. Todos los pre-

parados se incuban durante 10 minutos a 37°C y después se agre-

1

ga en cada caso 0,45 cc de una solucidén al 2% de azocaseina
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(en tampén, vedse mds arriba). ILa serie & se mezcla directa-
mente después con 0,3 cc de solucidn al 30% de 4cido tricloro-
acético (TCA); la serie B se incuba durante 60 minutos a 33°c
y despuds se mezcla con 0,3 cc de TCA, Los prepafados se cen—
trifugan después de unos 20 minutos; las extinciones de lo
sobrenadante se determina fotométricamente a 340 nm de una cu=-
beta de 1 cm, Como medida de la actividad enzimdtica va}evia
diferendia de extincién de los preparados paralelos A yrB
( 2E). | |

S5i la diferencis de extinecién causada porAla plas-
mina sola se désgina con ‘5E1OO y la diferencia de extincidn
medida en presencia de inhibidores con AE entonces se obtiene
la inhibicién de la plasmina por los inhibidores bajo las con~
diciones indicadas por la siguiente expresién .

ABjgg - AE
A

. . 100%
100

Los valores de inhibicién (expresados en %) men-
cionados en la tabla 2 para algunos derivados de BPTI se re-
fieren 2 la inhibicién producida por la misma cantidad de
BPTI (2 100%). ’
f) Inhibicidn de tripsina.

La determinacién de tripsina se efectud con hi-

drocloruro de benzoil-I-arginin-etiléster como sustrato por

el procedimiento jH—Stat segin R. Ruyssen (Symposium on Pharma

Belgium 1969, pdgina 110). Los valores de inhibicién mgnciona?
dos en la tabla 2 para algunos derivados de BPTI se determina-

ron como indicado bajo la inhibicidén de quimotripsina.
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TABLA 2,-
Inhibicidn de algunas proteasas de serina por los derivados
-de BPTI

Deri=- Quimo- Catep- Elas- Enzima Cali- Cali- Plas- Trip-

vados de trip- sina tasa elasta creina crei mina sina

BPTI ge- sina G (pdn~ sa (gra (pén- na ~ »

gin el creas) nuloci= creas (plas

lejemplo t0) ma) — !

coBRRL 10000 o 0 7007100 100 100

27 qs T sv 17T 17 79 40 15 68
6 97 191 0 20 58 77 38 76
15 135 135 0 17 66 62 25 T
18 117 109 13 0 22 86 172 75
27 88 83 0 13 74 62 19 88
29 92 65 0 13 64 60 45 92
30 79 143 0 32 80 34 85 T4
31 124 65 0 15 86 103 85 100
33 148 48 0 12 85 94 28 37
38 T7 83 0 15 17 84 33 35
42 113 9% 0 28 15 47 42 82
46 121 31 97 64 15 4 0 27
47 106 44 95 66 14 9 5 a7
48 111 104 83 18 53 58 49 42
50 123 226 2 19 15 66 24 38
54 116 40 67 15 1" 54 5 15
56 104 78 14 0 8 104 25 13
57 130 113 T 9 35 61 15 35
62 147 go o0 0 7 72 29 28
65 59 195 0 17 8 23 33 51
67 78 160 26 26 8 25 24 26
68 57 208 15 26 12 36 29 715
72 74 217 25 49 41 61 81 68
75 45 0 0 28 90 66 55 43
77 97 58 10 39 22 28 15 19
78 97 115 0 36 43 45 32 30
79 156 g9 21 26 35 59 19 21

Para quimotripsina, catepsina &, las calicreinas,

plasma y tripsina se refieren los valores de inhibicién in-
dicados a le inhibicidn producida por la misma cantidad de
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BPTI (100%). La cantidad de BPTI en el emsayo de inhibicién
se seleccioné de manera que los valores absolutos de la inhi-
bicibén ascendiesen a 50 + 10%, excepto en la catepsina G, don-
de el ﬁalor absoluto era de un 20%,
En las elastasas contiene la tabla valofes gbso-

lutos. Por cada ensayo se emplearon 25 /ug de derivado defBPTIQ

Disposicién del ensayo para la demostracidn del efecto inhibi—

dor de la inflamacién en la rata.

a) Reaccidn de inflamacién inducida por caoclina.

La reaccidn de inflamscién se indujo por inyeceidn
intraplantar a 0,1 cc de una suspensibn al 10% de caolina en
una pata trasera de ratas de Wistar de 130-160 g de peso. ILos
derivados de BPTI segin la presente invencidn, asi como el
BPTI empleado para el tratamiento de la reaccidn de infilamacién
se disolvieron en solucidn al 0,94 de cloruro sédico en una
concéntracién de 10-20 mg/cc. El tratamiento de los animales
de ensayo se efectué por inyeccidn intraperitoneal, intramuscu-
lar, subcutdnea o intravenosa de 0,5 - 1,0 cc de solucidn de
derivados de BPTI y, como comparacién BPTI, bien profildcti-
camente, es decir, antes de implantar la noxa de inflamacidén
o terapéuticamente, es decir, después de impiantar la noxa
de inflamacién. La hinchazon de ia pata infectada, que es una |
medida para la gravedad de la reaceién de inflamacidn, se sitié
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 deSpﬁés de la im-
plantacidén de la noxa de inflamacidn.

Ia cbmparacién de la accién de los derivadoes de

BPTI segin la presente invencién demuestran que en su efecto
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inhibidor de la inflamacidén son superiores al BPTI.

b) Reaccidn de inflamacién inducida vnor aerosil,

La reaccién de inflamacién se indujo por inyecciéﬂ
intraplantar de 0,1 cc de una suspensién al 2% de aerosil en
una pata trasera de ratas de Wistar de 130-~160 g de peso. Los
derivados de BPTI segin la presente invencidén o bien el BPTI
empleado para el tratamiento de la reaccién de inflamacién se
disolvieron en solucidn al 0,9% de cloruro sédico en una con-
centracién de 10-20 mg/cc. El tratamiento de los animales de
ensayo se efectua por inyeccidén intraperitoneal, subcitdnes.

o intravenosa de 0,5-1,0 cc de solucién de derivados de BPTI
y, como comparacién, BPTI, 15 horas después 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-
flamacidn, se siguid temporalmente con el antiflosimetro segin
Kemper. Para determinar la relacién entre la dosis y el efecto
ge determiné el valor después de 21 horas despuds de la induc-
cidn de la inflamacién (= 6 horas después de la inyeccidén de
log derivados de BPTI segin la presente invencién o bien del
BPTI).

El resultado de los ensayos de terapia con los
derivados de BPTI segin los ejemplos muestra la eficacia de
los derivados de BPTT empleados en este modelo experimental
donde el BPTI en igual dosificacién no inhibe la reaccién de

inflamacién.

Los nuevos derivados de BPTI segin la presente
invencién son superiores al BPTI como medicamentos. De especial
ventaja son sug efectos inhibitorios sobre las elastasas, De

especial ventaja son sus efectos inhibidores sobre las elasta-

sas del pdncreas y los gramulocitos, que habren nuevas posibili.
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ejemplo, en enfisemas /G, M. Turino., R. M. Senior, B. D. Garg,

" de la artritis reumatoide /G. Weissmann y J. Spilberg, Arthri-

a5

dades de aplicacién terapéuticas.

La elastasa del pdncreas tiene un papel importan-
te en la pancreatitis /M. C. Geokas, H. Rinderknecht, V. Swan-
son, B.P. Vitron y B. J. Haverback, Clin.Res. 16, 285 (1968)7;
la elastasa del suero en la arterioesclerosis /U, Butturini y
M. Langen, Klin. Wochenschr. 40, 472 (1962)/ ¥ 1a elastaé&Ade
los granulocitos en las inflamaciones crénicas y agidas en’
los dafios de los tejidos conyuntivos [i; Jenoff, Amer, J. Patho
68, 579 (1962)7, en los dafios de las paredes de los vagos /A,
Janoff y J. D. Zeligs, Science 161, 702 (1968)/, en las-enfer-

S. Keller, M.M. Levi y I. Mandl, Science 165, 709 (igsg); .
E, Evans, M.M. Levi y i. Mandl., Amer. Rev. Respir., Dis. 101,
359 (1970) asi como A. Janoff, R. A, Sandhaus, V. D, Hosperhorn
y R. Rosenberg, Proc., Soc, Exptl. Biol, Med. 140, 516 (%972L7.
Igual de importante es el papel de las enzimas lisosomales y
especialmente de la elastasa de granulocitos en las reacciones
de inflamacién de causa immunolégica /M. Koono, M. Muto y H.
Hayashi, Tohoku J. Exptl. Med. 94, 231 (1968)/, por ejemplo,
tis Rheumat, 11, 162 (1968)7. )
Se ha descubierto que los derivados de BPTI de la
presente invencién son superiores al BPTI en los modelos de
1la feaccidn de inflamaecién agua, ya que coﬁ ellos se logra
el efecto como con el BPTI en una dosificacién considerable-
mente més reducida, sino que la reaccidn de inhibicién se in-
hibe 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
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BPTTI en el modelo de caolina y aserosil en una sola administra-

cién,

Bgte efecto y eficacia modificado en comparacién
con el BPTI de los derivados de BPTI seguin la presente inven-
¢ién se deben al espectro de inhibicién modificado y otras
propiedades modificadas, tales como mayor duracién de permunen-
cia y duracién de efecto en el cuerpo de los animales de ensa-
yo. Los derivados de BPTI de la presente invencién se han de
diferenciar claramente bioldgicamente del BPTI. '

Los nuevos derivados de BPTI de la presente inven-
c¢idén se pueden emplear, debido a su eficacia biolégica, 23pe=-
cialmente para el tratamiento de las siguientesenfermedadeé
o bien sintomas de enfermedades:

1. Distintas formas del shock, complicaciones post-traumdticas
¥y post-operativas,

2. Desordenes en la coagulacién de la sangre.

3. Reacciones de inflamacidn agudas y crénicas, especialménte
para la terapia y profildxis de dafios en drganos, tales co-
mo por ejemplo pancreatitis y enteritis producida por rayos.

4. Reacciones de inflamacidén causadas por complejos de inmuni-
dad, tales Immun-~Vasculitis, Glomerulonefritis y Artrititis.

5. Colagenosas, especialmente artritis reumatoides,

6, Las artrititis originadas por sedimentaciones debidas al
metabolismo (por ejemplo, zota).

7. Degeneracidn de los componentes eldsticos de los componentes
de los tejidos conjuntivos de drganos, tal como en la arte-
roesclerosis y enfisema pulmonar.

De las nuevas sustancias activas se pueden trans-

formar en forma conocida (andlogo al BPTI) en las formulacio-

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

1. Soluciones para la aplicacién parenteral, por ejemplo, in-
yeccién intravenosa, intramolecular y subcuténea y para in-
yeceidn intrasarticular e intratumoral.

2. Soluciones para la infusién continua intravenosa,

3. Soluciones para la aplicacién como aerosoles jara la inka-

. lacidén.

4, Soluciones, emulsiones, ungiientos, pastas, cremas, lociones,
polvos para aplicacidén local exterior. ‘

5. Combinacién de distintas sustancias inhibidoras cuyos espec-

tros de eficacia se complementen entre si.

Las concentraciones de las nuevas sustancias ac-
tivas en las formulaciones segin 1a‘presente invencidn se.mue-
ven entre los lfmites de 0,01 hasta 100 mg/cc de solucién;
preferentemente entre 0,1 y 10 mg/ce de solucidn.

Las nuevas sustancias activas se pueden emplear
en la forma usual, siendo de mencionar como preferentes los
siguienteé métodos de aplicacidn:

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

2. Local; como aerosol,

3. Oral, eventualmente en forma de aplicacién resistentes a log
jugos géstricos y/o solubles en el intestino delgado.

Como mdrgen de dosificacién se pueden indicar para
los nuevos compuesios de la presente invencién:

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

temente 1 hasta 25 mg de sustancia activa/kg de peso corporal

la dosificacidén depende aqui, ante todo, de la especie a tra-

tar, asi como de la forma de aplicacidn,
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Las nuevas sustancias activas de la presente in-
vencién se pueden emplear en el ser humano y en el animal,
Las marcas empleadas en el presente texto de la
solicitud tienen los siguientes significados:
Sephadex (R) G 10= Dextrano transversalmente reticulade con un
l{mite de extrusidén de peso molecular de
700,
Sephadex(®) ¢ 50= Dextrano transversalmente reticulado con un
limite de extrusién de peso molecular de
30.000.
SP~Sephadex(R) = Dextrano reticulado conteniendo grupos.su;-
fopropilo.

Sintesis de los compuestos amino nucleéfilos empleados vara la

modificacidn con carboxilo del BPTI v de los derivados del

BPTI,
A1) Hidrobromurd de amida del dcido trans—4-~aminometil-ciclo-
hexan~1=carboxilico

a) Kcido trans-4-carbobenzoxiaminometil-ciclohe=

xan—-1-carboxilico

ILa solucidn de 31,4 g de dcido trans~4-aminometil-
ciclohexan~1-carboxflico (0,2 moles) en 200 cc de lejfa sédica
1-n se mezcla con una soluciédn de 42,5 g de oxicloruro carbo-
benzéico (0,25 moles) en 100 cc de acetona a 40°C en 8 porcio-
nes, E1 pH de la solucidn de reaccidén se mantiene durante la
reaccién en 9,6 mediante lejfa sédica 4-n, Se separa asf un
precipitado. Después de 4 horas se extrae la suspensién dos
veces, cada una con 100 cc de éter y mediante adicidén de dcido
clorhidrico 6~n se ajusta a un pH de 1,0. Se extrae entonces

con un total de 400 cc de acetato etflico en 3 porciones y

los extractos se concentran, después de lavar neutro, en vacio,
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El residuo se recristaliza en acetonitrilo. Se obtienen 35 g |

(48%) de cristales incoloros del p.f. 116-118°C.

