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Den foreliggende opfindelse angdr tri- eller tetrapeptider eller
salte deraf med mineralsyrer eller organiske syrer til anvendelse
som substrat til kvéntitativ bestemmelse af plasminogenaktivato-
rer, inhibitorer for disse og plasminogen-praaktivatorer samt
trypsin, trypsin-inhibitorer og trypsinogen i legemsvasker hos

mennesker og pattedyr og i vavsekstrakter.
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Dén menneskelige organisme frembringer flere aktivatorer, dexr
bevirker omdannelse af proenzymet plasminogen til det aktive lyse-
enzym plasmin. Til denne gruppe af aktivatorer hgrer f.eks. vavs-
og blodkinase og urokinase. Disse aktivatorer spiller en vigtig
rolle i blodkoagulationsmekanismen. Ved en abnormt stor udlgsning
af disse aktivatorer er der fare for forhgjet fibrinolyseaktivitet
og sdledes for en forhgjet blgdningstendens eller hamorrhagi. Omvendt
bevirker en for svag udlgsning af disse aktivatorer en forstyrrelse
af ligevagten mellem koagulationsevne og fibrinolyse og som fglge
deraf forhgjet thrombosefare. Bestemmelsen af plasminogen~-aktiva-
torer i legemsvasker og vavsekstrakter har derfor stor betydning

i den kliniske praksis, hvilket f.eks. er defineret af I. witt i
"Biochemie der Blutgerinnung und Fibrinolyse“, Verlag Chemie,
Weinheim, 1975, side 119 (oversattelse): "Bestemmelsen af den
fibrinolytiske aktivitet i plasma eller serum tjener for det

fgorste til erkendelse af hyperfibrinolytiske tilstande, der
optrader ved forskellige sygdomsbilleder. Desuden er der i de
senere &r opniet ménge gode resultater ved lyse af intravasku-

laré thromber ved administration af plasminogen-aktivatorer.

Til kontrol af denne thrombolytiske terapi er det ligeledes -
absolut ngdvendigt at kunne mdle den fibrinolytiske aktivitet."
F.E. Smyrniotis et al., [Thromb. Diath. et Haemorrh. bind III,

1959, s. 257 - 270] fremfgrer bl.a. fglgende (oversattelse):
"Udskillelsen af urokinase er hos raske mennesker uafhangig

af alder, k¢n og urinmazngde. Urokinaseudskillelsen er forhgjet
efter et myocardieinfarktanfald og efter et anfald af coronar-
insufficiens. Udskillelsen er nedsat hos patienter med carcinose,
cardial emboli og urami. Disse forskelle ggr det nerliggende,

at der kan forekomme signifikante forandringer i det fibrinoly-
tiske plasmasystem som fglge af disse sygdomme.".

Der har hidtil ikke varet kendt nogen virkelig pdlidelige metoder
til bestemmelse af plasminogen-aktivatorer i legemsvasker og organ-

ekstrakter. Der kendes i princippet tre metoder:
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1. Spontanlyse af et blodkoagulat. Man lader blod koagulere spon—'
tant eller ved tilssztning af thrombin og iagttager spontan-lysen

af koagulatet ved 37%. Lyse finder normalt fgrst sted efter 24
timer. Denne metode er uspecifik, da aktivator-aktiviteten ikke
mdles direkte, men indirekte via lyse-enzymet plasmin (jfr.

I. Witt "Biochemie der Blutgerinnung und Fibrinolyse", Verlag Chemie,
Weinheim, 1975, side 119).

2. Hydrolyse af casein. Ved denne metode gg¢res der brug af plasmins
evne til hydrolytisk at nedbryde casein. Casein inkuberes med den
prgve, der skal undersgges. I starten og ved slutningen sattes
trichloreddikesyre til en alikvotdel af inkubationsblandingen. I
den overstaende vaske bestemmes tyrosinindholdet ved spektrofotome-
trisk mdling ved 280 nm, af hvilket indhold aktivatoraktiviteten
indirekte kan m&les tilnarmelsesvist [L.F. Remmert et al., J. Biol.

Chem. 181, 431 (1949)].

3. Esterolytisk metode (til urokinase). Ved denne metode ggres der
brug af urokinases evne til direkte at katalysere hydrolysen af
Na—acety1—L-lysin-methylesteren. Denne metode er ogsi blevet anvendt
til opstilling af den sdkaldte CTA-urokinaseenhed (CTA = Committee
on Thrombolytic Agents of the National Heart Institute, USA). En
CTA-enhed er den mangde urokinase, som p& 1 time ved 37% friggr
46,2 x 10_3/uM methanol fra Na~acetyl—L—lysin—methylester (ifr.
N.U. Bang et al., "Thrombosis and Bleeding Disorders”, Georg
Thieme Verlag, Stuttgart, 1971, side 377). Denne metode kan kun
anvendes til bestemmelse af rene urokinasepraparater, men kan ikke
anvendes til bestemmelse af urokinase i legemsvasker eller vavs-
ekstrakter, da den navnte ester spaltes hurtigere af andre deri
varende proteolytiske enzymer (f.eks. plasmin og plasmakallikrein)

end af urokinase.

I J. Org. Chem. 30 (1965) 1781-17385 beskrives syntesen af chromo-
gene argininderivater, der skal anvendes som substrater til bestem-
melse af trypsin i blodserum. De navnte argininderivater spaltes
ikke kun af trypsin, men ogsd af de i blodserum tilstedevarende
trypsininhibitorer, og de er derfor uegnede til en pdlidelig tryp-

sinbestemmelse.
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I Arch. Biochem. Biophys. 108 (1964) 266-274 beskrives de samme

chromogene argininderivater.

I USA patentskrift nr. 3.862.011 er det foresldet at anvende for-
bindelsen bénzyloxycarbonyldiglycyl-l-arginyl—4-methoxy-2-naph—
thylamid til bestemmelse af trypsin. Denne forbindelse adskiller
'sigrffa den i J. Qrg.-Chem. 30 (1965), side 1781-1785, nazvnte for-
bindelse kun derved, at den chromogene naphthylgruppe er substi-
tueret med en methoxygruppe. Som ovenfor anfgrt er forbindelser,
som har diglycyl-arginyl-struktur, uanvendelige til bestemmelse

af'trypsin,i narverelse af trypsininhibitorer.

I usa patentskrift nr. 3.886.136 er beskrevet tripeptidderivater,
der bl.a. skal anvendes til bestemmelse af trypsin. De to fgrste
aminosyrer i disse peptidderivater indeholder ifglge definitionen
i alie tilfalde sidekazder med mindst tre carbonatomer, hvilket
medfgrer, at peptidderivaterne har kraftig hydrofob karakter og
derfor er ufglsomme over for plasminogenaktivatorer sédsom uro-

kinase.

Det har veret forsggt at udvikle syntetiske amid- og peptidsubstra-
ter til bestemmelse af urokinase. Disse forsgg har dog hidtil veret
resultatlgse (jfr. f£.eks. W. Troll et al., Journal of Biological
Chemistry 208, 85 (1954)].

Ved forsgg pa at udvikle et syntetisk substrat til bestemmelse af
kallikrein er de nedenfor anfgrte tripeptid-p-nitro-anilider med

formlerne A og B

Pro-Phe-Arg-pNa og Val-Gly-Arg-pNa

A B

syntetiseret pd baggrund af teoretiske overvejelser. Disse tri-
peptider indeholder de tre sidste C-terminale aminosyrer af de

ved indvirkning af kallikrein p& kininogen dannede spaltningspro-
dukter. Det kunne derfor ventes, at disse to substrater ville blive
hydrolyseret af kallikrein, hvilket dog kun har vist sig at holde stik
for substratet med formlen A. Det har imidlertid overraskende nok vist
sig, at det af kallikrein overhovedet ikke spaltelige substrat

med formlen B hurtigt spaltes amidolytisk af urokinase og andre

plasminogen-aktivatorer.
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Opfindelsen bygger pa denne erkendelse, og tri- eller tetrapepti-
derne til den ovennzvnte anvendelse er ejendommelige ved, at de
har den almene formel

1 2

rl-nH-cH (R?) -cO-¥-Arg-R

hvor R1 betegner hydrogen, en eventuelt i w-stilling med amino
substitueret alkanoylgruppe med 2-18 carbonatomer, en phenylal-
kanoylgruppe, hvis alkanoyldel indeholder 2-6 carbonatomer, bg
hvis phenyldel eventuelt er substitueret med en aminogruppe, en
eventuelt med amino eller aminomethyl substitueret cyclohexyl-
carbonylgruppe, en eventuelt med methyl, amino eller aminomethyl
substitueret benzoylgruppe, en benzyloxycarbonylgruppe eller en
methyl-, ethyl-, phenyl-, methylphenyl- eller naphthylsulfonyl-
gruppe, R3 betegner en ligekadet eller forgrenet alkylgruppe med
1-4 carbonatomer eller en cyclohexyl—- eller cyclohexylmethyl-
gruppe, Y betegner en glycyl- eller serylgruppe, og R2 betegner
en p-nitrophenylamino-, 2-naphthylamino- eller 4-methoxy-2-naph-

thylaminogruppe.

Gruppen R2 er en chromogen gruppe, der fraspaltes ved den hy-
drolytiske indvirkning, dels af plasminogenaktivatorer, dels af
trypsin, og danner et farvet eller fluorescerende spaltnings-
produkt RzH, hvis mengde kan mdles ved fotometriske, spektrofo-
tometriske eller fluorescensfotometriske metoder.

De omhandlede substrater kan vare protoniseret med en mineralsyre,
f.eks. saltsyre, brombrintesyre, svovlsyre eller phosphorsyre, el-
ler med en organisk syre, f.eks. myresyre, eddikesyre, oxalsyre

eller vinsyre.

Ved udviklingen af tri- og tetrapeptidderivaterne ifglge opfin=-
delsen er det overraskende nok konstateret, at for-at et peptid-
derivat kan anvendes til bestemmelse af plasminogenaktivatorer,
skal det som midteraminosyre i tripeptider eller som tredie amino-
syre i tetrapeptider indeholde en ikke-hydrofob aminosyre, som
hgjst indeholder &t carbonatom i sidekaden. Det er endvidere kon-
stateret, at ved indfgring af en ikke-hydrofob midter - eller
tredie - aminosyre, som kun indeholder et carbonatom i sidekaden,
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forgges tripeptidsubstraternes fglsomhed over for trypsin signi-
fikant. De omhandlede peptidderivater er ca. 5 gange sd fglsomme
som de mest fglsomme af de i USA patentskrift nr. 3.886.136 be-
skrevne tripeptidsubstrater.