Calculado para 016H21N04 (291.3) C©66,0 HT,3 N4,8
Hallado 65,9 7,4 5,0

b) Amida de deido_trans-4-carbobenzoxiaminometil-

ciclohexan-1-carboxilico

27,1 g (0,1 mol) de 4cido trans-4-carbobenzoxiami-
nometil-ciclohexan-1~carboxilico se disuelven en 200 cc de
tetrahidrofurano absoluto., Después de enfriar la solucidn a
-10°C se mezcla esta bajo exclusién de humedad con 9,5 cc .-
(0,1 moles) de cloroformiato de etilo y a -5°C se gotean en-
tonces 11,2 cc de N-metilmorfolina (0,1 mol). 10 minuioz des-
pués de haber terminado el goteado se mezcla la mezcla de reac-
cién con 50 cc de solucién metanélica 10-n de amoniaco j la so-
lucién de reaccidén se agita durante 30 ﬁinutos a 0°C y dursn-

te otras dos horas a 22°C. Despuds se separa el hidrocloruro

do se concentra en vacio. El residuo funde, después de réeris-

talizar en azetonitrilo a 186°C.

Calculado para G,gHy,N,0; (290,4) - C 66,2 H 7,6 N 9,7
Hallado 65,7 7,8 9,7

¢)Hidrobromuro de amida del 4cido trans-4-amino-

metileciclohexan—1-carboxfilico

De 5,8 g del compuesto carhobenzéxi desctrito
bajo A,b se obtienen como descrito para el nitrilo bajo Aob,
por tratamiento con 15 ce de una solucién 4-n de dcido brom-
hfdrico en 4cido acético glacial, 4,5 g (95%) del amida~hidro-
bromuro con ﬁn p.f. de 245°¢. RF SBA 0,43 _

Calculado para CgHy N,0.HBr (237,2) ¢ 40,5 m ;;Z‘N 11;8'Br 33,7

Hallado 4,03 6,9 11,5 35,0
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Az) Hidrobromuro de trans-4-sminometil-—1-ciano-ciclohexano

2) Trans-4-benzoxiaminometil-1-ciano-ciclohexano

29 g de la amida obtenida segin Ay (0,1 mol)
ge disuelven en 80 cc de piridina absoluta y la solucidn se
mezcla a 50°Q econ 16 c¢ de cloruro de dcido bencenosulféﬁico.
La mezela de reaccién se calienta durante 30 minutos a 55%
y después de enfriar a 20°C se le agregan a la mezcla 200 g
de hielo y deido clorhfdrico concentrado hasta aleanzar un
pH de 1,5. Ia sustancis precipitada se aisla por filtracida y
el precipitado se lava con agua de hielolmsta que la demostra-
eidn .'de eloruro en el filirado sea negativa, Después de scear
y recristalizar la torta de filtracidn en'acetato de etilo-
éter de petréleo y finalmente en acetato de etilo se obtieren
20,1 g (%2%) de cristales incoloros del p.f. 116=-117°¢.
Calculado para 016H20N202 (272,3) ¢ 70,6 H 7,4 N 10,3

Hallado 79,3 745 9,9

b) Hidrobromuro de trans-4-aminometil-{~ciano-ciclohexano

A una solucibn obtenida bajo ligero calentamiento
de 5,4 g (20m.moles) del derivado de carbobenzoxi obtenido se-
gin A2a) en 10 cc de dcido acético glacial se agregan bajo
exclugién de humedad 15 cc de una solucién 4-n de 4cido brom-
hidrico en 4eido acético glacial, Despuds de reposar durante
1 hora a 25°C se completa la precipitacién del hidrobromuro
mediante adicidn de 100 cc de acetato de etilo absoluto y el
preeipitado se aisla por separacidn por filtracién. Después
de disolver y precipitar de 60 cc de cloroformo-acetonitrilo
(1:1) y éter absoluto se obtienen 3,6 g (62%). de cristales
incoloros, que funden a 212-215°C. Ry SBA  0,57. (SBA: sec.

butanol: decido férmico: agua = 85:10:15 (vol)).
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Hallado 42,0 6,9 12,6 37

A3) Dihidrobromuro de trans—4-aminometil-ciclohexan—i-carboxi-
amidina.

a) Hidrocloruro de trans-4~carbobenzoxiaminometil-ciclohexan-

i-carboxamidina.

5,4 g de trans—4—carbobenzoxiaminometil—1-ciano-
ciclohexano (20 m moles) (vedse Aza)) se disuelven bajo ca-
lentamiento en una mezcla de 0,8 cc de metanol y 5 cec de. %o~
lueno. En la suspensién obtenida después de enfriar a c°c
se introdujo hidrégeno cloradd. hasta la disolucidn'tota},y
la mezcla‘se mantuvo durante 48 horas a -60°C. Ia solucide
se evaporas en vacio hasta sequedad y el residuo en forma de
jarabe sedisuelvé én 20 cc de amoniaco metanélico saturadb,
Esta golucién se concentra después de reposar durante 4 horas
a 25°C ¥ la solucién etandlica del residuo en forma de jarabe
se gotea en150 cc de éter absoluto. En el secador solidifica
el precipitado en forma de jarabe a una espuma sélida incolora
Rendimiento 2,65 g (40%). _ »
Calculado para C1éHé3N302.HCl (325,8) C 60,0 H 7,4 ¥12,9 CL 10

Hallado 58,4 6,9 12,9 11
b) Dihidrobromuro de trans—4-—aminometil-ciclohexan—i=carboxa-

midina

2,6 g del derivado de carbobenzoxi deserito bajo
A3a) se hacen reaccionar, como descrito para el nitrilo des-
erito bajo Agb) con 5 cc de una solueidn 4-n de acido bromhi
drico en écido-acético glacial. Degpués de reaccionar durante
1 hora se obtienen por precipitacién con &ter absoluto 2,5 g

de una sustaneia incolora muy hidroscdpica que funde bajo

descomposicidn a 242°C, (98% de rendimiento).
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Calculado para CgH,,Ni.2HBr (317,1) ¢ 30,3 H 6,0 N 13,3 Br 50,4
Hallado 30,4 5,8 12,3 48,8
A 4) £ ~terc.~butoiloxicarbonilel-silin-amida

a) X-carbobenzoxi- F'—terc.-butiloxicérbonil—L~silin—amida
17 g (30 m moles) de sal (X-carbobenzoxi~ £ =terc.-
butiloxicarbonil-L-lisin-diciclohexilaménica /E. Schnabsl,

Liebigs Ann, Chem. 674, 218 (1964)7 se hacen reaccionar em 130de

de dimetilformemida absoluta, como en la sintesis descrito bajo
A,b) de amida de deido trans-4-carbobenzoxiaminometil-ciclohe=

xan-1-carboxilico, con cloroformiato de etilo al anhfdrido mix
to y éste se transforma en la amida correspondiente. Rerdimien-
to después de recristalizar en acetonitrilo: 9,4 g (8 %); p.f.

142-143°¢;

Z?¥75$g =+ 3,6° (¢ = 1, en dimetilformamida).

v) £-terc,=butiloxicarbonil-I-lisin-amida

9 g (24 m moles) del compuesto de carbobenzoxi des—

erito bajo a) se disuelven en 100 cc de etanol. A la solucién

se le agrega mohr de paladio recien preparado de 0,5 g de

vés dé la suspensién una corriente de hidrégeno. Después de
5 horas se separa el catalizador por filtracidn. Después de
separar el alcohol por destilacién en vacio quedan unos cris-
tales incoloros. Estos funden,.después de recristalizar en‘
acetonitrilo y en acetato de etilo éter de petréleo a 99—10000;
Rp SBA 0,42; rendimiento 5 g (86%) 3
Va4 %ga = + 15,4° (¢ = 1, en dcido acético glacial).
Calculado para C,qHy3N405 (245,3) € 53,8 H 9,5 N 17,1

Hallado 53,4 9,5 17,2

A5) Dihidrocloruro de Iwornitinamida

a) N, Nd -bis-tere.-butiloxicarbonil-I—ornitina
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zada en un rendimiento del 64% = 65,2 g del p.f. 166 C.. -

26 g de L-ornitina (0,2 moles) se acilan segin pro-
cedimientos usuales /E. Schnabel, Liebigs Ann. Chem. 702, 188

(1967)7 a un pH-de 9,5 con terc.~butiloxicarbonilazida. Mediand

te reaccidn de la sustancia inicialmente como jarabe con dici-
clohexilamina se obtiene la sal diciclohexilaménica cristali-
Calculado para 015325N206.C&2H23N (513,7) ¢ 63,1 H 10,0.N 8,2
Hallado 63,1 9,9 8,2

La N&, N § -bis-terc.-butiloxicarbonil-L-ornitina

crisfaliza, después de descomponer la sal diciclohexilamé@ica

-con deido sulfdrico 2-n al reposar bajo diisopropiléter, y.

funde a 112-113%0; /o7 g;S = - 5,9°>(c = 1,1 en dcido acético

glacial),

Calculado para C,gH,gN,0¢ (332,4) C 54,2 H 8,5 N 8,4
‘Hallado 54,2 8,6 8,4

b) Na, N¢5 ~bis-terc.-butiloxicarbonil-L-ornitinamida

De 26 g (78 m moles) del derivado de ornitina des-
erito bajo a) se obtienen andlogo a A1b)_22 g (55%) de la ami-
da que, después de recristalizar en acefonitrilo funde a 153—
154%., [o4 528 = -0,5° (¢ = 1, en 4cido acético glacial).
Caloulado para OysHpgly05 (331,4) € 54,3 H 8,8 N 12,7

Hallado 55,0 9,1 . 12,7

¢) Dihidrocloruro de L-ornitinamida

11 g (33 m moles) de la amida descrita bajo b) se
disuelven en 20 cc de 4dcido trifluoracético. Después de repo-
sar durante 30 minutos a 22°C se mezcia la solucidén con 50ce
de una solucidn etérica 6-n de dcido clorhidrico. El dihidro-
cloruro precipitado se aisla por filtracién. Se obtienen 6,5 g
(96%) de cristales incoloros con un p.f. de 196°C (descomposi-

cién);

33
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o/ §$8 =+ 15,3% (¢ = 1, en deido trifluoracético).
Calculado para 05H13N30.2HCI (204,1)
c 29,4 H7,4 N20,6 CL 34,7
Hallado 29,6 75 20,4 34,5
As) N-metil-I-treoninol

Ia solucidn de 27 g de éster de metilo de carbbben—
zoxi-I=treonina (0,1 mol) /C.A. Dekker, S.P. Taylor y J.S.
Fruton, J. Biol. Chem. 180, 155 (1949)7 en 300 cc de tetrahi-
drofurano absoluto se mezcla bajo agitacidn y enfriamienfﬁ?
gota a gota, con una solucién de 12 g de alanato de litio :
(0,31 moles) en tetrahidrofurano. Después del goteado serre-
tira el bvafio de enfriamiento y la solucidn de reaccidn se¢ ca-
lienta durante 1 hora en el refrigerador de reflujo hasta her-
vir. La mezcla de reaccién enfriada se mezcla cuidadosamente
con 50 cec de agua de hielo y los hidréxidos precipitados se
geparan por succidn. El residuc se extrae varias veces con
metanol., Los filtrados reunidos se concentran y el residuo
en forma de jarabe ge destila fraccionadamente. A un p.ebe,5
102° destilan 8,9 g (75%) de un lfquido viscoso incoloro.
Y% §$8 = = 27,4° (¢ = 1, en dimetilformemida).

Calculado para 05H13N02 (119,2) ¢ 50,4 H 11,0 N 11,8
Hallado 49,9 10,7 11,9
A7) Egter de di-terc.~butilo de deido Y -tere.~butil-L-glutamil

Imglutaminico.

8) éster de di-terc,~butilo de 4decido carbobenzoxi- y=terc.-

butil-l-glutamil-L~-glutaminico

24 g de éster de terc.-butilo de decido carbobenzoxi~
L-glutaminico (70 m moles) /R. Schwyzer y H. Kappeler, Helv.
Chim. Acta 44, 1991 (1961)/ y 18,5 g de éster de di-terc.-buti-
10 del dcido I-glutamfnico (70 m moles) /G. W. Anderson y F. M.
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Callahan, J. Amer. Chem. Soc 82, 3359 (1966)7 se disuelven en
100 cc de tetrahidrofurano absoluto. Después de enfriar la
solucidn a -5°C se introducen 14,6 g de diciclohexilearbodii-
mida sélida y la mezcla se mantiene durante 2 dias a + 4°0.
Después se separa por suceidén la diciclohexilirea formada ¥y
el filtrado se concentra en vacio. El residuoc en forma dé’ja~
rabe se disuelve en 250 cc de acetato de etilo y la solﬂéiﬁn _
se extrae consecutivamente con solucidén al 10% de decido ci-
trico, con solucibn acuosa al 5% de bicarbonato sédico y‘fi—
nalmente con agua. El acetato de etilo se separa por desﬁiia-
cidn en vacio. E1 jarabe que queda cristaliza al reposar-bajo
poco éter de petrdleo. Se obtienen 31 g de cristales incclors

del p.f. 84-86°C; RpCMA 0,83 (CMA: Cloroformo: metanol: ééido

dimetilformamida).

Calculado para C3OH46N209 (578,7) ¢ 62,3 H 8,1 N 4,8
Hallado 62,6 8,3 4,6

b) éster de di-terc.~butilo de deido V—tere,~butil-L-glutamil-

L~glutaminico,

29 g del compuesto de carbobenzoxi descrito bajo
A7a) (50 m moles) se disuelven en 150 cc de etanol absoluto.
A través de esta soluci&n se conduce, después de agregar apro-
ximadamente 1 g de negro de paladio recien preparado, bajo
buena mezcla, con un vibromezclador una lenta corriente de hi-
drégeno, Después de 12 horas se separa el cétalizadoeror fil-
tracidén y el filtrado se concentra en vacio. Quedan 19,1 g
(86%) de un aceite viscoso.
Rp SBA 0,78; /' X] %%8 = =17,1° (¢ =1, en dimetilformamida).
Calculado para CpoH,(No0g (444,6) € 59,5 H 9,1 N 6,3

Hallado 59,9 9,3 6,2
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A8) Ester de di-terc.~-butilo de dcido di-( ¥ —terc.—butil—L~
glutamil)~glutaminico.

a) Derivado.earbobenzoxi

De 13,5 g de dster de )y -terc.~butilo de 4cido car-
bobenzoxi-I-glutamfnico (40 m moles) y 15 g de éster de y-di-
terc,-butilo de deido terc.-butileL=-glutamil-glutaminico
(34 m moles) se obtienen andlogo a A7a por condensacidn de
carbodiimida en 150 cc de dimetilformamida absoluta 20,5 g
de cristales incoloros (87%). la sustancia funde a 110°C,
el R, CMA se encuentra en 0,89.
zfc@]%%ﬁL = -17,9° (e = 1, en dimetilformamida)

Calculado vera C,cHg N0y, (763,9) C 61,3 HB,0 N5,5
Hallado 61,1 8,0 5,5
) Hidrogenaeidn catalftica

13,5 g del derivado de carbobenzoﬁi descrito bajo
Aaé se hidrogenan en 200 cc de éter absoluto como indicado
yara A7b. Después de separar el éter por destilacibén se obtiew
nen 10,1 g (91%) de jarabe incoloro. RF SBA 0,70; RFSBN 0,923
(SBN: sec.-butanol: amoniaco al 10% = 85: 15 (Vol)).
VY4 g%s = -16,6° (¢ = 1, en dimetilformamida)
Calculado para 031H55N3010 (629,8) ¢ 59,1 H 8,8 NG6,7

Hallado 59,5 8,9 6,5

hg) L-asparagil- of, !?-di-(L—élutaminato de di-terc.-butilo

a) Carboxibenzoxi-L-asparagil—cX , P -di-(L-glutaminato de
T

di-tere,~butilo).

7 g de dcido carbobenzoxi-asparaginico (26 m moles)
/M. Bergmann y L. Zervas, Ber, dt. Chem., Ges. 65, 1192 (1932)/
y 13,6 g de L-glutaminato de di-terc.-butilo (55m moles) /G.
W. Anderson y F. M. Callahan, J. Amer. Chem. Soc, 82, 3359

(1960)/ se disuelven bajo adicidn de 7,5 g de N-hidroxibenzo=
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zotriazol en 150 ce de'dimet;lformamida absoluta y la solu-
cién se mezcla, después de enfriar a -5°C, con 11,3 g de dici-
clohexilcarbodiimida‘(55 m moles). La mezcla de reaccibn se
elabora, después de reposar durante 2 dias a +4°C, como des-
crifo bajo A.a. Al mezclar la solucién etérica del reéiduoide
evaporacién olegincso con éter de petréleo se obtienen 12;5 g
(63%) de una sustancia amorfa incolora. p.f. 90°C RFCMAfG;SS;
[T 338 =« 15,9° ( ¢ = 1, en dimetilformamida).
Calculado para CagHggNs0,, (749,9) ¢ 60,9 H 7,9 N 5,6

, Hallado 60,7 7,8 5,6
b) Hidrogenacidn catalftica

De 8,5 g del compuesto de carbobenzoxi descrito. .
bajo Aga se obtienen, andlogo a A7b, por hidrogenacidén catali-
tica en 250 cc de éter absoluto 6,5 gde sustancia incolora,
en forma de jarabe (93%).

By SBA 0,75; Ry SBN 0,92
Y44 g%e =-23,5%c=1 en digetilformamida)
Caloulado para CoH: N30, (615,8) € 58,5 H 8,7 ‘N 6,8
Hallado 59,3 8,3 6,7
Ayp) Irasparagile of, [> -8i-(I-serin-terc,~butiléter=berc.-bu-
tiléster).

a) Carbobenzoxi-I—asparagilecX, [ —=di-(I-serin~terc,~butiléter-
[l

terc.~butiléster)

7 g de 4cido carbobenzosi-asparaginico y 12 g de
I~serin-terc.~butiléter-terc.~butiléster (55 m moles) se conden-
san andlogo a Aga con ayuda de diciclohexilcarbodiimida y N-
hidroxibenzotriazol., El derivade ae péptido se obtiene después
de elaborar segin Aga en forma de jarabe y cromatogrdficamente

no unitaria, El jarabe se disuelve en aproximadamente So’cc de

éter absoluto y la solucidén se introduce en una columna con gel
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de silice 60 (2,5 x 12 em) y ésta se eluye consecutivamente con

éter & petréleto, éter de petrdleo-éter (1:1) y éter., Después

de smeparar el éter de petréleo por destilacién del eluado

del éter de petréleo se obtienen 15,3 g de aceite incoloro,

altamente viscoso, del Rp SBA 0,92 cromatogrdficamente puro

(89%) /(7 g%s - +9,6% (¢ = 1, en dimetilformamida).

Caleulado para CyuHooN10,0 (665,8) ¢ 61,3 H 8,3 NE.3
Hallado 61,6 8,2 6,4

b) Hidrogenacidn catalitica

De 10,5 g del compuesto de carbobenzdéxi descri#o
bajo A;qa se obtiene después de hidrogenar cataliticamente and-
logo 2 Aab‘primeramente una. sustancia en forma de jarabe,
cromatogrdficamente no unitaria. Por cromatografia en gel de
silioe 60 se aislan andlogo a A,q2 con éter de petréleo 5,7 P
(68%) de sustancia que cristaliza con &ter-éter de petréleo.
P.£, 70°C Ry SBA 0,65; By SBN 0,92; Ry CHA 0,12;

VS 238 =+ 3,9° (¢ = 1, en dimetilformamida).
Calculado para CpeH, Ny0g (531,7) € 58,7 H9,3 N7,9
Hallado 58,2 9,3 7,8

Reaceidén de BPTI y derivados de BPTI con compuestos amino nue

clebéfilos y carbodiimidag.

EJEMPLO 1.=
A la solucién de 1 g de BPTI (154 Ve moles) en 100cq
de agua se agregan 2,7 g de cloruro aménico (50 m moles) y
después de ajustar a un pH de 4,5 1,95 g de hidrocloruro de
N-etileN'=(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (10 m moles).
Mediente adicién de deido clorhfdrico 1-n se mentiene el pH
ajustado con ayuda de un autotitrador. Después de 3 horas se

agregan 1,7 g de acetato sbdico a la solucién y la solucidn

se concentra por ultrafiltracién con una membrana de ultrafil—
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tracién UM 05-Diaflow a un volumen de unos 10 ce. El retenta-
do se desala por filtracidn a través de éephadex G 10 5 se
libera de las partes de bajo peso molecular. Las .sustancias
acompafiantes de mayor peso molecular -75 mg (7,5%)- se sepa-
ran por cromatografia en Sephadex (R) ¢ 50 con solucidn 0,05~
m de acetato aménico. Después de secar dos veces por congéia—
cidn la fraccidn monémera se obtienen 720 g de sustanc{é‘iﬁ-
colora (72%). Movilidad e;ectroforética relativa: -1,44 (celo-

gel) o bien 1,08 (electrofdresis de disco).
X/ §$S'= 107,7° (¢ = 0,5 en agua).
EJEMPLO 2,=

A una solucién de 1,3 g de BPTI (200 Ve moley)- g
2,4 g de N-metil-T-treoninol (20 m moles) en 130 cc de agﬁé
se agregan a 0°¢ 1,9 g de hidroeloruro de N—etil-N'f(J—dimehil—
aminopropil)-carbodiimida (10 m moles) y la solucién de reacei
se mantiene durante 6 horas bajo agitacién a 22°C bajo un pH
de 4,85. Después se elabora como descrito en el ejemplo 1. Ade—
més de 130 mg de partes polimeras (10%) se aislaron 1,1 g de ‘
sustancia incolora (85%)., Movilidad electroforética relativas
~1,26 (celogel) o bien — 1,14 (electrofbéresis de disco).
[/ 238 = <109° (¢ = 0,5. en agua).
EJEMPLO 3,=

De 1,3 g de BPTI (200 M moles) y 1,5 g de neobor-
nilamina (10 m moles) se obtiene segin el ejemplo 2, con ayu@a
de 1,45 g de hidrocloruro de de NeetileN'=(3-dimetilaminopro-
pil)-carbodiimida un producto de condensascién: Rendimiento:
1120 mg. (86%) asi como 92 mg de fértes polimeras (7%).
Movilidad electroforética relativa: -1,2 o bien -1,65 (2 ban~-

das; celogel).
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EJEMPLO 4.~

1 & de BPTI (154 » moles) y 1,47 g de Taurina
(10 m moles) se disuelven en 100 cc de agua. A la solucidn se
agregan, después de ajustar a un pH de 4,75, 2,1 g de meto-p=
toluenosulfonato de N-ciclohexil-N'-(2-morfolinoetil)-carbo-
diimida (5 m moles) y la solucidn de reaccidn se elabora Css-
pués de 5 horas como descrito en el ejemplo 2, Por cromatogra-
fia en Sephadex G 50 se obtienen 925 mg (92%) de sustancia in-
colora. -
Movilidad electroforética relativa: -1,21 (celogel) o bien
1,06 (electroféresis de disco).
[/ 238 = -73,2° (¢ = 0,5, en agua).
EJENPLO 5, :
| A una solueién de 1,3 g de BPTI (200 Ve moles) y
7,15 g de hidrocloruro de glicinamida (6,5 m moles) /H. E.
Johnson y D.G, Crosby, J. Org. Chem. 27, 798 (1962)7 en 130 cc
de agua se agregan, después de ajustar a un pH de 4,75, 2,52
de hidrocloruro de N-etil-N”(3—dimetilamin0pr0pil)-carbodiimi-
da (1,3 m moles) y la mezcla de reaccidén se mantiene bajo agi-
tacién durante 6 horas a.temperatura ambiente, El preparado
se dializa en una manga de didlisis acetilada (L.C. Craig y
T.P, King in Methods of Biochemical Analysis Vol. X, S.175;
Hrsg.: D, Glick, Interscience publishers New York/London 1962)
contra agua y el retentado se liofiliza, Para separar las sa-
les se filtra el liofilizado a través de Sephadex (R) G 10y
las partes altamente polimerizadas (55 mg = 4%) se separan por
cromatograf{s en Sephadex ¢ 50 con 4cido acético 0,1-m como
eluyente, El rendimiento en sustancia incolora asciende a

1050 mg (80%).

Movilidad electroforética relativa: -1,48 (celogel) o bien
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-1,15 (electroféresis de disco); .
Anélisis cuantitativo de aminodcidos 9;6 Gly/mol (BPTI: 6);
[t§7 578 = = 100,2% ( ¢ = 0,5, en agua).
EJEMPLO 6.~

Segﬁn el procedimiento descrito-en el ejemplo 5 se
obtienen de 1,3 g de BPTI (200 Ve moles) u 3,4 g de hid:gpfo-
muro de I-glutaminamida (15 m moles) /C.A. Dekker, D. Stone
y J. S. Fruton, J. Biol. Chem. 181, f19 (1949)/ con ayuda de
1,92 g de hidroecloruro de Ngetml—N'-(3—dimet11am1nopropll)~car
bodiimida (10 m moles) 908 mg (70%) de producto de condenss-
¢ién. ' f‘
Movilidad electroforética relativa: -1,34 (celogel) o bien-
-1,12 (electrofére51s de disco). L
Andlisis cuantitativa de aminodcidos 7,5 Gly/hol (BPTI :2)5
/E$7578 = -103,1% (¢ = 0,5, en agua).
EJEMPLO T.w

2,6 g de BPTI (400 . moles) y 10,4 g de dster di-
terc.-but{lico de decido I-glutaminico (40 m moles) /G. W, An-
derson y F.M. Callahen, J. Amer, Chem. Soc. 82, 3359 (1960)/
se disuelven en 200 cc de agua y a un pH de 5,0 se hace’reac-
cionar con 3,85 g de hidrocloruro de N-etil-N'-(3-dimetilamine-
propil)-carbodiimida (20 m moles) como descrito en el ejemplo
5., La solucidn de reaccién se elabora en forma andloza. Despué
de cromatografiar en Sephadex (R) G 50 se obtienen 110 mg (4%)
de partes polimeras y 2032 mg (78%) de sustancia monémera.
Movilidad electroforética relativa: -1,45 (celogel) o bien
-1,02 (electroféresis de disco); Andlisis de aminodeido: 6,6

Glu/Mol) (BPTI:3);
[ 578 = -104’90 (C = 0',5’ en agua)o
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EJEMPLO 8.-

La solucién de 785 mg de derivado de BPTI segin
el ejemplo 7 en 7 cc de deido trifluoracético anhidro se man-
tiene durante una hora a temperatura ambiente bajo atmésfera
de nitrégeno. Después se agregan 20 cc de éter absoluto a la
solucidn y el precipitado obtenido se lava, después de sera-
rar por succidn, con éter, piridina-éter (1:4) y finalmente
con acefato deAetilo. El residuo se disuelve en agua y la Sow
lucidn se desala por filtracidén a través de Sephadex (R)G 10
con decido acético 0,1-m como eluyente., Por secado por cque-
lacién de los filtrados que contienenla proteina se aislan

-

780 mg (A 100%) de sustancia incolora. .y
Movilidad electroforética relativa: -0,96 (celogel) o bien-
-1,06 (electrofésis de disco); andlisis de aminodeido: Sgﬁ'
Glu/Mol (BPTI : 3).

EJEMPLO O,~

1,3 g de BPTI (200 2 moles) se hacen reaccionar
como indicado en el ejemplo 7 con éster de di-terc.~butilo
de deido L-glutaminico empledndose en lugar de agua 100 cc de
sulféxido dimet{lico al 904 eomo disolvente. Terminada la
reaccién se separan la mezcla de disolventes en alto vacio y
el residuo se lava varias veces con éter, El producto ‘obtenido
se disuelve en 10 cc de deido trifluoracético absoluto, la
solucidn se concentra & 2 cc y el residuo se filtra, después
de disolver en 10 cc de agua, a través de Sephadex G 10 con
deido zeético 1-m, Las fracciones que contiene la proteinz
ge cromatografian, después de secar por congelacién, en Sepha-
dex G 50 con dcido acético 0,1-m como eluyente. Se aislan

finalmente 850 mg de sustancia incolora.