De omhandlede peptidderivatér er sarlig velegnede til bestemmel-
se af trypsin i duodenalsaft og i blodet ved akut panchreatitis,
hvor trypsin kommer ind i blodbanen, men dog kun optrader i me-
get la& koncentration pd grund af det store blodvolumen. De sub-
strater, der tidligere er blevet anvendt til bestemmelse af tryp-
sin, bl.a. de i USA patentskrift nr. 3.886.136 beskrevne tripep-
tidderivater, er alt for lidt fglsomme til bestemmelse af s& lave

koncentrationer.

De omhandlede peptidderivater har den yderligere fordel, at de
. i modsatning til de substrater, der tidligere er blevet anvendt
til bestemmelse af trypsin, ikke spaltes af trypsininhibitorer.

Opfindelsen angdr endvidere en fremgangsmdde til kvantitativ bestemmel-
se af plasminogen-aktivatorer og trypsin i legemsvasker hos mennesker
og pattedyr og i vavsekstrakter. Fremgangsmdden ifglge opfindelsen er
ejendommelig ved, at de navnte legemsvasker eller vavsekstrakter om-
sattes med et af de omhandlede tri- eller tetrapeptidderivater,

og mezngden af det ved den enzymatiske hydrolytiske indvirkning

af plasminogenaktivatorerne elier trypsin pa tri- eller tetra-
peptidet dannede spaltningsprodukt R2H bestemmes ved fotome-

triske, spektrofotometriske eller fluorescensspektrofotometris-

ke metoder.

Ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen er det endvidere muligt
indirekte at bestemme inhibitorer og przaktivatorer for plasmi-
nogenaktivatorer samt trypsininhibitorer og trypsinogen. Inhi-
bitorerne kan bestemmes pd den mdde, at der til det inhibitor-
holdige medium sattes et afmdlt overskud af plasminogenaktiva-
tor eller trypsin, hvorefter den ikke-inhiberede resterende
mengde plasminogenaktivator eller trypsin bestemmes ved frem-
gangsmdden ifglge opfindelsen. Af differencen mellem den an-
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vendte me&ngde plasminogenaktivator eller trypsin og den resteren-
de mengde af disse enzymer udregnes den oprindeligt, i det af-
prgvede medium verende inhibitormengde. Proenzymerne, dvs.
plasminogen-praaktivatorerne og trypsinogen, kan bestemmes pé
den made, at der til det proenzymholdige medium szttes en ak-
tivator, der fuldstazndigt omdanner det inaktive proenzym til
det aktive enzym, dvs. plasminogenaktivator eller trypsin, og
mengden af det dannede aktive enzym bestemmes derefter ved frem-
gangsmaden ifglge opfindelsen. Da 1 molekyle proenzym danner 1
molekyle aktivt enzym, kan der af den dannede mengde af det ak-
tive enzym beregnes den oprindeligt, i det afprgvede medium
varende mengde proenzym.

Ved en variant af fremgangsmaden ifglge opfindelsen bestemmes plasmi-
nogen—-aktivatorer i blodplasma eller urin, f.eks. urokinase i urin i
en pufferoplgsning, som indeholder aprotinin og/eller hirudin,

og det foretrazkkes is®r, at der anvendes en puffer, som har en
pH-vardi pa 8,2 - 8,6 og en ionstyrke p& 0,15 - 1,00 og inde-

holder 0,02 - 0,2 trypsinenheder aprotinin og/eller 0,001 -

10 antithrombinenheder hirudin/ml.

Fremstillingen af tri- eller tetrapeptiderne ifglge opfindelsen
kan ske efter forskellige, til dels kendte metoder:

1) Ved den fgrste metode hanges de chromogene grupper (R2 i formel
I), pa den C-terminale aminosyregruppe. Disse grupper virker sam-
tidig som C-terminale carboxybeskyttelsesgrupper under den trin-
vise sammenknytning af aminosyrer til opbygning af det gnskede
peptidskelet. De ¢gvrige beskyttelsesgrupper fraspaltes selektivt

fra slutproduktet, uden at den chromogene gruppe pavirkes. Denne
metode er f.eks. beskrevet i "Peptide Synthesis" af Miklos Bodanszky
et al., Interscience Publishers, 1966, side 163 - 1965,

2) Ved den anden metode kobles den chromogene gruppe til det far-
digopbyggede peptidskelet, pd den mide, at der fgrst foretages

en trinvis opbygning af det ¢gnskede peptidskelet, hvorefter den
C-terminale carboxygruppe friggres ved alkalisk hydrolyse

af esteren, hvorefter den chromogene gruppe hanges p& carboxygrup-

pen. De ¢gvrige beskyttelsesgrupper fraspaltes til slut selektivt
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under betingelser, under hvilke den chromogene gruppe forbliver
intakt. Denne metode er beskrevet i "Peptide Synthesis”, jfr. oven-

for, side 43 og 44.

Til beskyttelse af Na—aminogrupperne under den trinvise opbygning
af peptidkaderne kan anvendes de sadvanlige, selektivt fraspaltelige

kendte amirchiskyttelsesgrupper. Disse er fgrst og fremmest:

Cbo, MeOCbo, N02Cbo, MCbo, BOC, TFA eller formyl. a-~Carboxygruppen
i aminosyrerne kan ggres reaktionsdygtige efter forskellige kendte
metoder, f.eks. ved fremstilling af p-nitrophenylesterderivaterne,
trichlorphenylesterderivaterne, pentachlorphenylesterderivaterne
eller N-hydroxysuccinimidesterderivaterne og isolering af disse
derivater, eller ved fremstilling in situ af syreaziderne eller
syreanhydriderne,rsom kan vare enten symmetriske eller asymmetriske.

Aktiveringen af carboxygruppen kan ogsd ske ved hjzlp af et carbo-
diimid, f.eks. N,N'-dicyclohexylcarbodiimid.

Den C-terminale carboxygruppe i peptidderivaterne beskyttes under den
trinvise opbygning af det ¢nskede peptidskelet enten med den
chromogene amidgruppe eller som en methyl-, ethyl- eller isopropyl-

ester.

Endvidere kan S§-guanidinogruppen i arginin beskyttes med NO,,
Tos eller ved simpel protonisering.

Ved syntesen af tripeptidkaden kan man fgrst forsyne den N-terminale
aminosyre eller dipeptidsyre med blokeringsgruppen (acyl- eller
sulfonylgruppe) , derefter aktivere carboxygruppen i den blokerede
aminosyre eller dipeptidsyre og til sidst knytte det pd denne méde
vundne aktiverede aminosyrederivat eller dipeptidsyrederivat til

det til fuldst®ndigggrelse af peptidkaden ngdvendige dipeptidderivat.

Fremstilling af tri- eller tetrapeptiderne ifglge opfindelsen-ef-
ter de to ovenfor navnte metoder er udfgrligere beskrevet i de
fgplgende eksempler.
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Analysen af de ifglge eksemplerne fremstillede eluater og produkter
er udfgrt ved tyndtlagschromatografi. Til dette formdl anvendes
glasplader, der er overtrukket med siliciumdioxidgel F 254 (Merck).
Til udvikling af tyndtlagschromatogrammerne anvendes fglgende op-
lgsningsmiddelsystemer:

A chloroform/methancl (9:1)
B n-propanol/ethylacetat/vand (7:1:2)
C n-butanol/eddikesyre/vand (3:1:1).

Chromatogrammerne udvikles fgrst i UV-lys og derefter ved reaktion
med chlor/toluidin (jfr. G. Pataki, “Dﬁnnschichtchromatographie'in
der Aminosdure- und Peptid-Chemie", Walter de Gruyter & Co., Berlin,
1966, side 125).

I narverende beskrivelse med krav anvendes fplgende forkortelser:

Ala = L-alanin

B-Ala = B-alanin

Arg = L-arginin

But = L-2-aminosmgrsyre
4-But = 4-aminosmgrsyre
Gly = glycin

Ile = "~ L-isoleucin

D-Ile = D—isoleucin'

Leu = leucin

CHA = cyclohexylalanin
Lys = L-lysin

NLeu = - L-norleucin

Nval = L-norvalin

Ser = L-serin

val = L-valin

D-Val = D-valin

Ac = acetyl

Ac,0 = eddikesyreanhydrid
AcOH = eddikesyre

BOC = tert.butoxycarbonyl
Bz = benzoyl

Bzl = benzyl

Bz.,0 = benzoesyreanhydrid

2
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Cbo = benzyloxycarbonyl
- DCCI = N,N'-dicyclohexylcarbodiimid
DCHA _ = ' dicyclohexylamin

DCH = N,N'-dicyclohexylurinstof
DMF = dimethylformamid

DSC = tyndtlagschromatogram

Et,N = triethylamin

HMPTA = N,N,N',N',N",N"-hexamethylphosphor-

syretriamid

IMS = oplgsningsmiddelsystem

MCbo . ' = : p-methoxyphenylazobenzyloxycarbonyl
MeOH | = methanol

;NA - = naphthylamid

OtBu = tert.butoxy

OEt o= ethoxy

OisoPr = isopropoxy

oMe = methoxy

OpNP = p-nitrophenoxy

OSu = N-succinimidoxy

pNA = p-nitroanilid

TFA = ' trifluoracetyl

Tos ' = p-toluensulfonyl.

Opfindélsen belyses narmere ved nedenstdende eksempler:

Eksempel 1.
1. N*-Bz-Val-Gly-Arg-pNA.HC1.
Ta) N®-Cbo-Arg(NO,)-pNA.

1) I en 500 ml's tre-halset rundkolbe oplgses 32,55 g (92,1 milli-
mol) grundigt tgrret Cbo—Arg(NOz)-OH i 200 ml over P,0; tgrret og
frisk destilleret N,N,N',N',N",N"-hexamethylphosphorsyretriamid un-
der udelukkelse af fugﬁighed ved 20°c. Til denne oplgsning sattes
portionsvis fgrst 9,32 g (92,1 millimol) Et3N og derefter 18,90 g
(115,1 millimol) p-nitrophenylisocyanat i 25%'s overskud. Efter

24 timers reaktionstid ved stuetemperatur  dryppes reaktionsoplgs-
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ningen under omrgring til 1,5 liter 2%'s natriumhydrogencarbonat-
oplgsning. Det udfaldede produkt frafiltreres og vaskes tre gange
med hver gang 0,7 liter 2%'s natriumhydrogencarbonatoplgsning, tre
gange med hver gang 0,7 liter destilleret vand, tre gange med hver

gang 0,5 liter 0,5N HCl og endelig tre gange med hver gang 0,5 liter
destilleret vand. Det pd denne midde vundne produkt tgrres i vakuum
ved 40°C og ekstraheres derefter to gange med hver gang 200 ml-
kogende methanol, hvorved den overvejende mangde af det som bi-
produkt dannede Nu-Cbo-w-nitroargininlactam oplgses sammen med

- kun ringe mangder af det gnskede produkt. Det pd denne midde vundne,
forrensede réprodukt ekstraheres efter tgrring to gange med hver
gang 50 ml til 70°¢ opvarmet dimethylformamid, hvorved det gnskede
produkt fuldstendig oplgses, medens biproduktet, nemlig N,N'-bis-
-p-nitrophenylurinstof, bliver uoplgst tilbage. Dimethylformamid-
oplgsningen inddampes i vakuum ved 40°%C. Efter tilsetning af metha-
nol udkrystalliserer en substans, som i opl¢sningsmiddeléystemerne
A og B er chromatografisk rene og har smeltepunkt 186 - 188,5°C.