Movilidad electroforética relativa: -0,8 (celogel) o bien -1,0
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~bles; celogel) o bien ~1,12 (electrofdérésis de disco); andlisid

43
(electroféresis de disco); Andlisis de aminodcidog: 4,75 Giu/
mol (BPTI : 3).

De 1,3 g de BPTI (200 /o moles) y 4 g de &ster de
terc.-butile de L-fenilalanina (18 m moles) /G. W. Anderson y
F.M, Callahan, J. Amer. Chem., Soc. 82 3359 (1960)7 se obtie;
nen segin el método indicado en el ejemplo é; con ayuda de
1,92 ¢ (10 m moles) de hidrocloruro de N-etii-N'-(3_dimet11_

aminopropil)-carbodiimida, a un pH de 4,9 , un ﬁroducto-&e-con
densacién que segin cromatografia en Sephadex G 50 contlane

56 mg de partes polimeras (4%) y 1020 mg de sustancia monémer&
(78%). |
Movilidad electroforética relativa: -1,4 (celogel) o bien |
-1,11 (electroforésis de disco); andlisis de aminodcidos:
5,95 Phe/mol (BPTI : 4);

7 §$8 = -97,0° (¢ = 0,5, en agua).

EJEMPLO 11.-

Ia solucidén de 820 mg del derivado de BPTI obteni—
dos segin el ejemplo 10 (125 Ve moles) en 10 cc de écldc trl-
fluoracético anhidro se mantiene durante 1 hora bajo atmésfe-~
ra de nitrégeno. La solucién se mezcla entonces con 30 ce
de éter absoluto y la sustancia precipitada ge aisla por cen-
trifugacién. El sedimentado se lava suspendiendo varias veces
con éter bajo adicién de piridina y finalmente con acetato
de etilo y la solucibn obtenida con 4cido acético 0,1-m se
cromatografia sobre Sephadex (R} G 10. Al secar por congela-
cién los filtrados que contienen la proteina se obtienen 810mg
((M'1OO%) de sustancia incolora.

Movilidad electroforética relativa: -1,25 y -1,5 (bandas do-
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de amindeidos: 6,23 Phe/mol (BPTI : 4).
EJEMPLO 12,

1,3 g de BPIT (200 m moles) y 4,35 g de I~fenil-
alaninamida (22 m moles) /K. Blau y S. G. Waley, Biochem. J.
57, 538 (1954)7 se hacen reaccionar como descrito en el e jeme
plo 8 en 130 cc de agua con 2,4 g de hidrocloruro de Neetil-
N'~(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (12,5 m moles), La mez=
cla de reaccién se elabora en forma correspondiente., Se obtie-
nen, ademds de 105 mg de partes polimeras (8%), 940 mg de sus-
tancia incolora (72%). -
Movilidad eleectrofordética relativa: ~1,6 (celogel) o bien
1,05 (electroféresis de disco); andlisis de aminodcidos: 6,3 °
Phe/mol (BPTI : 4);

(57 395 = =108,5° (¢ = 0,5, en agua).
BEJEMPLO 13,=
" De 2,6 g de BPTI (400/u moles y 4,65 g de éster de
terc.-butilo de D-fenilalanina (21 m moles) /G. W. Anderson
y F. M. Callahan, J, Amer. Chem. So¢, 82, 3359 (1960)7 se rre-

. para con ayuda de 2,9 g de hidrocloruro de Neetil-N'-(3-dime-

tilaminopropil)-carbodiimida (15 m moles), como desecrito en
el ejemplo 5, un producto de condensacidn. Se obtienen 1,95 g
de sustancia incolora (75%).
Movilidad electroforética relativa:s -1,36 (celogel) o bien
-1,10 (electroféresis de disco); andlisis de aminodeidos:
5,93 Phe/mol (BPTI : 4);
[ X/ ?%8 = - 104,5° (¢ = 0,5, en agua).
EJEMPLO 14,~

De 750 mg (115/u moles) de derivado de BPTI segin

el ejemplo 13 se obtienen por disolucién en 7 cc de dcido

trifluoracético anhidro y manteniendo durante media hora bajo

e vrum S R e AR N W% CTheacme tmo L e . e S s - A=
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nitrégeno segin el procedimiento descrito en el ejemplo 14
633 mg (84%) de sustancia incolora.

Movilided electroforéticas relativa: 1,08 (celogel) o bien

-1,05 (electroféresis de disco); andlisis de aminodcidos:

6,36 Phe/mol (BPTI : 4);

[T %38 = «98,9° ( ¢ = 0,5, en agua).

EJEMPLO 15 ,~

Por condensacién de 1,3 g de BPTI (200 Y moles)

y 1,51 g de hidrocloruro de D-fenilalaninamida (7,5 m QOJES)

127- Se obtienen con ayuda de 1,44 g de hidrocloruro de N-
etil=N'=(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (7,5 m moles) a
un pH de 5,0, como deserito en el ejemplo 5, 1120 mg de pro-
ducto de condensacién mondmero (86%). .'
Movilidad electroforética relativa: -1,45 (celogel) o bien
- 1,08 (electroféresis de disco); andlisis de aminodcidos:
7,13 Phe/mol (BPII : 4). '
EJEMPLO 16.=

1,3 g de BPTI (200 /u.moles) se hacen reaccionaf
como descrito en el ejemplo 5 con 2,65 g de terc.-butilcarba-
zato (20 m moles) /T.A. Carpino, J. Amer. Chem, Soc. 79, 4427
(195717 como compuesto amino nucleéfilo y 2,5 g de hidroclorurg
de N—etil—N'-(3—dimetilaminoﬁropil)—carbodiimida (12 m moles)
y la mezcla de reaccidn se elabora en forma correspondiente.
Se obtienen 1110 mg (85%) de sustancia incolora,

Movilidad electrofordtica relativa: -1,5 (celogel) o bién
~1,05 (electroféresis de disco).

EJEMPLO 17.-

1 g del derivado de BPTI obtenido segin el ejemplo

16 se disuelven, como indicado en el ejemplo 8, en deido tri- |
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fluoracético y la solucién se elabora en forma correspondientel
Se obtiene en rendimiento cuantitativo una sustanecia inco-
lora: .
Movilidad electroforética relativa: -1,14 (celogel).
EJEMPLO 18.=

1,3 g de BPTT (200 m moles) y 1,085 g (5 m moles)

de éster de terc.-butilo de Leserin~terc.-butiléter /H.C, Beye

b

man y J.S, Bontekoe, Proc. Chem, Soc. 1961, 249/ se condensan
con ayuds de 5%5 mg (3 m moles) de hidroeloruro de N-eiile
Ntw(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida andlogo al ejemplo 5.
Después de separar las mezclas de bajo peso molecular por fil-
tracidn a través de Sephadex G 10 con 4cido acético 1-m se
seca por congelacidén la fraccidn que contiene la proteina.

El liofilizado se disuelve en 7,5 cc de dcido tri-
fluoracético anhidro y la solucién se mantiene durante 30 mn
bajo atmbésfera de nitrégeno a 22%¢, La solucién se diluye con
7,5 cc de agua y se fracciona por cromatografia en Sephadex (R
G 50 con 4cido acético O,1-m como eluyente, Rendimiento:965 mg
(76%). Movilidad electroforética relativa: -1,62 (cel&gel)
o bien -1,16 (electréresis de disco); andlisis de aminodcidos:
1,82 Ser/mol (BPTI : 1).
EJEMPLO 19.-

1,3 g de BPTI (ZOO/ﬁ moles) y 5,4 g de I-glucosa-

mina (2,5 m moles), se hacen reaccionar como descrito en el
ejemplo 5 con ayuda de 2,4 g de hidrocloruro de N-etil-N'-
(3=dimetiluminopropil)~carbodiimida (12,5 m moles) en 100 cc
de agua a un pH de 5,5 primeramente durante una hora a 400 Yy
durante otras 20 horas a 22°C, La mezcla de reaccidn se elabo-

ra como alli descrito. Ademds de 108 mg de partes polimeras

ge aislan por cromatografia en Sephadex (R) ¢ 50 con dcido acé-
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tico 0,1 m, como eluyente, 1620 mg (79%) de sustancia incoloral
Movilidad electroforética relativa: -1,3 (celogel) o bien

- 1,08 (electroféresis de disco).

BJEMPLO 20,-~

1 g de BPTI (154 S moles) y 2,4 g de hidrobromuro
de trang-4-aminociclohexil-1l-carbonamida (10 m moles), se ha~
cen ‘reaccionar como descrito en el ejemplo 5 con 1,45 g de
hidroclorurec de N-etil-N'r(3~dimetilaminopropil)Qcarbodiimida
(7,5m moles) y la mezcla de reaccidén se elabora como alif
descrito. Se obtienen 653 mg (65%) de una sustancia incclprﬁ.
Movilidad electroforética relativa: -1,33 (celogel) o bien
- 1,06 (electrof6resié de disco);

7 gga = - 84,3° (¢ = 0,5, en agua).
EJEMPLO 21.-

1,3 g de BPTI (200/u moles) ¥y 4,4 g de hidrobromiro
de trans-4-aminociclo-hexan-1-——carbonitrilo (20 m moles) se
hacen reaccionar como descrito en el ejemplo 5 con—ayudaVée'
1,9 g de hidrocloruro de N—etil—N'—(3—dimetilaminopropil)—cér—
bodiimida (10 m moles) y la solucidén de reaccidn se elabéfé'
andlogo al ejemplo 5. Ademds de 235'mg de partes polimeras
se obtienen 1010 mg de sustancia incolors (78%).

Movilidad electroforética relativa: -1,43 (celogel) o bien
-1,50 y ~1,14 (bandas dobles, electroféresis de disco);
[/ '?59,8 = = 93,5° (¢ = 0,5, en agua).

EJEMPLO 22,~

aminociclo-hexan-1-carboxamidina (10 m moles) se obtienen por

De 1,0 g de BPTI (154 /2 moles) y 3,2 g de trans—4-

condengacidén con 1,9 g de hidrocloruro de N-etil-N'=(3-dimetil=~

aminopropil)-carbodiimida segin el ejemplo 5 130 mg de partes:

polimeras y 900 mg de sustancia incolora.
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Movilidad electroforética relativa: - 1,24 (celogel) o bien
~ 1,08 (electroféresis de disco);

Zﬁb§7g$g = = 105,7° (¢ = 0,5, en agua).

EJEMPLO 23,=

1,3 g de BPTI (200 Ve moles) ¥y 4,0 g de dihidroclo=~
ruro de I-cistinamida (12,5 m moles) ZTE:W,wStapleton yJ. X,
Swan, Austr. J. Chem, 15, 106 (1962)7 se mantienen como indi-
cado en el ejemplo 5, bajo adicién de 1,9 g de hidrocloruro
de N-etil-N'-(3-dimetilamin0propil)-éarbodiimida (10 m mnles)
durante 6 horas a un pH de 4,%5 - ajustado econ HCl -, Después
de la elaboracidn.usual se obtienen, ademds de 127 mg dé par-
tes polimeras (10%4) 1180 mg de sustancia incolora (91%).
Movilidad electroforética relativa: -1,5 (celogel) o bien
~ 1,11 (electrofdresis de disco); '
17257 gga = = 112,4% (¢ = 0,4, en agua).
EJEMPLO 24,~

1,3 g de BPTI (200 Y moles) y 3,0 g de £ ~terc.-

butiloxicarbonil-L-lisinamida (12,5 m moles) se hacen reac-
cionar segin el ejemplo 19 con 1,9 g de hidrocloruro de N-
etil-N'-(3-dimetilaminopropil)~carbodiimida a un pH de 4,75
y la solucién de reaccidn se elabora en forma correspondiente.
Ademds de 117 mg de partes polimeras (9%) se obtienen de la
fraccién en mondémeros 1105 mg t81%) de sustancia incolora,
Movilidad electroforética relativa: - 1,46 (celogel) o bien
- 1,11 (electroféresis de disco); andlisis de aminodcidos:
7,34 Lys/mol (BPYI : 4).
EJEMPLO 25.-

550 mg del derivado de BPTI obtenido segin el ejem-

plo 24 se mezclan bajo atmdésfera de N, con 5 cc de dcido tri-

fluoracético absoluto. La solucidn de reaccidn se mezcla des—
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pués de reposar durante 2 horas a temperatura ambiente con
50 cc de éter absoluto. El precipitado obtenido se separa
por centrifugacidén y se disuelve en 10 cc de 4cido acético
0,1-m. La solucidén se desala por filtracidén a través de Se—.
phadex G 10 con dcido acético 0,1-m.Después de cromatografiar
en Sephadex G 50 se obtienen 473 mg de sustancia incolora.
Movilidad electroforética relativa: - 1,38 (celogel) o bien
- 1,08 (electrofdéresis de disco); .

Andlisis de aminoécidos:l6,24 Tys/mol (BPTI : 4).

7 %;8 == 10%,5° ( e= 0,5. en agua).

EJEMPLO 26.-

1,3 g de BPTI (200/u moles) y 5,4 g de dihidroclo-
ruro de L-lisinamida (25/u moles) /S. G, Waley y J. Watson,
Biochem. J. 57, 529 (1954)7 se hacen reaccionar como deécri-
to en el ejemplo 5 mediante hidrocloruro de N-etil-N'~(3-di-
metilaminopropil)-carbodiimidaa, y la solubién de reaccida

se elabora en forme correspondiente. Ademds de 248 mg de ma-
terial polimero (19%) se obtienen 1250 mg de sustancia moné-
mera. o
Movilidad electroforética relativa: = 1,9 o bien - 1,75 (ban-
das dobles, celogel); 7

Anélisis de aminodcidos: 6,3 Lys/mol (BPTI: 4).

EJEMELO 27.= |

7 De 1,3 g de BPTI (200 /o moles)’y 5,0 g de dihidro- |
cloruro de I~argininamida (20 m moles) /L. Zervas, T, T. Ota-
ni, M. Winitz y J.P, Greenstein, J, Amer, Chem, Soc, 81, 2878
(19597 se obtienen segin el ejemplo 19 con ayuda de 1,92 g
de hidrocloruro de N—etil—N‘-(3~dimefilaminopropil)~carbodiimi~
da (10 m moles) ademds de 135 meg de partes polimeras >1140mg'

de sustancia incolora (87%).
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Movilidad electroforética relativas - 1, 65 (celogel) o bien
- 1,08 (electrofdresis de disco)§
Andlisis de aminodcidos: 8,3 Arg/mol (BPTI: 6);
[T g;B == 107° (¢ = 0,4 en agua),
EJEMPLO 28.~
de 1,0 g de BPTT (154 S moles) y 4,0 g de dihidro=-

cloruro de L-ornitinamida (20 m moles) se obtienen andlogo al
ejemplo 5 con 1,9 g (10 m moles) de hidrocloruro de N-etil-
N'=(3~dimetilaminopropil)-carbodiimida a un pH de 4,75 fSO-mg
(76%) de producto de condensacidén mondémero incoloro. |
Movilidad electroforética relativas - 1,57 (celogel) o bien
- 1,16 (electroféresis de disco);
Andlisis de aminedeidos: 2,18 Orn/mol;
X7 §$8 - - 101,5% (¢ = 0,5, en agua).
EJEMPLO 29,~-

1,3 g de BPTI (200 Ve moles) y 2,27 g de dihidro-

cloruro de L-histidinamida ( 10 m moles) / E.L. Smith y T.
H. Spackman, J. Biol. Chem. 212, 271 (1955)_7se hacen reaccio-
ner segin el procedimiento indicado en el ejemplo 5, empledn-
do 0,96 g de hidrocloruro de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida & un pH de 4,75 y 4°C, Después de la elabora-
cién'usual ge obtienen 80 mg de partes polimeras (6%) y 1030mg
(79%) de sustancia mondmera.
Movilidad electroforética relativas - 1,72 (celogel) o bien
- 1,11 (electroféresis de disco);
Andlisis de aminodcidos: 3,95 His/mol;
£E<7§;8 = - 104,3° ( e= 0,5, en agua).
EJEMPLO 30,=

De 1,3 g de BPTI (200 /o moles) y 506 mg de hidro-

cloruro del éster metilico de L-treonil-I-prolina (2,5 m moles)
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se obtienen con ayuda de 385 mg de hidrocloruro de N-etil-N'-
(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (2m moles) a un pH de 4,8,
andlogo al ejemplo 19, 1035 mg de sustancia monémera incolora,
(80%).

Movilidad electroforética relativas - 1,26 (celogel) o bien

- 1,08 (electroféresis de disco);

Andlisis de aminodcidos: 3,84 Thr/mol, 6,75 Pro/mol (BPTI:3

o bien 4).

EJEMPLO 31.~-

Bajo agitacidén se reune la solucién de 650 mg de
BPTI (100 /uAmoles) en 50 cc de agua con la golucidn de iOSCmg
(2 m moles) de L-o¢, [5-@sparagil-di-(L—serin-terc.-butiléter—
terc.~butiléster) en 50 cc de dimetilformamida absoluta ¥ a
la mezcla se le agfegan finalmente 385 mg (2 m moles) de hi=-
drocloruro de N-etil-N'~(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida.
Con ayuda de 4cido clorhfdrico 0,1-n se mantiene el pHde la
mezcla de reaccién constante en 4,85. Después de 24 horas =e
separa el disolvente por destilacién en vacio y el residuo - -
se agita durante una hora bajo atmésfera de nitrégenoc conviﬁcc
de 4cido trifluoracético anhidro. Después de separar el decido
trifluoracético por destilacién se disuelve el residuo en 5cc
de dcido acético-al 50% y la solucién se desala por filtracién
a través de Sephadex G 10 con 4cido acético 0,1-m como eluyen-
te. Se obtienen 595 mé (92%) de sustancia incolore.
Movilidad electroforética relativa: - 1,1 u.-=1,35 (celogel)

o bien - 1,47 u. =1,34 (slectrofbresis de disco);

- Andlisis de aminodcidos: 5,78 Asp/mol y 4,35 Ser/mol (BPTI:

5 o bien 1).
EJENIPLO 32 o=

51

650 mg de BPTI (100 s moles) y 1,23 g de éster de



10

15

20

25

30

G 10. Se obtienen 643 mg (99%) de sustancia mondémera incolora.
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tetra-terc,~butilo de dcido tri-I-glutamfnico (2 m moles) se
hacen reaccionar con ayuda de 385 mg de hidrocloruro de N-etil-
N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (2 m moles) en una meze
cla de 50 cc de dimetilformamida y 65 cc de agua segin el mé-
todo indicado en el ejemplo_S. El disolvente sge separa por
destilacién en vacio y el residuo se agita durante una hora

a 20°C con 10 cc de 4eido trifluoracético bajo atmdsfera de
nitrégeno. Después de concentrar se cromatografia el residuo

(R)

con deido acético al 50% como eluyente a través de Sephader

Movilidad electroforética relativa: - 0,05 (celogel) o bien
- 0,82 (electroféresis de disco);

Andlisis de aminodcidos: 6,44 Glu/mol (BPTI : 3).

EJEMPLO 23.-

Andlogo al ejemplo 32 se condensan 1,3 g de BPTI
(200 /B moles) con 3,08 g de éster di-terc.-butilico de deido
o y /3-aspﬁragil-bis- G(,‘X’-glutaminico (5 m moles) en pre-
gencia de 670 mg de hidrocloruro de N-etileN'~(3-dimetilamino-
propil)-carbodiimida (3,5 m moles) en una mezcla de 100 nc de
dimetilformamida y 50 cc de agua. Después de disociar los sru-
pos protectores terc.-butilo andlogo al ejemplo 32 se obtienen
1251 mg de sustancia incolora (96%).
Movilidad electroforética relafiva: - 0,27 u. 0,05 (celoge15
o bien -0,43, - 0,27 y - 0,18 (electroféresis de disco);
Anglisis de aminodeidos: 5,80 Asp/mol y 5,05 Glu/mol (BPTI:
5 o bién 3).
EJEMPLO 34.- .
1,033 g de derivado de desamino-BPTI (160 m moles)

disueltos en 100 cc de agua, obtenidos segin el ejemplo 34 B,

se hacen reaccionar después de una didlisis exhaustiva contra
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deido clorhfdrico O,1-n con 1,085 g (5 m moles) de L-serin-
terc.-butiléter-terc.-butiléster (H.C. Beyerman y J.S. Bonte~-
koe, Proc. Chem, Soc 1961, 249) a un pH de 5,0 bajo control
del pH y empledndo f70 mg de hidrocloruro de N-etil-N'—(3=di-
metilaminopropil)-carbodiimida (4 m moles), como descrito en
el ejemplo 19, primeramente durante 1 hora a 0°C y durante
otras 20 horas a 22°C. La solucién de reaccién se desals por
cromatografié a través de Sephadex (R) G 10 con deido acético
0,1-m como eluyente. Después de secar por congelacién ei.eima-
do que contiene la proteins se obtienen 890 mg (84%) debséé;
tancia incolora. B
Movilidad electroforética relativa: — 1,76 (celogel) o bien
- 1,08 (electroféresis de disco). |
720 ng de esta sustancia se tratan como descrito
en el ejemplo 18 con dcido trifluoracético anhidro para diso-
ciar los grupos terc.~butilo y el producto de reaccién se ela-
bora andlogo al ejemplo 18. Se obtienen 527 mg (75%) de sua-—
tancia incolora. e
Movilidad electroforética relativas - 0,82 (celogel) o Bien’
-0,69, - 0,62 y - 0,52 (electrofdresis de disco);
Andlisis de aminoécidoé: 2,38 Ser/mol (BPTI:1).
EJEMPLO 34 A.- ‘

500 mg de BPTI (77 /o moles) se disuelven en 200 cc
de 4cido acético 0,25-m enfriados con hielo, libres de oxi-
geno, Conduciendo nitrégeﬁo a través y bajo buena agitacidén
ge gotean a 0-4°C en el transcurso de .30 minutos '50 cc de
solucidén 2-m de nitrito sédico en la solucién del inhibidor
y la mezcla de reaccidn se mantiene finalmente durante 24 ho~
ras bajo atmésfera de nitrégeno a +4°C, Sube asi el pH de la

solucién de 3,7 a 4,1,
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Ia mezcla de reaccién se concentra entonces por
ultrafiltraci6nhen una céluls de ultrafiltracién (Amicon)
con ayuda de uns membrana Diaflow=UM 05, se diluye con agua
¥y nuevamente sé concentra, Este proceso se repite varias ve-
ceg elimindndose finalmente una parte del producto de reac-
cién. El retentado se mezcla con solucidn de hidréxido amé-
nico 0,1;m hasta amplia disolucién del precipitado. E1 pH de
la solucién se gjusfa con 4cido acético O,1-m a 6,8 y se agre-
ga tanta agua, de manera que sSe alcanze una concentraci5g de
acetato aménico de 0,05-m, Se separa por centrifugacién.una
pequefia cantidad de material no disuelto y la'soluci6n sobre~
nadante se cromatografia en una columna de SP-Sephadex (R)
C 25 equilibrada con solucién 0,05-m de acetato aménico del

pH 6,8 (2,5 x 80 cm) (Sephadex (R) & dextranc reticulado).

acetato aménico 0,05-m del pH 6,8 y a continuacién con 500 cc
de solucién de acetato aménico b,S-m del mismo pH., El perfil
de la eluicidn estd reflejada en la figura 1. Las distintas
fraceiones A hasta F (vedse figura 1) se secan por congelucién
y los liofilizados se desalan en parte por cromatograffa en
Biogel P 2 con hidréxido aménico 0,1-m como eluyente, en par-
te por ultrafiltracidén. Los rendimientos y los datos espectros-
¢bpicos de los preparados obitenidos de las distintas frac-
cibnes se han resumido en la tabla A y los resultados de los
andlisis cuanfitativos de aminodcidos en la tabla C, En la
figura se ha presentado sobre la ordenada la extincidén en por-
cientos y sobre la abecisa la denominacién de la correspondiente)
fraceidn A hasta F, En el punto ¥ se cambia el eluyente (solu~

cidén de acetato aménico 0,5 en lugar de solucién de acetato

aménico 0,5-m).
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EJEMPLO 34 B.-

500 mg de BPTI se hacen reaccionar como descrito
en el ejemplo 34 A con nitrito sédico en solucién 4ecido acéti~
ca, Después de 24 horas se ajusta el pH a 9,0 medianté adicién
de amoniaco acuoso concentrado, la solucién se desala como
descrito en el ejemplo 34A por ultrafiltracién. Las pﬁrtes de
alto peso molecular se separan por erom&tografia en ung columna
de Sephadex (R) G 50 (2,5_x 100 e¢c¢) con solucién de amoniaco
0,1-m. Después'de gsecar por cgngelacién se disuelve el resi-
duo en 10 cc de amoniaco acuoso O,1-m y se ajusta con ééi&Eﬁ
acético 0,1-m a un pH de 6,8. La solucidn clara se aplica como
indicado en el ejemplo 34A a una columna de SP -Sephadex (R)
¢-25 (2,5 % %b,cm) y primeramente se eluye con 500 cc de so-
lucidn de acetato aménico 0,05-m, pH 6,8, seguido de 500 ‘cc
de solucién de acetato aménico 0,5-m, pH 6,8, y finalmente
200 cc de amoniaco acuoso 0,1-m. EL perfil de la eluicida se
puede comparar con el obtenido segin el ejemplo 34A. Los'xén-
dimientos y los datos 9spectroscépicos estdn representédOSni

en la t2bla B para las distintas fracciones.

EIE

TABLA A: Praccionacidén de 12 mezcla de desamino—-BPTI obtenida

segin el ejemplo 34 A en SP-Sephadex (R) ¢w25.

Fraccién n? Denominacién Cantidad E 280 nm
425 nm
21 - 30 A 224 5,53
31 - 40 B 73 8,57
41 - 52 Y 37 6,15
53 ~ 63 D 87 4,61
75 =105 E 67 16,60
106 ~140 F 12 13,25

e - emans Amee ma s Srmhs o REmmA i 4 i rivm e o n o G e e Ao o Wbt e # 8 TRC Tt e nhs L m e s v b
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TABLA B: Fraccionacidén de la mezcla de desamino-BPTI obhtenida
segin el ejemplo 34 B en SP-Sephadex (B) ¢ - 25,

Fraceién n® Denominacién Cantidad & 280mD
425nm
19 - 27 A 7 9,0
28 ~ 42 B 22 13,3
43 - 48 c 177 17,4
49 - 51 D 44 21,2
113 =127 B 185 22,1
TABLA C: Contenidos en aminodcidos caracteristiéos deter@ina-
dos en el andlisis de aminodcidos de derivados de desamino.f'
BPTI segin los ejemplos 34 A y 34 B.
Denominacién de la Obtencién Moles de moles{de‘derivado1)
sustancia descrita resto amino/de BPITI .. . -~ ..-
en el écidoz)"f 2)'.“’
ejemplo Gliecina®‘Alanina®/Tiro- Iisi Argi-
ging na nina
prr3) . 6,09 6,00 3,80 4,08 G6,01
Derivado de desamino-— 6,18 6,66 2,11 0,27 3,51
BPTI, Fr. A
Derivado de desamino- 6,08 6,35 2,830 4,27
BPTI, Fr, B !