Udbytte: 29,75 g (68,2% af det teoretiske).

Ved elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen C20H23N707

er opndet fglgende vardier:

Beregnet: C 50,74 H 4,90 N 20,71
Fundet: C 50,42 H 4,98 N 20,90.

22

£ = 1,27° (¢ = 1,0 i AcOH).

[a]
2) I en 500 ml's tre-halset rundkolbe oplgses 17,7 g (50 millimol)
tgrret Cbo-Arg(NOz)-OH i 350 ml THF:DMF (1:1), hvorefter der under
udelukkelse af fugtighed tilsattes 5,05 g (50 millimol) Et,N. Efter
afkgling af reaktionsoplgsningen til -10°%C tilszttes der

drabevis i lgbet af 15 minutter 6,85 g (50 millimol) chlormyre-
syreisobutylester oplgst i 30 ml tetrahydrofuran, medens temperaturen
holdes mellem -10 og -59C. Efter ca. 10 minutters forlgb tildryp-

pes 8,2 g (50 millimol) p-nitroanilin oplgst i 15 ml dimethylform-
amid, medens temperaturen igen holdes mellem =10 og -5%. Efter

2 timers forlgb afbrydes afkglingen, og reaktionsblandingen lades
henstd ved stuetemperatur i 24 timer. Efter afdestillation af
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oplgsningsmidlet i vakuum digereres remanensen tre gange med destil-
leret vand, tre gange med 5%'s natriumhydrogencarbonatoplgsning og

igen tre gange med destilleret vand i den anfgrte rekkefplge. Efter tgr-
ring i vakuum opl¢ses riproduktet i methanol og lades lgbe gennem en
med methanol @kvilibreret sgpjle af "Sephadexgalﬁ—ZO" (tverbundet dex-
'trangel) Af en fraktion af eluatet f&s 7,67 g stof (32,4% af

det teoretiske) med samme fysiske egenskaber som det i afsnit 1)

vundne slutprodukt.

3) 17,7 g (50 millimol) Cbo-Arg(NO,)-OH opl@ses i 75 ml dimethyl-
formamid. Efter afkgling til -10°C s@ttes til oplgsningen 10,3 g

(50 millimol) DCCI og 8,2 g (50 millimol) p-nitroanilin i den an-
fprte rakkefglge. Efter 4 timer ved - -10% og 20 timer ved 20°¢C fra-
filtreres det dannede 'DCH, og filtratet inddampes til tgrhed. Ra-
produktet oplgses i methanol og lades lgbe over en med methanol
zkvilibreret sgjle af "Sephadex = LH-20". Foruden meget biprodukt,
nenlig N—Cbo—Arg—(NOZ)-N,N'-dicyclohexylurlnstof, vindes af en frak-
tion af eluatet 4,32 g stof (17,9% af det teoretiske), som har samme
fysiske egenskaber som det ifglge afsnit 1) fremstillede slutpro-

dukt.
Ib) N*-Cbo-Gly-Arg(NO,)-pNA.

Under udelukkelse af fugtighed behandles 9,5 g (20 millimol)
—Cbo-Arg(NOz)-pNA (jfr. eksempel Ia) i en kolbe med 80 ml 2N
HBr i iseddike under omrgring i 1 time ved 20 C hvorved dette
stof opl¢ses under COz-udv1k11ng. Reaktionsoplgsningen dryppes
langsomt under kraftig omrgring til 600 ml tgrret ether, hvorved
der udfazldes HBr.H-Arg(NOz)-pNA. Etherfasen frasuges med en filter-
stav. Det tilbagevarende bundfald behandles yderligere fire gange
med hver gang 150 ml tgr ether til fjernelse af det dannede ben-
zylbromid og overskydende HBr samt eddikesyre. Efter tgrring i vakuum
over natriumhydroxidspéner fas det deblokerede produkt i kvantativt
udbytte. Det tgrre hydrobromidderivat oplgses i 50 ml dimethylform-
amid, afkgles til -10° og tilsattes 4,16 ml (30 millimol) Et3N
til friggrelse af H-Arg(NOz)-pNA fra hydrobromidet. Det dannede
Et3N.HBr—salt isoleres ved sugefiltrering og eftervaskes med en
ringe mezngde koldt dimethylformamid, og til filtratet settes 6,94 g
(21 millimol) Cbo-Gly-OpNP -ved -10%. Efter nogle timers forlgb har
reaktionsoplgsningen antaget stuetemperatur. Den afkgles igen til
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-10°% og pufres med 1,4 ml (10 millimol) Et3N. Efter ca. 5 timers
forlgb tilsattes yderligere 1,4 ml Et3N. Efter yderligere 24 timers
forlgb inddampes reaktionsoplgsningen til tgrhed i vakuum ved 40°c.
Remanensen digereres tre gange med hver gang 100 ml destilleret
vand og tgrres igen i vakuum ved 40°C over NaOH-spéner. Det tgrrede
produkt omkrystalliseres af methanol, hvorved der fas 6,77 g stof,
som i oplgsningsmiddelsystemerne A og B er chromatografisk rene.

Af moderluden f&s ved gelfiltrering over en med MeOH szkvilibreret
sgjle af "Sephadex LH-20" yderligere 4,29 g stof. Der f&s i alt
sdledes 11,06 g (87,7% af det teoretiske) rent stof med smeltepunkt
159 - 161°%. Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen
C22H26N808 giver fglgende verdier:
Beregnet: C 49,81 H 4,94 N 21,12
Fundet: C 50,07 H 4,99 N 21,48.

Ic) N-Cbo-Val-Gly-Arg(NO,)-pNA.

10,6 g (20 millimol) Nu-Cbo-Gly-Arg(NOZ)—pNA (jfr. eksempel Ib)
behandles med 120 ml 2N HBr i iseddike (0,24 mol) og oparbejdes
som beskrevet i eksempel Ib). Det over NaOH-spaner i vakuum tgr-
rede hydrobromid af dipeptidderivatet oplgses i 50 ml dimethyl-
formamid og tilsattes efter afkgling 3,04 g Et3N i 10 ml1 dimethyl-
formamid (30 millimol). Dannet Et,N.HBr frafiltreres og vaskes med
en ringe mangde koldt dimethylformamid. Til filtratet sattes 8,20
g (22 millimol) Cbo-Val-OpNP. Den videre oparbejdning foretages
analogt med eksempel Ib. Ved gelfiltrering pd en med MeOH &kvili-
breret "Sephadex LH-20"-sgjle f&s efter eluering med MeOH 10,95 g
(87,0% af det teoretiske) af i oplgsningsmiddelsystemerne A og B
chromatografisk rent stof med smeltepunkt 212 - 2140C. Elementar-
analyse og beregning ud fra bruttoformlen C27H35N909 viser fglgen-

de vardier:

Beregnet: C 51,50 H 5,60 N 20,02
Fundet: c 52,01 H 5,68 N 20,27.

Id) Na-Bz—Val—Gly-Arg(N02)-pNA.

10,90 g (17,3 millimol) Na—Cbo-Val—Gly-Arg(NOZ)-pNa (j£r. eksem-
pel Ic) behandles med 70 ml 2N HBr i iseddike (0,14 mol). Reaktions-
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blandingen oparbejdes som beskrevet i eksempei Ib. Efter oplgsning
af det tgrrede tripeptidhydrobromidderivat i 60 ml dimethylform-
3N (26 .
‘millimol). Det dannede Et,N.HBr frafiltreres og vaskes med en ringe
mezngde koldt dimethylformamid. Til det vundne filtrat sattes 6,66 g

amid sattes der til oplgsningen efter afkgling 3,60 ml Et

(29,4 millimol) benzoesyreanhydrid. Oplgsningen pufres derefter

og oparbejdes som beskrevet i eksempel Ib). Det tgrrede produkt om-
krystalliseres af MeOH, hvorved der féas 4,28 g stof, der i oplgs-
ningsmiddelsystemerne A og B er chromatografisk rent, smeltepunkt
222 - 223°C. Af moderluden f£is ved gelfiltrering og en med MeOH
gkvilibreret s¢jle af "Sephadex LH-20" yderligere 3,75 g stof med
smeltepunkt 222 - 223°%C. I alt fas der siledes 8,03 g (77,4% af

det teoretiske) rent stof. Ved elementaranalyse og beregning ud

fra bruttoformlen C26H33N908 fds fglgende vardier:

Beregnet: C 52,08 H 5,55 N 21,03
Fundet: C 51,88 H 5,63 N 21,56.

1) N*-Bz-Val-Gly-Arg-pNA.HC1.

6,044 g (10,08 millimol) N®-Bz-Val-Gly-Arg(NO,)-pNA (jfr. eksempel
Id) indvejes i en Erlenmeyerkolbe med slib. 81 ml 1M bor-tris-tri-
fluoracetat i trifluoreddikesyre tilsattes. Efter en reaktionstid
pa 2 timer ved 0% og derefter 22 timer ved 20°¢ fraspaltes
nitrobeskyttelsesgruppen under omrgring og udelukkelse af luftfug-
tighed. Reaktionsoplgsningen inddampes til tgrhed i vakuum, og re-
manensen optages i MeOH. For at omdanne peptidderivatet til HC1l~
-saltet tilsattes 1,0 ml koncentreret HCl, og oplgsningen inddam-
‘pes i vakuum til tgrhed. Efter 3 ganges gentagelse af denne meto-
dik oplgses remanensen i 200 ml 30%'s eddikesyre. Til rensning
overfgres AcOH-oplgsningen til en med 30%'s AcOH akvilibreret
"Sephadex G-15"-sgjle og elueres med 30%'s AcOH. Den del af AcOH-
~eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehandling under friggrelse
af p-nitroanilin, lyofiliseres efter tilsatning af 0,85 ml (10,1
millimol) koncentreret HCl. Der fé&s 4,75 g (79,7% af det teoretis-
ke) af et amorft pulver, der jfglge tyndtlagschromatografi i LMS C
er rent. Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen
c26H35NSOGC1 viser fglgende verdier:

Beregnet: C 52,83 H 5,97 N 18,96 Cl 6,00
Fundet: c 52,71 H 5,88 N 19,07 Cl 5,95.
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Aminosyreanalyse viser de ventede aminosyrer i det rigtige forhold:
Arg: 0,97 - Gly: 1,0 - val: 0,98.

Eksempel 2.
II. H-Val-Gly-Arg-pNa.2HCl.

630 mg (1 millimol) af det som beskrevet i eksempel 1, afsnit

Ic, fremstillede Na—Cbo—Val-Gly-Arg(Noz)—pNA indvejes i reaktions-
beholderen i et Sakakibara-apparat. 10 ml tgrret hydrogenfluorid-
gas kondenseres i reaktionsbeholderen. Efter en reaktionstid pa 1
time ved 0°C fraspaltes Na-benzyloxycarbonylbeskyttelsesgruppen
samt nitrobeskyttelsesgruppen for arginin. Den kondenserede hydro-
genfluoridgas afdestilleres i vakuum, og remanensen oplgses i di-
methylformamid. For at omdanne peptidderivatet til HCl-saltet til-
sattes 0,2 ml koncentreret HCl, og oplgsningen inddampes til tgrhed.
Efter to ganges gentagelse af denne metodik opl@gses remanensen i 25
ml 30%'s AcOH. Til rensning haldes AcOH-oplgsningen pa en med 30%'s
AcOH akvilibreret "Sephadex G-15"-sgjle og elueres med 30%'s

AcOH. Den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehand-
ling under friggrelse af p-nitroanilin, lyofiliseres efter tilszt-
ning af 160/uliter (2 millimol) koncentreret HCl. Der f&s 360 mg
(68,8% af det teoretiske) af et amorft pulver, der er rent ifglge
tyndtlagschromatografi i LMS C. Elementaranalyse ©0g beregning ud
fra bruttoformlen C19H32N805Cl2 giver fglgende resultat:

Beregnet: C 43,60 H 6,16 N 21,41 Cl 13,55
Fundet: C 43,85 H 6,23 N 21,65 Cl 13,42.

Aminosyreanalysen viser de ventede aminosyrer i det rigtige
forhold: Arg: 0,98 - Gly: 1,00 - val: 0,96.

Eksempel 3.

I11I. N®-Bz-Ile-Gly-Arg-pNA .HC1.

I1Ia) N*-Cbo-Ile-Gly-Arg(NO,)-pNA.

5,3 g (10 millimol) af den ifglge eksempel 1, afsnit Ib, fremstil-
lede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 1, afsnit Ib, oplgses
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i 35 ml dimethylformamid og tilsa@ttes 2,08 ml (15 millimol) Et3N.
Efter afkgpling til -10°C frafiltreres det dannede Et3N.HBr og vaskes
med en ringe mangde koldt dimethylformamid. Til det resulterende
filtrat sattes 4,25 g (11 millimol) Cbo-Ile-OpNP, og reaktionsop-
lgsningen viderebehandles ifglge eksempel 1, afsnit Ib. Efter gel-
filtrering pd "Sephadex LH-20" i MeOH fé&s 5,50 g (85,5% af det
teoretiske) af den krystallinske forbindelse IIIa, som smelter ved
197 - 200°C og ifglge tyndtlagschromatografi i LMS A og B er ren.
Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen C28H37N909 giver
fglgende resultat:

Beregnet: C 52,25 H 5,79 N 19,59
Fundet: c 51,98 H 5,91 N 19,73.

II1b) Na-Bz—iLe—Gly-Alg(NOZ)-pNA.7

1,29 g (2 millimol) af den ifglge eksempel 3, afsnit IIIla, frem-
‘stillede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 1, afsnit Ib, op-
1gses i 15 ml dimethylformamid og tilsattes 420/uliter (3 millimol)
Et,N. Efter afkgling til -10°C szttes 680 mg (3 millimol) Bz ,0 til
reaktionsblandingen, og reaktionsoplgsningen viderebehandles som
beskrevet i eksempel 1, afsnit Ib. Efter gelfiltrering pd "Sephadex
LH-20" i MeOH f&s 1,05 g (85,6% af det teoretiske) af den amorfe
forbindelse IIIb, der ifglge tyndtlagschromatografi i IMS A og B er
ren. Elementzranalyse og beregning ud fra bruttoformlen C27H35N908

giver fglgende resultat:

Beregnet: C 52,85 H 5,75 N 20,54
Fundet: ¢ 52,54 H 5,85 N 20,68.

III. N®-Bz-Ile~Gly-Arg-pNA.HCL.

614 mg (1 millimol) af den if@glge eksempel 3, afsnit IIIb, frem-
stillede forbindelse indvejes i reaktionsbeholderen i et Sakakibara-
'V-apparat. 10 ml tgrret hydrogenfluoridgas kondenseres i reaktions-
beholderen. Efter en reaktionstid pd 1 time ved 0% fraspaltes
arginin—nitrobeskyttelsesgrﬁppen under omrgring. Den kondenserede
hydrdgenfluoridgas afdestilleres fra reaktionsblandingen under
vakuum, og remanensen oplgses i dimethylformamid. For at omdanne
peptidderivatet til HCl-saltet tilsattes 0,2 ml (~2,5 millimol)
koncentreret HCl, og oplgsningen inddampes til tgrhed. Efter to gan-
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ges gentagelse af denne teknik oplgses remanensen i 50 ml 30%'s
AcOH. Til rensning haldes AcOH-oplgsningen pé& en med 30%'s AcOH
@kvilibreret "Sephadex G-15"-sgjle og elueres med 30%'s AcOH. Den
del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehandling under
friggrelse af p-nitroanilin, lyofiliseres efter tilsatning af 80
)pliter (1 millimol) koncentreret HCl. Der £4s 505 mg (83,5% af

det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndtlagschromato-
grafi i LMS C er rent. Elementaranalyse 09 beregning ud fra brutto-
formlen C27H37N806C1 giver fglgende resultat:

Beregnet: C 53,59 H 6,16 N 18,52 Cl 5,86
Fundet: C 53,28 H 6,21 N 18,70 C1 5,82.

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige forhold:
Arg: 0,96 - Gly: 1,00 - Ile: 0,98.

Eksempel 4.
1v. N*-Bz-Leu-Gly-Arg-pNA.HC1.

Iva) Na-Cbo-Leu-Gly—Arg(NOZ)-pNA.

2,65 g (5 millimol) af den ifglge eksempel 1, afsnit Ib, fremstil-
lede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 1, afsnit Ib, oplgses

i 25 ml dimethylformamid og tilsattes 1,04 ml (7,5 millimol)

Et,N. Efter afke¢ling til -10°C frafiltreres det dannede Et,N.HBr
og vaskes med en ringe mangde koldt dimethylformamid. Til det vund-
ne filtrat sattes 2,13 g (5,5 millimol) Cbo-Leu-OpNP, og reaktions-
oplgsningen viderebehandles ifglge eksempel 1, afsnit Ib. Efter
gelfiltrering p& "Sephadex LH~20" i MeOH fas 2,85 g (88,6% af det
teoretiske) af den krystallinske forbindelse IVa, der smelter ved
189 - 191% og ifglge tyndtlagschromatografi i LMS A og B er ren.
Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen 028H37N909 giver
fglgende resultat: i

Beregnet: C 52,25 H 5,79 N 17,59
Fundet: c 52,05 H 5,79 N 19,91.
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'1vb) N%-Bz-Leu-Gly-Arg(NO,)-pNA.

1,29 g (2 millimol) af den ifglge eksempel 4, afsnit IVa, frem-
stillede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 1, afsnit Ib,
opl¢ses'i 15 ml dimethylformamidlog tilsattes 420/uliter (3 milli~-
mol) Et,N. Efter afkgling til -10°% tilszttes 680 mg (3 millimol)
Bzzo, og reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge eksempel 1,
afsnit Ib. Efter gelfiltrering p& “"Sephadex LH-20" i MeOH fés

0,99 g (80,7% af det teoretiske) af den amorfe forbindelse IVb,

der ifglge tyndtlagschromatografi i IMS A og B er ren. Elementar-
analyse og beregning ud fra bruttoformlen C27H35N908 giver fglgende

resultat:

" Beregnet: C 52,85 H 5,75 N 20,54
Fundet c 52,49 H 5,81 N 20,59.

1v. N%-Bz-Leu-Gly-Arg-pNA.HC1.

614 mg (1 millimol) af den ifglge eksempel 4, afsnit IVb, fremstil-
lede forbindelse omsattes ifglge eksempel 2, afsnit II, til dan-
nelse af forbindelse IV. Rensning: gelfiltrering pd "Sephadex G-15"
i 30%'s AcOH. '

Udbytté: den del af AcOH-eluatet, der ved trypsinbehandling kan
spaltes under friggrelse af p-nitroanilin, lyofiliseres efter
tilsatning af 80/uliter (1 millimol) koncentreret HCl. Der fas
508 mg (84,0% af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge
tyndtlagschromatografi i LMS C er rent. Elementaranalyse og be-

regning ud fra bruttoformlen C27H37N806Cl giver fglgende resultat:

Beregnet: C 53,59 H 6,16 N 18,52 Cl 5,86
Fundet: c 53,75 H 6,21 N 18,74 Cl 5,76.

Aminosyreanalyse giver de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 0,97 - Gly: 1,00 - Leu: 1,02.



149215
19

Eksempel 5.
- V. N*-Bz-Val-Ser-Arg-pNA.HC1.
Va) N"-BOC-Ser (0Bzl)~-Arg(NO,)-pNA.

3,55 g (7,5 millimol) af den ifglge eksempel 1, afsnit Ia, frem-
stillede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 1, afsnit Ib, op-

" lgses i 35 ml dimethylformamid og tilsattes 1,56 ml (11,3 millimol)
Et,N. Efter afkgling til -10°C frafiltreres det dannede Et,N.HBr

og eftervaskes med en ringe mengde koldt dimethylformamid. Til

det vundne filtrat sattes 3,35 g (8 millimol) BOC-Ser(0OBzl)-OpNP,

og reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge eksempel 1, afsnit
Ib. Efter gelfiltrering p& "Sephadex LH-20" i MeOH f&s 4,09 g (88,4%
af det teoretiske) af en delvis krystallinsk forbindelse Va, som ifgl=-
ge tyndtlagschromatografi i IMS A og B er ren. Elementaranalyse og
beregning ud fra bruttoformlen CZ7H36N809 giver fglgende resultat:

Beregnet: C 52,59 H 5,88 N 18,17
Fundet: c 52,82 H 5,78 N 18,30.

Vb) N"-BOC-Val-Ser (0Bzl)-Arg(NO,)-pNA.