Derivado de desamino~ 34 A 6,19 6,80 2,610 3,95
BPTI, Fr., C

Derivado de desamino=- 6,81 5,81 2,53 0,18 4,44
BPTI, Fr. D

Derivado de desamino- 6,58 6,24 3,320 4,40
BPTI, Fr. B

Derivado de desamino- 6,31 5,92 2,98 0,25 4,50
BPTI, Fr. F

Derivado de desamino- 6,32 6,08 3,51 0,30 3,61
BPTI, Fr, A

Derivado de desamino- 5,98 5,61 3,764)0,26 3,84
BPTI, Fr. B )

Derivado de desamino- 6,01 5,62 4,554 0,21 4,81
BPTI, Fr. C

Derivado de desamino- 34 B 6,49 5,93 3,74 0,14 4,64
BPTI, Fr. D

Derivado de desamino- 6,82 5,58 4,724)1,06 4,88

BPTI, Fr., E
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Denominacidén de la Obtencidn Moles de Moles de derivado 1)
gsudtancia descrita 7resto aming’de BPTI

en el deido 2) 5)

‘ejemplo  Glicina®’Alanina® Tiro Lisi- Argi-

gina na nina

Derivado de desaming "~ 6,53 5,58 3,71 0,91 3,92
BPTI, Fr. F

3) Como comparacién se recogid un andlisis de aminodcidos de

30

1) El peso molecular de los derivados se asumié con 6511 como
para el BPTI de origen natural. |

2) Fl contenido en alanina o bien glicina sirven como standard
interno. Segin las condiciones de eluicién en el anéiigis'
de aminodcidos se eluyen sustancias desconocidas tefilbles
con’ninhidrina junto con glicina y/o alanina, que aparentan

- entonces mayores contenidos en glicina, y/o alanina. o

BPTI, Los valores teoricos de los correspondientes amiﬁ?-
dcidos ascienden: Gly y Ala = 6,0; Tyr = 4,0, Iys = 4,6;
Arg = 6,0, ‘ -
4) Un producto de desaminizacidén de lisina se eluye dirgéééﬁ
mente antes de la tirosina; Por esta razdn se halla lafé?es~
ta de tirosina en el cromatograma bien asimétricamente’o:
- bien acompafada de una cresta no totalmente resuelta.

BJEMPLO 35.-

La solucién de 550 mg (85 Ve moles) de BPTI guani-
dizado / B. Kassell y R. B. Chow, Biochemistry 5, 3449-3453,
(1960); J. Chauvet y R. Acher,>Biochem, Bioﬁﬁys. Res., Comm. 27,
230~235 (1967)_7 y 410 mg (1,9 m moles) de I-serin-terc,-butil-
éter-terc.~butiléster / H.C. Beyerman y J.S. Bontekoe, Proc.
Chem. Soc 1961, 249 _7 en 55 cc de agua se hace reaccionar bajo
control del pH a 4,9 con 163 mg de hidrocloruro de N-etil-N'-

(3-dimetilaminopropil)~-carbodiimida (850 P moles), como des-

crito en el ejemplo 19. Ia solucidén de reaccién se desala en
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columna de Sephsdex G 10 5 x 100 em por filtracién con dcido
acético al 50% como eluyente. Después de secar por congelacién
el eluado que contiene la proteina se mantuvo la solucién de
la sustancia en ?,5 ce de 4cido trifluoracético anhfdro du-
rante 30 minutos bajo atmdsfera de nitrdgeno a temperatura am-
biente, La solucién diluida con 5 cec de agua se desalé por
filtracién a través de Sephadex G 10, Por cromatografia en
Sephadex G 50 con dcido acético 0,1-m se separaron 51 mg de
partes polimeras y se obtuvieron 248 mg de sustancia ingalora,
(45%).

Movilidad electroforética relativas - 1,16'(celogel) o bien

- 1,08 (electroféresis de disco).

Andlieis de aminodcidog:2,26 Ser/mol, 3,60 Homoarg/mol

BPTI: 1Ser; 4 Lys.

EJEMPLO 36,

Anflogo al ejemplo 38 se hacen reaccionar 200 mg

de BPTI guanidizado (31 Ve moles) con 250 mg de hidrocloruro
de N-etil-N'~(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (1,3 m moles)
y 670 mg de di-lL-glutaminato-tri-terc.~butilo (1,5 m moles).
Lssolucidén de reaccidén se concentré en vacio a 10 cc y el pH
de la soiucidn gse ajusté a 1,0 con dcido clorhfdrico concentra-
do. La mezela se mantiene & continuacién durante 10 horas a
temperatura ambiente y para seﬁarar las sales y las mezclas

de bajo peso molecular se filtra la solucidén a través de Se-
phadex G 10 con deido acético 0,1-m como eluyente. Se obtienen
175 mg de sustancia incolora (87%).

Movilidad electroforética relativa: ~0,60 (celogel) o bien
~0,62 y 0,50 (electroféresis de disco);

Andlisis de aminodeidos:3,95 Glu/mol (BPTI: 3).
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EJEMPLO 37.-
La solucién de 1,3g (200 /u moles) de desamido-BPTI

~obtenido dejando reposar durante 25 dias BPTI de origen na-
tural con dcido clorhidrico 2-n a 22°C y didlisis a continua-
cién y secado por congelacibén- y 1,2 g de L-serin-terc.-butil-
éter-terc.~butiléster (5,5m moles) ['H.C. Beyetman y J.S., Bon~-
tekoe, Proc. Chem. Soc. 1961, 249_7 en 100 cc de agua Se hacen
reaccionar andlogo al ejemplo 8 con 960 mg de hidrocldruro de
N-etil-N'-(3~dimetilaminopropil)-carbodiimida. Ia elaborac¢6n
realizada después de 24 horas andlogo al ejemplo 8§ da 11u0=mg
(84%) de sustancia incolora.

Movilidad electroforética relativa: - 1,16 (celogel).

950 mg de esta sustancia se tratan para la diég;
ciacién de los grupos de terc.-butilo en analogfa al ejemplo
18 con deido trifluoracético anhfdro ¥ la solucidn se elabora
como allf deserito. Después de cromatografiar en Sephadéi'G
50 con dcido acético 0,1-m como eluyente se obtienen, ademds
de 53 mg de partes polimeras 760 mg (75%) de sustancla ince-
lora. 7 7
Movilidad electroforética relativa: - 0,98v(celoge1) o bien
- 0,90 (electroféresis de disco);

Andlisis de aminodcidog:3,61 Ser/mol (BPTI : 1).
EJEMPLO 38,-

490 mg (75 /B moles) del preparadc de desamido-BPTI"
empleado como producto de partida en el ejemplo 37 se hace
reaccionar conforﬁe a la reaccidn descrita en el ejemplo 37
c¢on L-glutaminato de di-terc.-butilo. EL preparado se elabora
como alli deserito. Se aislan 485 mg de sustancia incolora
(99%) .

Movilidad electroforética relativa: - 1,52 (celogel).
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480 mg de esta sustancia se utilizan bajo atmés-
fera de nitrégeno mediante tratamiento con dcido trifluoracé-
tico andlogo al ejemplo 21. La mezcla de reaccidn se elabora
en forma correspondiente. Se obtienen asf{ 470 mg (96%) de sus~
tancia incolora.
Movilidad electroforética relativa: - 0,92 (celogel) o bién
~ 0,88 (electroféresis de disco); '
Andlisis de aminodcidos:6,88 Glu/mol (BPII : 3). .
EJEMPLO 39.~ -
De 650 mg de desamido~BPTI (100 B moles) (vedse

tilo (2,25 m moles) se obtienen con ayuda de 405 mg de hidro-
cloruro de N-etil—N'-(3-dimetilaminopropil)—carbodiimida_-.
(2,1 m moles) segin el procedimiento descrito en el ejemplo
38 418 mg de producto de condensacién (64%).

Movilidad electroforética relativa: — 0,88 (celogel) o bién
-0,82/0,17 (electroféresis de disco);

Andlisis de aminoécidos:§,54 Glu/mol (BPTI:3).

EJEMPLO 40,=

520 mg de mono-nitro-BPTI (80 /o moles) /"B, Meloun,
I. Frid y F. §orm, Burop. J. Biochem. 4, 112 (1968)_7 y 650 mg
de glutaminato de di-terc.-butilo (2,5 m moles) se hacen reac-
cionar como descrito en el ejemplo 10 con ayuda de hidrocloruro
de N-etil=N'=(3~-dimetilaminopropil)-carbodiimida. Los grupos
terc.~butflicos se disociaron andlogo al ejemplo 31 mediante
tratamiento con 4deido clorhidrico a un valor pH de 0,5-1,0,
Ia solucidn de reaccidn se desald por filtracidén a través de
Sephadex G 10 con dcido acético O,1-m como eluyente, Se obtie-

nen 480 mg de sustancia amarilla (92%),

Movilidad electroforética relativa: - 0,89 (celogel) o bien
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-0,82 y - 0,67 (eiectroféresis de disco).
Andlisis de aminodcidos: 4,01 Glu/mol (BPTI :3);

Exr8 :
—EZEE- = 2,03 (tampén tris 0,1-m, pH 7,8)

EJEMPLO 41.=
De 490 mg de dinitro~BPTI (75 /u moles) / B. Meloun,
I. FriE y F. Sorm, Europ. J. Biochem. 4, 112 (1968)_7 y 1100mg

de L-ser1n—terc.-butiléter-terc.-butlléster (5 m moles) se
obtienen por condensacién con ayuda de 670 mg (3,5m moles)
de hidrocloruro de N-etil=N -(3—d1met11am1noprop11)—carbpdal-
mida y disociacién a continuacidn de los grupos terc.-butllo
segin el procedimiento indicado en el ejemplo 40, 418 mg de
sustancia amarilla (85%). :;fi
Movilidad electroforética relativa: - 0,94 (celogel) o bmen
-0 78 y =0,59 (electroféresis de disco);

R

Andlisis de aminodcidos: 2,40 Ser/mol (BPTI : 1); et

Ea7s
430

= 1,44 (tampén tris 0,1-m, -pH 7,8).

EJEMPLO 42.~

Andlogo al ejemplo 40 se obtienen al emplear 1300mg
de dinitro-BPTI (200 Ve moles) y 780 ng de I=glutaminato de
di-terc.-butilo (3 m moles) 881 mg de sustancia amarilla (68%),
Movilidad electroforética relétiva: - f,31 (celogel) o bien
~ 1,16 (electroféresis de disco); '

860 mg de la sustancia se tratan andlogo al ejemplo
11 durante 1 hora con 10 cc de 4deido trifluoracético anhidreo
y el producto de reaccién se aisla como alli indicado. Despuds
de cromatografiar en Sephadex G 50 eon dcido acético 0,1-m

como eluyente se obtienen 550 mg de sustancia amarilla (64%),

Movilidad electroforética relativa:- 1,12 (celogel) orbien

b e o i s sy ¢ e
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- 0,95 (electrofdresis de disco);

Andlisis de aminodcidos: 4,03 Glu/mol (BPTI : 3);

Ea7g

—=2— = 1,47 (tampén tris 0,1-m, pE 7,8).
a0
EJEMPLO 43,=

650 mg (100/u moles) de BPTI guanidizada liberali-
zada de los idénes amonios y acetato por didlisis contra deido
clorhfdrico 0,1-n a 4°¢ /7B, Kassell y R. B. Chow, Biochemis-
try 5, 3449 (1966)_7, 135 mg de N-hidroxibenzotriazol (! m mol)
¥ 260 mg de IL-glutaminato de di-terc.~butilo (4 m moles) se
mezelan con 10 cc de dimetilformamida absoluta. A 4°C se agre-
gan a la suspensién 206 mg de diciclohexilcarbodiimida yla
mezcla de reaccién se agita primeramente durante 1 hora s 4°C
y durante otras 24 horas a temperatura ambiente. Degpués ée
separa el disolvente por destilacidén en vacio a 50°C y el re-
giduo se agita con 10 cc de dcido trifluoracético anhidrd‘
durante 30 minutos bajo atmésfera de nitrégeno; La mezcla de
reaccién se concentra en vacio y el residuo se mezcla con
10 cc de dcido acético al 50%, EL material sin disolver se” 
separs por centrifugacidn y la solucién sobrenadante se <filtra
a través de Sephadex G 10 con 4cido acético al 50% como elu-
yente,

Después de elaborar como descrito en el.ejemplo 1
se obtienen 540mg (83%) de sustancia incolora.
Movilidad electroforética relativa: -0,56 u. 0 (celogel) o bien
-~ 0,84 y = 0,74 (electroféresis de disco);
Andlisis de aminodcidos: 7,27 Glu/mol; 1,21 Lys/mol (BPTI : 3
Glu o bien 4 Lys).