3,08 mg (5 millimol) af den ifglge eksempel 5, afsnit Va, frem-
stillede forbindelse indvejes i en Erlenmeyerkolbe og tilsattes
under udelukkelse af fugtighed 15 ml trifluoreddikesyre. Under
omrgring ved 20°C i 30 minutter oplgses stoffet under C02-udvikling.
Reaktionsoplgsningen dryppes langsomt under intensiv omrgring til
250 ml tgrret ether, hvorved CF3COOH.H-Ser(Ole)-Arg(NOz)-pNA ud-
fzldes. Etherfasen frasuges med en filterstav. Det tilbagevarende
bundfald behandles yderligere tre gange med hver gang 50 ml tg¢r
ether til fjernelse af dét dannede tert.butanol og den overskydende
mengde trifluoreddikesyre. Efter tgrring i vakuum over NaOH-spaner
fés det deblokerede produkt i nasten kvantitativt udbytte. Det tgr-
rede trifluoracetatderivat oplgses i 25 ml dimethylformamid, afkgles
til -10% og tilsattes 1,04 ml (7,5 millimol) Et3N til friggrelse

af H-Ser(Ole)—Arg(NOz)-pNA fra trifluoracetatet, og derefter til-
settes 1,73 g (5,5 millimol) BOC-Val~OSu. Efter nogen timers forlgb
har reaktionsoplgsningen antaget stuetemperatur. Den afkgles igen
til -10° og pufres med 0,35 ml1 (2,5 millimol) Et;N. Efter ca. 5
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timers forlgb tilsattes yderligere 0,35 ml Et,N. Efter yderligere
24 timers forlgb inddampes reaktionsoplgsningen til tgrhed i vakuum
vedr40°C. Remanensen viderebehandles ifglge eksempel 1, afsnit Ib.
Efter gelfiltrering pd "Sephadex LH-20" i MeOH fas 2,81 g (78,5%

af det teoretiske) af et amorft pulver, som ifglge tyndtlagschroma-
tografi i IMS & og B er rent. Elementaranalyse Og beregning ud

fra bruttoformlen C32H45N9010 giver fglgende resultat:

Beregnet: C 53,70 H 6,34 N 17,61
Fundet: C 54,03 H 6,40 N 17,88.

ve) Na-Bz—Val;Ser(Ole)'Arg(NOZ)-pNA.

716 mg (1 millimol) af den ifglge eksempel 5, afsnit Vb, fremstil-
" lade forbindelse deblokeres ifglge eksempel 5, afsnit Vb, oplgses
i8ml dimethylformamid og tilsattes 210/uliter (1,5 millimol)
Et,N. Efter afkpling til -10% tilszttes 450 mg (2 millimol)

BZZQ, og reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge eksempel 1,
afsnit Ib. Efter gelfiltrering pd "Sephadex LH-20" i MeOH fas

532 mg (73,9% af det teoretiske) af den krystallinske forbindelse
Ve, der smelter ved 175 - 178% og ifglge tyndtlagschromatografi

i LMS A og B er ren. Elementaranalyse og beregning ud fra brutto-

formlen,C34H4lN909 giver fglgende resultat:

Beregnet: C 56,74 H 5,74 N 17,52
Fundet: C 56,65 H 5,69 N 17,83.

v. N%-Bz-Val-Ser-Arg-pNA.HCI.

360 mg (0,5 millimol) af den ifglge eksempel 5, afsnit Vc, frem-

stillede forbindelse omsattes ifglge eksempel 2, afsnit II, til

dannelse af forbindelsen V. Rensning: gelfiltering p& "Sephadex
G-15" i 30%'s AcOH.

Udbytte: Den del af AcOH-eluatet,.der kan spaltes ved trypsinbe-
handling under frig¢relse'af p-nitroanilin, lyofiliseres efter
tilsatning af 40/uliter (0,5 millimol) koncentreret HCl. Der fés
160 mg (51,5% af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge
tyndtlagschromatografi i LMS C er rent. Elementaranalyse ©9g bereg-
ning ud fra bruttofor@len C27H37N807Cl viser fglgende resultat:
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Beregnet: C 52,21 H 6,00 N 18,04 Cl 5,71
Fundet: Cc 52,49 H 6,08 N 18,26 Cl 5,63.

Aminosyreanalysen viser de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 0,99 - Ser: 0,95 - val: 1,00.

Eksempel 6.
VI. N®-Bz-Ile~Ser-Arg-pNA.HCL.
VIa) N"-BOC-Ile-Ser (0Bzl)-Arg(NO,)-pNA.

1,54 g (2,5 millimol) af den ifglge eksempel 5, afsnit Va, frem-
stillede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 5, afsnit Vb, op-
lgses i 15 ml dimethylformamid og tilsattes 520/uliter (3,75 milli~
mol) Et;N. Efter afkgling til -10°C tilsattes 905 mg (2,75 millimol)
BOC-Ile-0Su, og reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge eksem-
pel 1, afsnit Ib. Efter gelfiltrering pa "Sephadex LH-20" i MeOH
fas 1,45 g (79,5% af det teoretiske) af den amorfe forbindelse

VIa, der ifglge tyndtlagschromatografi i LMS A og B er ren. Elemen-
taranalyse og beregning ud fra bruttoformlen C33H47N9010 viser
fglgende resultat:

Beregnet: C 54,31 H 6,49 N 17,27
Fundet: C 54,82 H 6,52 N 17,35.

VIb) N*-Bz-Ile-Ser(0Bzl)-Arg(NO,)-pNA.

730 mg (1 millimol) af den ifglge eksempel 6, afsnit Via, fremstil-
lede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 5, afsnit Vb og oplgses
i 7 ml dimethylformamid. Efter afkgling til -10°C sattes til oplgs-
ningen 210/u1iter (1,5 millimol) Et;N og lige derefter 450 mg

(2 millimol) Bz ,0. Reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge ek-
sempel 1, afsnit Ib. Efter gelfiltrering p& "Sephadex LH-20"

i MeOH £f&s 615 mg (83,8% af det teoretiske) af den amorfe forbin-
delse VIb, der ifglge tyndtlagschromatografi i LMS A og B er ren.
Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen C35H43N909 giver
fglgende resultat:
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Beregnet: C 57,29 H 5,91 N 17,18
Fundet: c 57,61 H 6,01 N 17,53.

vI. N*-Bz-Ile-Ser-Arg-pNA.HC1.

367 mg (0,5 millimol) af den if¢lge eksempel 6, afsnit VIb, frem-
stillede forbindelse omsattes ifglge eksempel 2, afsnit II, til
forbindelse VI. Rensning: gelfiltrering pd "Sephadex G-15" i 30%'s
AcOH. '

Udbytte: den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehand~
ling under friggrelse af p-nitroanilin, lyofiliseres efter tilsaet~
ning af 40/uliter'(0,5 millimol) koncentreret HCl. Der £f&s 168 g
(45,8% af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndt-
lagschromatografi i LMS C er rent. Elementaranalyse og beregning ud
fra bruttoformlen C,gH;gNg0,Cl giver fglgende resultat:

Beregnet: C 52,95 H 6,19 N 17,64 Cl1 5,58
Fundet: c 53,21 H 6,26 N 17,88 Cl 5,57.

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 0,96 - Ser: 0,95 - Ile: 1,00.

Eksempel 7.
VIiI. N*-Bz-Leu-Ser-Arg-pNA.HCL.
VIIa) N®-BOC-Leu-Ser (0Bzl)-Arg (NO,)-pNA.

1,55 g (2,5 millimol) af den ifglge eksempel 5, afsnit Va, frem-
stillede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 5, afsnit Vb, oplgses
il5ml dimeth&lformamid og tilsattes 520/uliter (3,75 millimol)
Et,N. Efter afkgling til -10°% tilsasttes 0,91 g (2,78 millimol)
BOC-Leu-OSu, og reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge eksem-
-pel 1, afsnit Ib. Efter gelfiltrering p& "Sephadex LH-20" i MeOH

fas 1,44 g (78,9% af det teoretiske) af den amorfe forbindelse VIIa,
der ifglge tyndtlagschrdmatografi i ILMS A og B er ren. Elementar-
analyse og beregning ud fra bruttoformlen C33H47N9010 giver fglgende

resultat:
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- Beregnet: C 54,31 H 6,49 N 17,27
Fundet: Cc 54,70 H 6,55 N 17,43.

VIIb) N%-Bz-Leu-Ser(0Bzl)-Arg(NO,)-pNA.

1,46 g (2 millimol) af den ifglge eksempel 7, afsnit VIIa, frem-
stillede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 5, afsnit Vb, og
oplgses i 15 ml dimethylformamid. Efter afkgling til -10°C sattes
420/uliter (3 millimol) Et3N til oplgsningen og lige derefter 0,90 g

(4 millimol) Bz,0. Reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge ek-
sempel 1, afsnit Ib. Efter gelfiltrering pé& "Sephadex LH-20" i

MeOH fas 1,25 g (85,2% af det teoretiske) af den amorfe forbindelse
VIiib, som ifglge tyndtlagschromatografi i LMS A og B er ren. Elementar-
analyse og beregning ud fra bruttoformlen C35H43N909 giver fglgen-

de resultat:

Beregnet: C 57,29 H 5,91 N 17,18
Fundet: c 57,38 H 5,98 N 17,57.

vII. N*-Bz-Leu-Ser-Arg-pNA.HCI.

735 mg (1 millimol) af den ifglge eksempel 7, afsnit VIIb, frem-
stillede forbindelse omsattes ifglge eksempel 2, afsnit II, til
forbindelsen VII. Rensning: gelfiltrering pd "Sephadex G-15" i
30%'s AcOH.

Udbytte: den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehand-
ling under friggrelse af p-nitroanilin, lyofiliseres efter tilsat-
ning af 80/uliter (1 millimol) koncentreret HCl. Der f&s 355 mg
(55,9% af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndt-
lagschromatografi i LMS C er rent. Elementaranalyse og beregning

ud fra bruttoformlen CZ8H39N807C1 giver fglgende resultat:

Beregnet: C 52,95 H 6,19 N 17,64 Cl 5,58
Fundet: Cc 53,09 H 6,09 N 17,91 C1 5,49.

Aminosyreanalysen viser de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 0,95 - Ser: 0,93 - Leu: 1,00.
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Eksempel 8.
vIiII. N*-3-phenylpropionyl-Val-Gly-Arg-pNA.HCL.
VIiIa) Nq-3-phenylpropiony1-Val-Gly-Arg(NOZ)-pNA.

3,15 g (5 millimoi) af den ifglge eksempel 1, afsnit Ic, fremstil-
lede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 1, afsnit Ib, og oplgses
i 25 ml dimethylformamid. Efter afkgling til -10° tilsattes 1,05 ml
(7,5 millimol) Et,N og derefter 1,50 g (5,5 millimol) 3-phenylpro-
pionsyre-p-nitrophenylester. Reaktionsoplgsningen viderebehandles
ifglge eksempel 1, afsnit Ib. Efter gelfiltrering p& "Sephadex

LH-20" i MeOH f£&s 2,75 g (87,6% af det teoretiske) af den krystal-
linske forbindelse VIIIa, som smelter ved 216 - 218°C og ifglge tyndt-
lagschromatografi i LMS A og B er ren. Elementaranalyse 09 bereg-
ning ud fra bruttoformlen C,gH;,NgOg giver fglgende resultat:

Beregnet: C 53,58 H 5,94 N 20,09
Fundet: Cc 53,38 H 6,02 N 20,40.