EJEMPLO 44.-

650 mg (100 /xmoles) de bis-3-aminoestirosil-BPTI

62



10

15

20

25

30

~en 100 /ul de agua bajo buena agitacidn. Después de 10 minutos
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obtenido de dinitro-BPTI /B, Meloun, I. Fri¥, y F. Sorm,
Europ. J. Biochem. 4, 112 (1968)_7 andlogo al ejemplo 44 A sé
condensan como descrito en el ejemplo 5 en presencia de hi-
drocloruro de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida
con L-glutaminato de di-terc.-butilo y se elabora en forma
correspondiente, Se obtienen 509 mg (;8%) de producto de con-
densacién incoloro. .

iMbvilidad elaectroforética relativa: - 1,0 (celogel) o bien
~0,95 (electroféresis de disco); o
Andlisis de aminodcidos: 4,45 Glu/mol; 1,55 Tyr/mol (BPfI?;3
Glu o bien 4 Tyr). ’
EJEMPLO 44 A.-

650 mg (100 e moles) de una mezcla de BPTI nitrado
["B. Yeloun, I. Fric y F. Sorm, Europ. J. Biochem, 4, 112"
(1968)_7 se disuelven en 25 cc de tampén de tris—(hidroximé—
til)-aminometano 1-n, pH 7,5. Bajo buena agitacidén se ag?ééan"
a la solucién en dos tandas cada vez 300 mg de ditionitadj“i
sédica en peribdos de 10 minutos y la mezcla se mezcla, fbf;
minutos después de la ltima adicidn, con deido acético hasta
alcanzar un pH de 5,0, Para la desalacién se filtra 1é mezcla
de reaccién a través de Sephadex G 10 con deido acético 0,1-n
como eluyente. Los eluados que contienen la proteina se secan
por congelacién., EL liofilizado se disuelven en § cc de dcido
clorhfdrico 1-n y después de enfriar se mezcla la solucién

a 4°C con una solucién de 14 mg de nitrito sédice (203 Ve moles

gse le agregan a la solucidén 10 mg de dcido amidosulfénico séli-
do y después de otros 5 minutos una solucidén previamente en-

friada de 94 mg de fenol ( 1 m mol) en 5 cc de lejfa sédica

N

1-n (pH 8,2). La suspensién amarills se agita bajo adicidn de
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segin el ejemplo 50 con 2 x 100 /ul de anhidrido de dcido ci-
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lejia sédica hasta alcanzar un pH de 9,0, En el transcurso
de 30 minutos se obtiene una solucidn roja. Después de agregar
4cido acético hasta un pH de 4,0 se desala la solucién de
reaccidén por cromatograffa en Sephadex H 10. A continuacién
se separan las partes de alto peso molecular por cromatografia
de lqs eluados que contienen proteina en Sephadex G 50 con
dcido acético 0,1-m como eluyente. Se obtienen finalmente
425 mg de sustancia de color naranja amarillo.
EJEMPLO 45.-

1,3 & de BPTI (200 /o moles) se hacen reaccionar

tracéico (2 m moleg). A la solucidén enfriada con hielo del
derivado citraconflico se agregan 4,35 g (20 m moles) de I~
gerin-terc,-butiléter~terc,.~-butiléster y después de ajuster
un pH de 5,2, 3,85 g de hidrocloruro ae N-etil-N'~=(3-dimetil-
aminopropil)-carbodiiaida. La mezcla de reaccién se mantiene
durante 3 horas a 22°C formidndose una suspensién lechosa. E1
pH de esta suspensidn se ajusta con dcido clorhfdrico a 1,0’y
se agita durante 20 horas. Se forma as{ una solucién clara
que se elabora andlogo al ejemplo 1. Se obtienen 1050 mg (81%)
de liofilizado incoloro.

Movilidad electroforética relativa: -0,56 (celogel) o bién
-0,98 y -0,86 (electroféresis de disco);

Andlisis de aminodcidos: 2,96 Ser/mol (BPTI : 1).

Desaminizacién de derivados de BPTI modificados con carboxilo.-

EJEMPLO 46,.-
320 mg del derivado de BPTIobtenido segin el ejem~

plo 2 se disuelven en 100 cc de deido acético 0,25-m libres

de ox{geno. En esta solucién se vierten bajo agitacién y man-

teniendo una atméefera de nitrégeno a 4°C en el transcurso de
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mezcla de reaccidn se agita durante otras 24 horas a 4°C, Dest
pués se ajusta el pH de la solucién con amoniaco acuosoc con-
centrado a 8,0 y el voldmen de la sglucidn se concentra con

ayuda de una célula de ultrafiltracién ﬁ 10 ce. Ia solucién
gse desala por filtracién a través de Sephadex G 10 con améniaco
0,1-m como eluyente, Al liofilizar el eluado que contiene la
proteina se obtienen 230 mg (72%) de sustanciz amarillenta.

Movilidad eleptroforética relativa: -0,07 (celogel); o v

Andlisis de aminodcidos: vedse tabla 1. s

EJEMPLO 47,~-

Como descrito en el ejemplo 46 se desaminizan 600mg
del derivado de BPTI obtenido seéﬁn el ejemplo 30 bajo éﬁ%és-
fera de nitrégeno con solucién de nitrito sédico ea solﬁc;ﬁn
dcido acética., Después de la elaboracidn_usual se obbienen
368 mg de sustancia incolora. |
Movilidad electroforética relativa: -0,26 (eelogel) o biéa;?
-O,Gf, -0,54 y -0,43 (electroféresis de disco). o

T ore

EJEMPLO 48.- ' | T

v -

325 mg del derivado de BPTI obtenido segin el ejem~
plo 2 se hacen reaccionar a un pH de 8,5 con sal diazénica '
obtenida de 10 mg de S-aminotetrazol (115 /u moles). EL produc-
to de desaminacibén se aisla mediante correspondiente elabora-
cién de la mezcla de reaccién. Después de filtrar el producto
de reaccidén a través de Sephadex G 10 con solucién de bicar-
vonato aménico 0,05-m como eluyente se obtienen 205 mg (63%)
de sustancia incolora.

Movilidad electroforética relaéiva: - 1,28y -1,5 (Boble banda;

celogel) o bien - 1,13 y - 1,43 (electrofdéresis de disco);

Andlisis de aminodcidos: .veése tabla 1.
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Copilacién de derivados de BPTI modificados con carboxilo con

compuestos de diazonium,

La solucién de 50 mg de 3,5~dicloroanilina (31o/u

moles) en 1 cc de una mezcla 1 + 1 de 4eido acético y deido
fosférico al 80% se mezela a 4°C bajo agitacién con una so-
lucién de 50 mg de nitrito sdédico (360 P moles) en 10/u1 de
agua. Después de 10 minutos se agregun 30 mg de Yrea y la So-
luciéh de reaccidén se reune, despuds de otros 10 minutos; con
una golucién enfriada con hielo de 500 mg del derivado de DPTI,
obtenido segin el ejemplo 11, en 7,5 cec de solucidén 0,1-m de
tetraborato sédico, pH 9,2, ELl pH de la mezcla de reaccidn se
ajusta mediante adicidén de lejfa sédica 8-n enfriada con‘hie—
1o a 8,0 con 1o que se forma un precipitado., Después de agitar
durante una hora a 4°C se agregan 50 mg de fenol a la meibla

y ésta se diluye finalmente con 15 cc de deido acético gléf'
cial. La soluciénintensamente roja, clara, as{ obtenida ée fil-
tra, para separar las partes de bajo peso molecular con deido
acético al 50% como eluyente a través de Sephadex G 10.Del
eluado que contiene la proetina se aislan 300 mg (60%) de sus-
tancia de color naranja.

Movilidad electroforética relativa: 0,0 (celogel) o bien - 1,0,
- 0,~2, ~0,67 (electroféresis de disco);

E %Egg_ =15 (a- 6,5 g/i; tampén tris 0,1-m, pH 7,2).

EJEMPLO 50,~
A la solucién de 325 mg del derivado de BPTI (50 .

moles) obtenidos segin el ejemplo 2, se vierten bajo agitacién
a 4°C 100 pl de anhfdrido de deido citradéico (1,1 m moles),

manteniendose el pH de la solucién en 8,0 mediante adicidn de
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lejfa sédica 8-n. La mezcla de reaccién se agita a continuacién

durante otros 30 minutos a 4°¢ y se reune con una solucién del

dicloroanilina. Ia copulacidén se realiza an&logo al ejemplo
49 a un pH de 8,0,

Pars la disociacién de los grupos citracon{licos
se mezcla la mezcla de reaccién con 20 ce de 4cido acético
glacial y se agrega adicionalmente decido clorhfdrico concen-
trado hasta que la mezcla de reaccidn halla alcanzado un pH
de 3,5. Después de reposar durante 24 horas a 2p°c se filf;g
la soluciébn, paré separar los componentes de bajo peso m&lé;
cular, con 4eido acético al 50% a través de Sephadex G 10, Se
separan un 10% de productos de reaccién polfmeros por cro- |
matografia en Sephadex G 50. Al secar por congelacidn lanfac-
cién monémera se obtienen 325 mg de sustancias de color naran—
ja (72,5%). |
Movilidad electroforética relativa: -0,05 y -0,90 (celogel) -
o bien -1,0 (electrofdéresis de disco); ‘

: ;ng =24, (a 6,5 g/1, 4cido acético 0,1-m);

Andlisis de aminodcidos: vedse tabla 1.

EJEMPLO 51,.~

De 500 mg del derivado de BPTI ( 77 /u'moles), Y
tenido segin el ejemplo 8, ge obtienen como descrito en el
ejemplo 49 por copulacidn con el compuesto de diazonium obtenidp
de 50 mg de 3,5-dicloroanilina, después de separar lassustanciag
acompafiantes de bajo peso molecular por titfacidn de la solu-
cién de reaccién a través de Sephadex G '10 con dcido aéético
al 50%, 361 mg (72%) de sustancia de color naranja.

Movilidad electroforética relativa: -0,0 (celogel) o bien,

-0,21, -0,42, -0,52, ~0,75 y =0,98 (electroféresis de disco);
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B ;Z;m, = 8,0 (a 6,5 &/1, dcido acético al 50%).
EJEMPLO 52,~

500 mg del derivado de BPTI (77 Vs moles), obteni-

do segin el ejemplo 13, se citraconilan andlogo al ejemplo 50
y, como all{ deserito, se han de reaccionar, para la copula-
c¢idén, con una solucién de compuestos de diazonium obtenido
de 3,5-dicloroanilina, Después de la disociacién de los gru=
pos citraconflicos se obiienen, andlogo al ejemplo 50, 325 mg
(65%) de sustancia marrén, A
Movilidad electroforética relativa: 0,0 (celogel) o bien
- 1,05 (electroféresis de disco);
E gzgg—- = 23,5 (a 6,5 2/1, 4cido acético al 50%).
EJEMPLO 53,=

De 500 mg del derivado de BPII (77 Y. moles), obte-
nido segﬁn el ejemplo 10, se obtienen andlogo al ejemplo 49
385 mg (77%) de una sustancia naranja-amarillo. °
Movilidad electroforética relativa: 0,0 (celogel) o bien
- 1,0 y ~0,85 (electroféresis de disco);
E %Zﬁg“ = 14,0 (a 6,5 g/1, dcido acético al 50%),
EJEXPLO 54 o =

De 250 mg del derivado de BPTI (38 S moles), dow~

tenido segin el ejemplo 15, se obtienen, andlogo al ejemplo
49, 105 ﬁg'(42%) de sustancia amarillo-naranja.

Movilidad electroforética relativa: 0,0 (celogel) o bien
- 1,04 (electroféresis de disco);

glem  _ 13,5 ( 26,5 g/1, dcido acético al 50%)
328

Andlisis de aminodcidos: vedse tabla 1.

EJENPLO 55,
De 500 mg del derivado de BPTI obtenido segin el

68
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ejemplo 4 se obtienen andlogo al ejemplo 49 234 mg de deri-
vado azbico de color naranja amarillo (47%).

Movilidad electroforéfica relativa: 0,0 (celogel) o bien
- 1,0, -0,82 y -0,67 (electroféresis de disco);

E;?“=1msusﬁgﬂ.mmﬁtﬁsmhmpﬁﬂﬂ'

EJEMPLO 56,-
De 250 mg del derivado de BPTI obtenido segin el

ejemplo 21 me-obtienen seglin el procedimiento descrito en
el ejemplo 50 por copulacién éon compuesto de 3,5—diclo£bben—
cenodiazonium 208 mg (83%) de derivado azdico réjo ladrilio.
Movilidad electroforética relativa: -0,05 (celogel) o bien

- 1,11 (electroféresis de disco);

E %;ﬁg“ = 36,0 (a 6,5 g/1, 4cido acético al 50%).

Andlisis de aminocdcidos: vedse tabla 1.

EJEMPLO 57 .=

De 500 mg del derivado del BPTI obtenido segﬁﬁle;
ejemplo 6 se obtienen en analogfa al ejemplo 49, 363 mg (7é%)
de derivado azdico de color naranja, que se aisla. ‘
Movilidad electroforética relativa: 0,0 (celogel) o bien

- 0,85 (electroféresis de disco);

E A gm = 11,8 (a 6,5 &/1, deido acético al 50%)
32

" Andlisis de aminodeidos: vedse tabla 1.

EJEMPLO 58,
De 500 mg del derivado de BPTI obtenido segin el

ejemplo 27 se obtienen andlogo al ejemplo 49 84 mg (17%)
de compueste polimersy 270 mg (54%) de compuestos azdicos
mondémeros de color naranja.

Movilidad electroforética relativa: -0,05 (celogel) o bien

- 1,11 (electroféresis de disco);
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1 em
= 9,05 ( a 6,5 &/1, dcido acético al 50%)
328 '
Andlisis de aminodcidos: vedse tabla 1,
EJEMPLO 59.~

De 250 mg del derivado de BPTI obtenido segin el
ejemplo 28 se obtienen, como descrito en el ejemplo 50, por
citraconilizacidén y reaccidn del producto de reaccién con
3,5~dicloroanilina diazotada, después de disociar los restos
citraconflicos, 192 mg del derivado de azo-BPTI marrén (T7%) .
Movilidad electroforética relativa: 0,0 (célogel) o bien -

- 1,05 (electroféfesis de disco);

E ;éga“_ = 14,75 ( & 6,5 g/1, tampén tris 0,1-m, pH 7,5).

De 125 mg del derivado de BPTI obtenido segin el

ejemplo 24 se obtienen en analogia al ejemplo 49 147 mg de
sustancia de c¢olor naranja.

Contenido en proteina: 75%, -

Movilidad electroforética reiativa: 0,0 (celogel) o bien

~ 1,02 (electroféresis de disco);

plom . . 14,45 ( a 6,5 g/1, dcido acético O0,1-m),
EJ%ﬁgLO 61.=

De 250 mg del derivado de BPTI obtenidg segin el

ejemplo 21 se obtiene andlogo al procedimiento descrito en

el ejemplo 50, después de citraconilizacidén por copulacién
del producto de reaccién con compuesto d~ diazonium obtenido
de 3,5-dicloroanilina y disociacidén de los restos citraconfli-
cos, 202 mg de derivado azdico de color naranja.