VIII. N“—3-phenylpropionyl—Val—Gly-Arg—pNA.HCl.

1,26 g (2 millimol) af den ifglge eksempel 8, afsnit VIIIa, frem-
stillede forbindelse omsattes ifglge eksempel 1, afsnit I, til for-
bindelsen VIII. Rensning: gelfiltrering p& "Sephadex G-15" i 30%'s
AcOH.

Uabytte: den del af AcOH~eluatet, der kan spaltes ved trypsinbe-
handling under friggrelse af p-nitroanilin, lyofiliseres efter til-
saztning af 160/uliter (2 millimol) koncentreret HCl. Der fas 1,12

g (90,4% af det teoretiske) af et amorft pulver, som ifglge tyndtlags-
chromatografi i LMS C er rent. Elementaranalyée og beregning ud

fra bruttoformlen C,gH,NgO.Cl giver fglgende resultat:

Beregnet: C 54,32 H 6,35 N 18,10 ¢C1 5,73
Fundet: C 54,58 H 6,29 N 18,40 ¢l 5,67.

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 0,96 - Gly: 1,00 - Val: 1,02.
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Eksempel 9.
IX. N%-2-phenylacetyl-Val-Gly-Arg-pNA.HCL.
IXa) Na—2¥phenylacetyl-Val—Gly—Arg(NOZ)-pNA.

1,57 g (2,5 millimol) af den ifglge eksempel 1, afsnit Ic, frem-
stillede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 1, afsnit Ib, og
oplgses i 15 ml dimethylfdrmamid. Efter afkgling til -10°% tilsat-
tes 520/uliter (3,75 millimol) Et3N og derefter 710 mg (2,75 mil-
limol) 2-phenyleddikesyre~p-nitrophenylester. Reaktionsoplgsnin-
gen viderebehandles ifglge eksempel 1, afsnit Ib. Efter gelfil-
trering pd "Sephadex LH-20" i MeOH fas 1,35 g (88,0% af det teore-
tiske) af den krystallinske forbindelse IXa, der smelter ved 180 -
184°C og ifglge tyndtlagschromatografi i LMS A o9 B er ren. Elementar-
analyse og beregning ud fra bruttoformlen C27H35N908 giver fglgende
resultat:

Beregnet: C 52,85 H 5,75 N 20,54
Fundet: Cc 53,09 H 5,82 N 20,91.

IX. N%-2-phenylacetyl-Val-Gly-Arg-pNA.HCL.

615 mg (1 millimol) af den ifglge eksempel 9, afsnit IXa, fremstil-
lede forbindelse omsattes ifglge eksempel 1, afsnit I, til forbin-
delsen IX. Rensning: gélfiltrering pd "Sephadex G-15" i 30%'s AcOH.

Udbytte: den del af AcOH-eluatet, der ved trypsinbehandling kan
spaltes under friggrelse af p-nitroanilin, lyofiliseres efter til-
sa&tning af 80/uliter (1 millimol) koncentreret HCl. Der fias 515 mg
(85,1% af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndtlags-
chromatografi i LMS C er rent. Elementaranalyse og beregning ud fra
bruttoformlien C27H37N806Cl giver fglgende resultat:

Beregnet: C 53,59 H 6,16 N 18,52 Cl1 5,86
Fundet: Cc 53,19 H 6,21 N 18,77 Cl 5,75.

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 0,94 - Gly: 1,00 - val: 0,98.
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Eksempel 10. : . .
X. Na-Cbo-cyclohexylglycyl—Gly-Arg-pNA.2HCl.
Xa. N®-Cbo-Arg-pNA.HC1.

I en 250 ml's tre-halset rundkolbe oplgses 16,0 g (47,0 millimol)
over P205 i vakuum tgrret Cbo-Arg-OH.HC1l i 90 ml absolut HMPTA
under udelukkelse af fugtighed ved 20°%c. ved stuetemperatur sattes
til den vundne 6pl¢sning portionsvis fgrst en oplgsning af 4,74

g (47,0 millimol) Et,N i 10 ml HMPTA og derefter 16,4 g (100 mil-
limol) p-nitrophenylisocyanat (100%'s overskud). Efter 24 timers
reaktionstid ved 20°C afdestilleres stgrstedelen af HMPTA i vakuum.
Remanensen ekstraherés flere gange med 30%'s AcOH. Remanensen kasse-
. res. De sémlede eddikesyreekstrakter haldes til yderligere rensning
.p& en med 30%'s AcOH gkvilibreret "Sephadex G-15" sgjle og elueres
med 30%'s AcOH. De fraktioner af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved
trypsinbehandling under friggrelse af p-nitroanilin, frysetgrres.
Der f&s 12,6 g af et .amorft pulver, der ifglge- tyndtlagschromatografi
i LMS C er rent. Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoform-

len'C20H25N605Cl giver fglgende resultgt:_

Beregnet: C 51,67 ® 5,42 N 18,08 Cl 7,63
Fundet: Cc 51,29 H 5,48 N 17,92 c1 7,50.

Xb. Nabeo-Gly-Arg—pNA.HBr.

Under udelukkelse af fugtighed beﬁandles 4,65 g (10 millimol) af
forbindelsen Xa med 40 ml 2N HBr i iseddike under omrgring i 45 mi-
nutter ved 20°C. Aminosyrederivatet oplgses derved under uinkling
af CO,. Reéktionsop1¢sningen dryppes under intensiv omrgring til

250 ml absolut ether, hvorved (2HBr).H-Arg.pNA udfeldes. Etherfasen
frasuges, hvorpi den faste fase vaskes yderligere fire gange med
hver gang 100 ml absolut ether for at fjerne det som biprodukt
dannede benéylbromid samt overskuddet af HBr og AcOH. Ved tgrring i -
vakuum over NaOH-spaner f&s det deblokerede produkt i kvantitativt
udbytte. Det tgrre (2HBr).H-Arg-pNA oplgses i 25 ml dimethylform-
amid. Til den til -10°C afkglede oplgsning sattes 1,40 ml (10 milli-
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mol) EtBN. Der dannes et bundfald af Et3N.HBr, der frafiltreres

og eftervaskes med en ringe mangde koldt dimethylformamid. Til fil-
tratet sattes 3,65 g (11 millimol) Cbo-Gly—OpNP ved -10°C. Efter
nogle timers forlgb er reaktionsoplgsningens temperatur steget til
20°. Oplgsningen afkgles igen til -10% og pufres med 0,35 ml

(2,5 millimol) Et3N. Efter yderligere 16 timers forlgb tilsattes
yderligere 0,35 ml Et,N ved -10°C. Efter yderligere 24 timers for-
lgb inddampes reaktionsoplgsningen til tg¢rhed ved 40% i vakuum.
Remanensen oplgses i 33%'s AcOH. Oplgsningen renses ved gelfiltre-
ring pd en med 33%'s AcOH @kvilibreret s¢jle af "Sephadex G-15".

De fraktioner af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehand-
ling under friggrelse af p-nitroanilin, inddampes til tgrhed i '
vakuum. Remanensen oplgses i 30 ml MeOH og dryppes under intensiv
omrgring til 300 ml absolut ether, hvorved Na—Cbo—Gly-Arg—pNA.HBr
udfaldes. Etherfasen frasuges, hvorefter den faste fase yderligere
vaskes to gange med hver gang 100 ml absolut ether til fjernelse
af MeOH og spor af AcOH. Efter tgrring i vakuum over NaOH-spaner
£&s 4,45 g (78,6% af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge
tyndtlagschromatografi i LMS C er rent. Elementaranalyse og bereg-
ning ud fra bruttoformlen C22H28N706Br giver f¢}gendé resultat:

Beregnet: C 46,65 H 4,98 N 17,31 Br 14,11
Fundet: C 46,33 H 5,04 N 17,88 Br 14,20.

Xc. Na-Cbo—cyclohexylglycy1—Gly—Arg-pNA.HCl.

2,85 g (5 millimol) af den ifglge eksempel 10, afsnit Xb, frem-.
stillede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 10, afsnit Xb,

og oplgses i 20 ml dimethylformamid. Efter afkgling til -10°C til-
settes 0,70 m1 (5 millimol) Et3N og derefter 2,30 g (5,5 millimol)
N“-Cbo-L—cyclohexylglycin-pfnitrophenylester (smeltepunkt 93 -
94?C), Reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge eksempel lO,'
afsnit Xb. Rensning: gelfiltrering P& "Sephadex G-15" i 33%'s

AcOH. Udbytte: den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved tryp-
sinbehandling under friggrelse af p-nitroanilin, frysetgrres efter
tilsatning af 400/uliter (5 millimol) koncentreret HCl. Der f&s 2,47
g (74,7% af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndtlags-
chromatografi i LMS C er rent. Elementaranalyse og beregning ud

fra bruttoformlen C30H41N8O7Cl giver fglgende resultat:
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Beregnet: C 54,50 H 6,25 N 16,95 Cl 5,36
Fundet: Cc 54,15 H 6,33 N 17,18 cC1 5,18.

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 0,97 - Gly: 1,00 - L-cyclohexylglycin: 1,05.

Eksempel 11.
XI. H-L-cyclohexylglycyl-Gly-Arg-pNA.2HC1.

660 mg (1 millimol) af det ifglge eksempel 10 fremstillede N*-Cbo-
-L-cyclohexylglycyl-Gly-Arg-pNA.HC1l deblokeres ifglge eksempel

10, afsnit Xb. Rensning: gelfiltrering pa "Sephadex G-15" i

33%'s AcOH.

Udbytte: den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbe-
handling under friggrelse af p-nitroanilin, frysetgrres efter til-
sztning af 160/uliter (2 millimol) koncentreret HCl. Der fas 465 mg
(84,9% af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndtlags-
chromatografi i IMS C er rent. Elementaranalyse 19 beregning ud

fra bruttoformlen C22H36N8(54C12 giver fglgende resultat:

Beregnet: C 48,26 H 6,63 N 20,47 Cl 12,95
Fundet: Cc 47,95 H 6,75 N 20,90 Cl 12,42,

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige forhold:
Arg: 0,99 - Gly: 1,00 - L-cyclohexylglycin: 1,03.

Eksempel 12.

XI1I. N*-Bz-L-cyclohexylglycin-Gly-Arg.pNA.HCL.

550 mg (1 millimol) af den ifglge eksempel 1l vundne forbindelse
oplgses i 10 ml dimethylformamid. Efter afkgling til -10°C sazttes

til oplgsningen 140/uliter (1 millimol) Et3N og derefter 340 mg
(1,5 millimol) Bz,0. Efter nogle timet er reaktionsoplgsningens
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temperatur steget til 20%¢. Oplgsningen afk@gles igen til -10%
og pufres med 140/uliter (1 millimol) Et3N. Efter yderligere 4
timers forlgb tils@ttes yderligere 140 ml Et3N ved -10°C. Efter yder-
ligere 16 timers forlgb inddampes reaktionsoplgsningen i vakuum
ved 40°C til tgrhed. Remanensen oplgses i 20 ml MeOH. Ved gelfil-
trering pd en med MeOH akvilibreret "Sephadex LH-20" sgjle f&s ef-
ter eluering med MeOH 530 mg endnu noget forurenet produkt. Til
yderligere rensning oplgses produktet i 33's AcOH og hzldes pa en
med 33%'s AcOH &kvilibreret "Sephadex G-15" s¢jle og elueres med
33%'s AcOH. Den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsin-
behandling under friggrelse af p-nitroanilin, frysetgrres efter
tilsatning af 80/uliter (1 millimol) koncentreret HCl. Der f&s
475 mg (75,3% af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndt-
lagschromatografi i ILMS C er rent. Elementaranalyse og beregning
ud fra bruttoformlen C29H39N806Cl giver fglgende resultat:

Beregnet: C 55,19 H 6,23 N 17,76 Cl 5,62
Fundet: C 54,92 H 6,34 N 17,96 C1l 5,51.

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige forhold:
Arg: 1,01 - Gly: 1,0 - L~cyclohexylglycin: 0,98.

Eksempel 13.
XIII. H-D-cyclohexylglycyl-Gly-Arg-pNA.2HCL.
XIIIa. Na—cbo—D-cyclohexylglycyl—Gly—Arg—pNA.HCl.

2,85 g (5 millimol) af den ifglge eksempel 10, afsnit Xb, frem-
stillede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 10, afsnit Xb, 0Og
oplgses i 20 ml dimethylformamid. Efter afke¢ling til -10°%C sattes
til oplgsningen 0,70 ml (5 millimol) Et,N og derefter 2,30 g (5,5
millimol) Na-Cbo—D-cyclohexylglycin—p-nitrophenylester (smelte-
punkt 93,50C). Reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge eksempel
10, afsnit Xb. '
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Rensning: gelfiltrering pa "Sephadex G-15" i 33%'s AcOH. Udbytte:
den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehandling under
friggrelse af p-nitroanilin, frysetgrres efter tilsatning af 400
/uliter (5 millimol) koncentreret HCl. Der £&s 2,55 g (77,1% af

det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndtlagschromatografi
i IMS C er rent. Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen

C30H41N807Cl giver fg¢glgende resultat:

Beregnet: C 54,50 H 6,25 N 16,95 Cl 5,36
Fundet: c 54,01 H 6,30 N 17,05 C1 5,28.

XIIT. HeD-cyc1ohexy1glycy1-Gly-Arg—pNA.2HC1.

660 mg (1 millimol) af den ifplge eksempel 13, afsnit XIIIa, frem-
stillede Na-Cbo—D-cyclohexylglycyl—Gly-Arg-pNA.HCl deblokeres
ifplge eksempel 10, afsnit Xb.

Rensning: gelfiltrering pd "Sephadex G~15" i 33%'s AcOH. Udbytte:

den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehandling

under friggrelse af p-nitroanilin, frysetgrres efter tilsatning af
160 juliter (2 millimol)  koncentreret HCl. Der f&s 460 mg (84,0% af

det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndtlagschromatografi
i IMS C er rent. Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen

C28H36N804C12 giver fglgende resultat:

Beregnet: C 48,26 H 6,63 N 20,47 Cl 12,95
Fundet: C 48,05. H 6,73 N 20,91 C1 12,50.

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 1,01 - Gly: 1,00 - D-cyclohexylglycin: 0,97.

Eksempel 14.

XIv. Na-Bz-D-cyclohexylglycyl-Gly-Arg.pNA.HCl.

550 mg- (1 millimol) af den ifglge eksempel 13 fremstillede forbin-
delse oplgses i 10 ml dimethylformamid. Efter afke¢ling til -10°
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sattes til oplgsningen 140/uliter (1 millimol) Et3N og derefter
340 mg (1,5 millimol) Bz,0, og reaktionsoplgsningen viderebehand-
les ifplge eksempel 12, afsnit XII.

Rensning: gelfiltrering p& "sephadex G-15" i 33%'s AcOH. Udbytte:

den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehandling

under friggrelse af p-nitroanilin, frysetgrres efter tilsatning

af 80/uliter (1 millimol) koncentreret HCl. Der f&s 450 mg (71,3%

af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndtlagschromatogra-
fi i IMS C er rent. Elementaranalyse og beregning ud fra brutto-

formlen C,gH;gNgO-Cl giver fglgende resultat:

Beregnet: C 55,19 H 6,23 N 17,76 Cl 5,62
Fundet: C 54,70 H 6,25 N 18,01 Cl 5,55.

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 0,96 - Gly: 1,00 - D-cyclohexylglycin: 0,98.

Eksempel 15.
xv. N*-Cbo-Val-Gly-Arg-pNA.HC1.

2,85 g (5 millimol) af den ifglge eksempel 10, afsnit Xb, fremstil-
lede forbindelse deblokeres ifglge eksempel 10, afsnit Xb, og op-
l1gses i 20 ml dimethylformamid. Efter afkgling til -10°C sattes til
oplgsningen 0,70 ml (5 millimol) Et3N og derefter 2,05 g (5,5 mil-
limol) Cbo-Val-OpNP. Reaktionsoplgsningen viderebehandles ifglge
eksempel 10, afsnit Xb.

Rensning: gelfiltrering pd "Sephadex G-15" i 33%'s AcOH. Udbytte:

den del af AcOH-eluatet, der kan spaltes ved trypsinbehandling un-

der friggrelse af p-nitroanilin, frysetgrres efter tilsatning af
400/uliter (5 millimol) koncentreret HCl. Der f&s 2,55 g (82,1%

af det teoretiske) af et amorft pulver, der ifglge tyndtlagschromatografi
i LMS C er rent. Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoform-

len c27H37N807C1 giver fglgende resultat:
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Beregnet: C 52,21 H 6,00 N 18,04 Cl 5,71
Fundet: c 52,12 H 6,16 N 18,48 Cl 5,63.

Aminosyreanalysen giver de ventede aminosyrer i det rigtige for-
hold: Arg: 1,01 - Gly: 1,00 - val: 0,97.

Eksempel 16

XVI. N*-Bz-Val-Gly-Arg-2-Na.HC1
XVIa. N*-Bz-Val-Gly-Arg-OH.HC1

‘5,9 g af forbindelsen I (eksempel 1) oplgses i 200 ml puffer med
pH-verdi 8,2. Til denne oplgsning sattes 2000 NF-enheder trypsin
for at fraspalte p-nitroanilinogruppen racemiseringsfrit, idet
pH-vaerdien holdes konstant ved tildrypning af 1N natriumhydroxid-
oplgsning. Efter endt reaktion tilsattes 40 ml koncentreret eddi-
kesyre for at inaktivere trypsinet. Oplgsningen inddampes til tgr-
hed. Remanensen oplgses i 50 ml 33%'s eddikesyre, og oplgsningen
chromatograferes pad en "Sephadex G-15"-sgjle, som er akvilibreret
med 33%'s eddikesyre. Fra den fgrste fraktion fas 4,43 g (94,1%)
af et amorft stof, som ifglge tyndtlagschromatografi i LMS C er

rent.

Ved elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen C20H31N605Cl
fas fglgende resultat:

Beregnet: c 51,01 H 6,63 N 17,85 c1l 7,53
Fundet: C 50,48 H 6,71 N 18,17 Ccl 7,38.

XVib. N%-Bz-Val-Gly-Arg-2NA.HC1

I en tre-halset rundkolbe pd 100 ml oplgses 942 mg (2 millimol) af
den tgrrede forbindelse XVIa i en blanding af 7,5 ml frisk destil-
leret vandfrit dimethylformamid og 15 ml absolut tetrahydrofuran
ved 20°C. Til den til den -10°C afkdlede oplgsning szttes under
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omrgring og.udelukkelse af fugtighed 280 911ter (2 millimol) tri-
ethylamin. Til blandingen dryppes i lgbet af 20 minutter en oplgs-
ning af 273 mg (2 millimol) chlormyresyre-iscbutylester i 5 ml te-
trahydrofuran, imedens reaktionstemperaturen ikke lades stige til
over -5°C. Efter en yderligere reaktionstid p& 10 minutter ved en
temperatur pad mellem -10 og -5 dryppes der til reaktionsblandin-
gen en oplgsning af 286,4 mg (2 millimol) 2-naphthylamin i 5 ml di-
methylformamid i lgbet af 30 minutter, idet reaktionstemperaturen
konstant holdes p& under -5°C. Reaktionsblandingen lades viderere-
agere i yderligere 1 time ved -5°C. Den omrgres natten over ved
-20°C og afkgples derefter til -15°C for at lade Et3N.HCl udkry-
stallisere. Det dannede Et3N.HC1 frafiltreres og eftervaskes med
1idt koldt dimethylformamid. Filtratet inddampes til tgrhed ved
50°C i vakuum sammen med vaskeoplgsningen. Remanensen oplgses i

10 ml 33%'s eddikesyre og renses ved gelfiltrering pa en med 33%'s
eddikesyre @kvilibreret sgjle af "Sephadex G-15". Den hovedfrak-
tion af eddikesyreeluatet, som kan spaltes ved trypsinbehandling
under friggrelse af 2-naphthylamin, inddampes til tgrhed ved 40°c
i vakuum. Efter tgrring af remanensen i vakuumtgrreskab ved 50°¢
over P,0g f&s 506 mg (42, 5% af det teoretiske) af den amorfe for-
bindelse XVI, som ifglge tyndtlagschromatografi i LMS C er ren.
Elementaranalyse og beregning ud fra bruttoformlen giver fglgende

resultat:
Beregnet: C 60,44 H 6,43 N 16,45 Cl 5,95
Fundet: - C 59,88 H 6,47 N 16,75 Cl 5,83,

Ved de i eksemplerne beskrevne metoder er syntetiseret en rakke
yderligere substrater. Resultaterne af disse synteser er sammen-
stillet i nedenstdende tabel.
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Nedenfor anvendes udtrykket "substrat" for "tri- eller tetrapep-

tid".

Substraterne ifglge opfindelsen, f.eks. det ifglge eksempel 1 vundne
substrat, nemlig Na-Bz-Val—GlyﬁArngNA,HCl, kan som nevnt anvendes til be-
stemmelse af forskellige enzymer i blodplasma. Bestemmelsen fore-
tages efter det princip, at det ved den enzymatiske hydrolyse af
substratet dannede spaltningsprodukt (R2H) har et UV-spektrum,
der er forskelligt fra substratets og er forskudt mod hgjere
bglgelangder. Saledes har substratet ifglge eksempel 1, dvs.
Na-Bz-Val-Gly-Arg—p.NA.HCl, et absorptionsmaksimum ved 302 nm

og en molar ekstinktionskoefficient pd 12950. Absorptionen af sub-
stratet er praktisk taget nul ved 405 nm. p-Nitroanilin, det ved
den enzymatiske hydrolyse af substratet dannede spaltningsprodukt
(R2H), udviser et absorptionsmaksimum ved 380 nm og en ﬁoler
ekstinktionskoefficient pd 13200. Ved 405 nm synker ekstinktionsko-
efficienten kun 1idt, nemlig til 9650.