Movilidad electroforética relativa: =0,13 (celogel) o bien

~0,96 (electroféresis de disco);

E 12‘;‘“ = 15,8 ( a 6,5 g/1 dcido acético 0,1-m).
2
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o bien - 1,06 (banda pral. selectroféresis de disco). a‘,
E 12211_1 = 22,6, (a, 6’5 g/l, deido acéti_co 0,1"111)0 . .
3
- EJEMPLO 63,

EJEMPLO 62.-

250 mg (38 /u moles) del derivado de BPTI obtenido
segin el ejemplo 25 se citraconilizan como descrito en el
ejemplo 50 y el derivado citraconflico se copula a un pH de
8,5 andlogo al método descrito en el ejemplo 50 con una so-
lucién de compuesto de diagzonium obtenida en la forma usual
de 28 mg (330 S moles) de 3~amino-1,2,4~triazol en 5 cc de
dcido clorhfdrico 1-n con 25 mg de nitrito sbdico (365/h mples)
Después de dosiciar los grupos citraconflicos andlogo al eyem-
plo 50 se desala el producto de reaccidén en Sephadex G 10? 
con decido acético al 50% como eluyente, Se aislan 178 mg k?i%)
de un derivado azéico marrén rojizo.

Movilidad electroforética relativa: -0,74 y = 1,08 (celogel)

Andlogo el ejemplo 62 se citraconilizan 200 mé‘d&l
derivado de BPTIdel ejemplo 25 (35 Ve moles) como descriﬁg::
en el ejemplo 50 y el producto de reaccién se copula a uﬁfbH
de 8,5 con sal de diazonium obtenida de 27 mg:de S-aminotetra-
zol (320 . moles) y 25 mg de nitrito sédico en 5 ce de 4eido
clorhfdrico 1-n. Ia solucidén de reaccién se elabord como
descrito en el ejemplo 54. Se obtienen 183 mg de derivado azdi-
co de color naranja.

Movilidad electroféretica relativa: 0,0 (celogel) o bien

- 1,04, -0,94, -0,84 (electroféresis de disco);
E 1 cm
328

EJEMPLO 64.~-

=5,2 (a 6,5 g/1, deido acético 0,1-m).

250 mg del derivado de BPTI obtenido segin el ejem-

*
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plo 20 se disuelven en 5 cc de solucién 0,1-m de tetraborato
gédico y se citraconiliza segin el método indicado en el
ejemplo 50. El compuesto asi obtenido se hace reaccionar como
descrito en el ejemplo 50 para su copulacién a un pH de 8,0
con la solucidn del compuesto de diazonium obtenido de 25 mg
de 3,5-dicloroanilina. Después de desalar el producto de
reaccidn y cromatografiar a continuacién en Sephadex G 50
se obtienen 128 mg (524) de derivado azéico marrén-naranja.
Movilidad electroforética relativa: 0,0 (celogel) o bier-.
-1,0 (electroféresis de disco);

B ;2§m = 10,8 ( a 6,5 g/1, tampén tris 0,1-m, pH 7,5).

EJEMPLO 65.-
325 mg del derivado de BPTI obtenido segin el ejem-

plo 2 (50 S moles) se citraconiliza como deserito en el
ejemplo 50. El compuesto citraconflico se copula a un pH de
8,0 con el compuesto de diazonium obtenido de 21 mg de 3~
amino~1,2,4=~triazol (250 Ve moles), La mezcla de reaccidn

se elabora andlogo al ejemplo 50, Por cromatografia en Se-
phadex (R) G 50 se obtienen 39 mg (9%) de partes polimeras y
212 mg ( 65%) de derivado azdico rojo-naranja,

Movilidad electroforética relativa: 0,0 (celogel) o bien
-1,14 (electrofdresis de disco);

E ;2§m = 26,7 ( & 6,5 g/1, tampén tris O,1-m, pE 7,5);

Andlisis de aminodcidos: vedse tabla 1.

EJEMPT.O 66,~
590 mg (90 /u moles) del derivado de BPTI obtenido

gegln el ejemplo 19 se citraconilizan andlogo al ejemplo 50

y el derivado citraconflico se copula, como alli deserito, con

el compuesto de diazonium obtenido de 31,5 mg de 3-amino-1,2,4-



...._.._...-....

10

15

20

25|

30

73
triazol. La solucidn de reaccidn obtenida después de disociar
los restos citracon{licos se desala en Sephadex G 10, Por
cromatograffa en Sephadex (R) G 50 se obtiene, ademds de 30mg
de partes polimeras, 330 mg (56%) de sustancia de color naran-
Jja. _
Movilidad electroforética relativa: - 1,0(celogel) o bien

- 1,08 (electrofdresis de disco);
E‘lcm

125 = 4,2 ( a 6,5 g/1, tampén tris 0,1-m, pH 7,8);'

EJEMPLO 67.~

'

De 350 mg (55 s moles) del derivado de BPII obte-
nido segin el ejemplo 30 se obtienen andlogo al procedimiento
descrito en el ejemplo 50 por reaccidn del compuesto citra-
conflico obtenido intermediariamente con el compuesto de dia-
gonium obtenido de 6% mg de 3-amino-1,2,4-triazol, 280 mg Ge
sustancia de color oliva (81%).

Movilidad electroforética relativa:s - 0,05 (celogel) o bien-
- 0,59 y -~ 0,37 (electroféresis de disco); _
Ll - 49,5 (a6,5¢/1, tanpén tris 0,1-m, pH 7,5). =~
Aniigsis de aminodcidos: vedse tabla 1.

Como descrito en el ejemplo 50 se citraconilizan
520 mg de. (80 Vi moles) del derivado de BPTI obtenido'segdn'
el ejemplo 18 y el producto de reaccidn se copula con el com-
puesto diazonium obtenido de 67 mg (800 Ve moles) de 3-amino-
1,2,4-triazol segin el ejemplo 62, Se obkticnen 395 mg de
sustancia de color oliva (76%).
Movilidad electroforética relativa: 0,4 (celogel) o bien

-0,9 v -0,57 (electroféresis de disco);

E ;-1.3-’&.. = 53,2 (a 6,5 g/, tampén tris 0,1-m, pH 7,5);
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Andlisis de aminodcidos: vedse tabla 1.

EJEMPLO 69~
Al emplear S5-amino-tetrazol en lugar de 3-amino-

1,2,4-triazol se obtienen andlogo al ejemplo 68 340 mg de sus-

tancia marrén (65%).
Movilidad electroforética: ~0,48 (celogel) o bien -0,40 y
-0,22 (electroféresis de disco);

glem 16,4 (s 6,5 g/1, tampén tris 0,1-m, pH 7,5).
315
BJEMPLO 70.-

De 260 mé (40 Ve moles) del derivado de BPTI oblw -

tenido segin el ejemplo 35 y 3-amino-1,2,4~triazol diazotado
sé obtiene, andlogo al ejemplo 62 205 mg (79%) de derivady
azéico de color naranja.

Movilidad electroforética relativa: ~0,15 (celogel) o biea
-0,85 (eleqtroféresis de disco);

: ;2Zm‘ = 15,5 ( & 6,5 &/1, tampén tris O,1-m, pH 7,5).

EJEMPLO 71.-

Por copulacidn de 520 mg (80 Ve moles) del derivzdo
de BPTI obtenido segin el ejemplo 37 con el compuesto de dia-
zonium obtenido de 42 mg de 3-amino-1,2,4-triazol (500 S mo
les) y ulterior elaboracién andlogo al ejemplo 62 se obtienen
350 mg (67%) de derivado de azo-BPTI amarillo-oro.

Movilidad electroforética relativa: -0,28 (celogel) o bien
~0,49, = 0;33 y -0,16 (electroféresis de disco);

ELlS®. - 32,8 (a6,5 g1, tampén tris 0,1-m, pH 7,5).
315

EJEMPLO 72 .~
De 520 mg (80/u moles) del derivado de BPTI obtenido

gsegin el ejemplo 38 se obtienen andlogo al ejemplo 62 380 mg

(73%) de compuesto azdico de color oliva,
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 segin el ejemplo 31 se obtienen andlogo al ejemplo 62 255 ng

, 75
Movilidad electroforética relativa: -0,32 (celogel) o bien

~0,65, =0,53 v ~0,35 (electroféresis de'disco);

gl ;m = 42,5 ( a 6,5 /1, tampén tris 0,1-m, pH 7,5);
32

Andlisig de aminodcidos: vedse tabla 1,

EJEMPLO T3.=

325 mg (SO/u moles) del derivado de BPTI obtenido
segin el ejemplo 34 se hacen reaccionar andlogo al ejemplo 50
con compuesto de 3,S-dicléro-fenil—diazbnium a 2?3 mg (84%).
de derivado de azo-BPTI de color naranja. | .
Movilidad electroforética relativa: -0,65 u. -0,35 (celogél)
o bien =1,03 u. = 0,85 (electroféresis de disco);

B 1 em

- = 8,54 (a 6,5 g/1, 4cido acético 1-m).
3

EJEMPLO 74.~

Andlogo 2l ejemplo 73 se obtienen de 325 mg (SO/u moj
les) del derivado de BPTI obtenido segiin el ejemplo 18 .
285 mg (87%) de compuesto azéico rojo-naranja.
Movilidad electroforética relativa: -0,80, —0;29 y 0,0 (eéidgel1
0 bien =0,91 (electroféresis de disco);

E -__.;22"1 =17,8 ( 2 6,5 &/1, tampén tris O,1-m, pH 7,5)

EJEMPLO 75.-

De 260 mg (40/u moles) del derivado de BPTI obtenido |

{(98%) de derivado de azo-BPTImarrdn claro.
Movilidad electroforética relativa: -1,0 (celogel) o bien

-1,0 y =0,71 (electrofdresis de disco);
E 1 em

12 = 24,0 (a 6,5 g&/1, tampén tris 0,1-m, pH 7,5).
0
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EJEMPLO 76.—

De 260 mg (40 e moles) del derivado de BPTI obte-
nido segin el ejemplo 32 se obtienen en analogia al ejemplo
62 186 mg (72%) de derivado azdico rojo claroc.

Movilidad electroforética relativa: -1,0 y 0,0 (celogel),
o bien =0,95 y =0,74 (electroféresis de disco);

: ;1§m = 4,5 (26,5 &/1, deido acético 1-n).

EJBMPLO 77.-

Como descrito en el ejemplo 62 se obtienen de
325 mg (50 y! molesz del derivado de BPTI obtenido segin el
ejemplo 33 256 mg (79%) de derivado azbico de color naranaj.
Movilidad electroforética relatica: 0,0 celogel o bien
-~0,83 y -0,54 (electrofbresis de disco);

. gzgm = 40,6 ( a 6,5 g/1, dcido acético 1-m).

EJEMPLO 78»"
306 mg del derivado de BPTI obtenido gsegin el ejem-

. -

plo 33 (45 Ve moles) se copulan andlogo al ejemplo 62 con

3-amino-1,2,4-triazol diazotado. Se obtienen 287 mg (94%) d

derivado azdico marrén.

Movilidad electroforética relativa: -0,05 (céiogel) 0 bien
-0,95 (electroféresis de disco)}

plen. . 29,0 (a 6,5 g/1, dcido acético 1-m).
320

EJEMPLO T79.=

Andlogo al ejemplo 62 se obtienen 650 mg del deri-
vado de BPTI obtenido segin el ejemplo 45 563 mg (87%) de

compuesto azdico de color oliva.

Movilidad electroforética relativa: ~0,44 (celogel) o bien



10

19

20

~ constar que las disposiciones anteriormente indicadas son

7T

-0,59, ~0,47 y -0,31 (electroféresis de disco);

: ;1;m = 45,2 ( a 6,5 g/1, tampén tris 0,1-m, pH 7,5).

EJEMPLO 80.-
De 325 mg del derivado de BPTI obtenido segin el

ejemplo 44 se obtienen andlogo al ejemplo 50 con 1,2,4-3-
aminotriazol diazotado por copulacién a un pH de 3,5 - 4,5
2%3 mg (84%) de derivado de azo~BPTI de color naranja.
Movilidad electroforética relatica: -0,81 (electroféresis de
disco) E %;?E—- =23,4 (26,5 g/1, dcido acético al 50%),

EJEMPLO 81.~

De 225 mg (35 m moles) del derivado de BPTI obte-
nido segin el ejemplo 43 se obtienen andlogo al ejemplo 62
205 mg (91%) de derivado azdico de color rosa.
Movilided electrofordtica relativa: -0,35 y 0,0 (celogel)

o bien ~0,42 y -0,25 (electroféresis de disco)=

E ;ggm = 17,8 (2 6,5 /1, tampén tris 0,1-m, pH 7,5).

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,

as{ como la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacerse

susceptibles de modificaciones.de'detalle, en cuanto no alte=

ren su principio fundamental.
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"0 de sus derivados estin modificados, caracterizado porque BPTI]

‘nistradores de idnes nitrosilo en derivados de diazonium y es-

78

Reivindicaciones

1.~ Procedimiento para la obtencidn de derivados

del inhibidor de tripsina pancreatica bésica, en los que solo

una perte de los grupos carboxilo de la BPTI de origen natural

o derivados de la BPTI, que contienen grupos carboxilo libres,
se hacen reaccionar con compuestos amino nucledfilos (con excep
cibn del glicinetiléster) en presencia de carbodiimidas, a valo
res entre 3 y 11, en solucibén acuosa, que en caso dado contie-
nen también disolventes orgénicos y/o sales y/o agentes de des
naturalizacidn, los productos de reaccibén obtenidos se aislan
y en caso dado se separan, o los productos de reaccidn obteni
dos a continuacidn se desaminizan con agentes suministradores
de ibnes nitrosilo o con compuestos de diazonium no copuladores
y/o en caso dado se transforman por reaccidn con compuestos de
diagzonium copulantes a valores pH entre 1 y 12, en compuestos
azoicos y los productos de reaccidn que se forman en cada caso
gse aislan segln métodos en s{ conocidos.

2.~ Procedimiento segfin la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque los derivados nitro~ § dinitro-BPTI se redu
cen y despuds de reaccionar con compuestos amino nuclebfilos se

transforman en presencia de carbodiimidas con compuestos sumi-

tos se copulan con fenoles, aminas arométicas o heteroaromatos,
3.~ Procedimiento para la obtencibén de derivados
del inhibidor de tripsina pancreatica bésica, tal y como queda

sustancialmente descrito en la presente lemoria,
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Zsia Memoria consta de 79 .hojas escritas a mé-

quina por una sola cara,

"
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