Ved spektrofotometrisk méling ved 405 nm kan graden af den enzyma-
tiske hydrolyse af substratet let bestemmes, idet den er proportio-
nal med mangden af fraspaltet p-nitroanilin. Det i overskud til-
stedeverende substrat forstyrrer sdledes ikke milingen ved 405 nm.
Forholdene er praktisk taget identiske for andre substrater ifglge
opfindelsen, der som chromogen 9gruppe indeholder en p-nitroanilino-
gruppe. Den spektrofotometriske méling udf¢res'derfor i alle

disse tilfalde ved 405 nm.

Den enzymatiske hydrolysereaktion kan udtrykkes skematisk pd fgl-

gende made:

kl k3
1
E+ S > %? > ES + Chromophor Pl
kz |«
E + P
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E
S
§§ = enzym-substrat-complex

enzym

substrat

Pl og P2 = produkter
kl) k,, ky og k, = hastighedskonstanter

dissociationskonstant for ES = fg = K, (Michaelis-konstant)
ky
Nar [8]1» [E] og ky< k3, gelder:
([E]1 - [ES]) * [8]

[ES]

Den hastighed, ved hvilken Pl dannes, er:

v . ky ° [ES]

ky * [E] * [S] _
v = (2)

Km + [8]

N&r E er fuldstazndig bundet til S, galder:

[ES] = [E] og

v = v = k., * [E] (3)

K 1
l’. = m . ._l._ + (4)
v v [S] v

148215
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Af ligning (2) fremgir det, at konstanterne K og kq bestemmer
substratets aktivitet for et givet enzym. Til bestemmelse af disse

konstanter anvendes fglgende metode:

Enzymet og substratet blandes i en pufferoplgsning, og hydrolyse-
reaktionen fglges i 2 - 30 minutter. Substratets koncentration

[s] varieres, medens enzymkoncentrationen holdes konstant. Nar
ekstinktionen (OD = optisk tathed) optegnes i et koordinatsystem

som funktion af tiden, f£&s en kurve, hvis tangent i nulpunktet sva-
rer til det ideelle forlgb af hydrolvsen. Ved hjzlp af denne tangent
kan hydrolysebegyndelseshastigheden pestemmes.

1 1
Nar v optegnes som funktion af — , f&s et Lineweaver~Burk-diagram
[s] '
(jfr."Xurzes Lehrbuch der Biochemie" af P. Karlson, Georg Thieme-

-Verlag, Stuttgart, 1967, side 70), ud fra hvilket Vnax ©9 Km kan

bestemmes grafisk.

Vmax
[E]
substrat ifglge opfindelsen, f.eks. Na—Bz-Val-Gly-Arg-pNA.HCl (substrat
I ifglge eksempel 1), for urokinase og trypsin. Resultaterne er sam-

Km og k3 = bestemmes som angivet nedenfor under anvendelse af et

menfattet i nedenstdende tabel I.

Tabel I

Urokinase-aktivitet milt ved hjzlp af et tripeptidderivat ifglge opfindelsen
som substrat. ' .

Substrat Km(mol/liter) vmax(/umol/minut)
N-Bz-Val-

Gly-Arg- - -

pNi.Hcg 6,06 x 10 > 7,27 x 10 5 pr. 1 CTA

Trypsin-aktivitet mdlt ved hjzlp af et tripeptidderivat ifglge opfindelsen
sam substrat. :

H-D-Val- |

oNA.omel | 1,83 x 1077 4,17 x 10”3 pr. 1 NF
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En NF-enhed trypsin er den mezngde enzym, som bevirker en ab-
sorptionsandring AOD pa 0;003 pr. minut, mdlt pd benzoyl-L-ar-
ginin-ethylester under normale betingelser (jfr. "The National
Formulary XII", udgivet af "The American Pharmaceutical Associa-
tion", Washington D.C., 1965, side 417 og 418).

En CTA-enhed er den mzngde urokinase, som af N-acetyl-L-lysin-
-methylester friggr 46,2 x 10-3 /umol methanol p&d 1 time ved
37% (jfr. N.U. Bang et al., "Thrombosis and Bleeding Disorders",
Georg Thieme Verlag, 1971, side 377).

De ved hjalp af andre substrater ifglge opfindelsen for urcki-
nase og trypsin beregnede vardier af Km Og V. ©F af samme
stgrrelsesorden. Af de konstaterede Km-vardier fremgdr det, at
substraterne ifglge opfindelsen har serlic hgj fglsomhed over for
urokinase og trypsin. Som sammenligningsvardier anvendes Km-vardierne
fra acetyl-L-lysin-methylester for urokinase og fra benzoyl-L-arginin-
ethylester for trypsin. Disse Km-vardier ligger ca. en tier-

potens hgjere end de tilsvarende vardier for tri- og tetrapep-
tidderivaterne ifglge opfindelsen og andrager ca. 10-4 mol/liter,

" hvilket svarer til en fglsomhed pa ca. en tiendedel.

Til bestemmelse af de i tabel I anfgrte kinetiske konstanter Km

og v fremstilles vandige fortyndingsrakker af substraterne med

koncziirationer pd 0,1 - 2/umol/ml. I en malecuvette optages 2 ml
‘tris-imidazol-puffer med pH-vardi 8,4 og ionstyrke 0,30 ved 37°C,
hvorefter der fgrst tilsattes 0,25 ml af en vandig urokinaseoplgs-
ning med en koncentration p& 400 CTA/ml. Blandingen forinkuberes

i 1 minut ved 37°C. Den forinkuberede blanding tilsattes derefter
0,25 ml substratoplgsning. Forlgbet af den enzymatiske hydrolyse

af substratet fglges for de forskellige substratkoncentrationer ved
hjalp af et fotometer i 10 minutter ved 405 nm. Vardien af den pr.
minut dannede mengde p-nitroanilin er et mél for hydrolysehastigheden
for en given substratkoncentration. I et koordinatsystem optegnes
somrabsqisse den reciprokke vaerdi af substratkoncentrationerne, som
ordinat den tilhgrende reciprokke verdi af hydrolysehastigheden.

I dette sakaldte Lineweaver-Burk-diagram fds for de i tabel I an-
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forte substrater lige kurver, hvilket er et bevis for, at den af
urokinase fordrsagede hydrolyse af substratet fglger Michaelis-Men~
ten's lov, hvorfor substraterne er ideelle til bestemmelse af uro-
kinase. Ud fra kurvernes skaringspunkter med abscissen og ordinanten
bestemmes de i tabel I anfgrte kinetiske konstanter Km og Vv

max’

P& analog mdde bestemmes de tilsvarende K- o9 x-vardier for

ma
trypsin.

Tabel II

Urokinase-aktivitet, malt ved hjelp af substraterne ifglge opfindel=-
sen ved konstant substrat- og urokinasekoncentration, ved 37°C,

pH-vardi 8,4 og ionstyrke 0,3.

Substrat Mazngde af det af 100 CTA-enheder
urokinase i 1 ginut dannede spalt-
ningsprodukt R“H i nanomol )

I 3,64 pNA

I1 0,92 pNA
IIT 3,21 pNA
Iv 1,00 pNA
v : 2,82 pNA
VI 2,91 pNA
VII 1,73 pNA
VIII 1,32 pNA
IX . 1,13 pNA
X 1,50 pNA
XI 1,33 pNA
XII 3,56 pNA
XIII ) 1,78 pNA
XIV ' 1,05 pNA
Xv : 1,12 pNA
XVI ' 2,41 2NA
XVII - 2,19 4-MeO-2NA
XVIII . 0,88 pNA
XIV 0,41 pNA
XX ' 0,29 pNA

XXI : : 4 ' 0,75 pNA
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Tabel II fortsat

XXII 1,75 pNA
XXIII 1,66 pNA
- XXIV 1,40 pNA
XXVI : 2,93 pNA
XXVIII 2,48 pNA
XXIX 3,58 pNA
XXXI 1,64 pNA
XXXIII 2,22 pNA
XXXIV ' 3,39 pNA
XXXVI : 2,11 pNA
XXXVIII 2,67 pNA
XXXIX 2,01 pNA
XL 2,59 pNA
XLI , 2,71 pNA
XLII 2,48 pNA
ALIII : 2,89 pNAa
XLV 3,01 pNA

Tegningen viser en grafisk afbildning,

hvor andringen af den optiske tathed /\ OD, der er fremkaldt ved

den hydrolytiske indvirkning af forskellige mengder urokinase pa
substrat I i lgbet af 10 minutter, er optegnet som funktion af urokina-
semezngden i et koordinatsystem. Af denne figur fremgdr det, at
urokinasekoncentrationen kan bestemmes ngjagtigt i omrddet mellem

1 og 10 CTA/ml. Ved bestemmelse af urokinase-indholdet i urin fra

14 sunde forsggspersoner er der fundet vardier p& ca. 8 CTA-enheder/
ml urin.

Bestemmelsen af urokinase i urin er sarlig vigtig, da det her-

ved, som ovenfor anfgrt, er muligt at konstatere patologiske til-
stande forholdsvis simpelt og hurtigt. Den tidligere, oftest

- anvendte metode til bestemmelse af urokinase i urin er den sdkaldte
fibrinplademetode [I. Bjerrehuus, Scand. J. Clin. Lab. Invest. 4,
179 (1952); F.E. Smyrniotis et al., Thromb. Diath. et Haemorrh. Bd.
III, 258 (1959)], der udfgres pa fglgende médde: Efter Mullertz®
metode [Acta physiol. Scand. 26, 174 (1954)] fremstilles fibrin-
plader (fibrinogenindhold: 0,2%). Til hver urokinasebestemmelse an-
vendes en fibrinplade og 30 lambdadréber (lambdadrabepipette) af
ufortyndet, 1:2 og 1:4 fortyndet urin (ndr urokinasekoncentrationen
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er meget hgj, kan fortyndingsfaktoren fordobles). Pladerne inkube-
res i 16 timer ved 30°C. De lyserede zoner ggres synlige ved til-
setning af en dribe kongorgdt (0,1%'s). Produktet af to vinkel-
ret pd hinanden stdende diametre (de lyserede zoner) tjener som
mil for de lyserede zoner. Urokinasekoncentrationen (enheder/ml)
bestemmes ved hjalp af en sammenligningskurve, der er opstillet

ved anvendelse af en fortyndingsrazkke med standard-urokinase.

Ved denne metode bestemmes urokinasekoncentrationen ikke direkte,
men via den ud fra plasminogen med urokinase dannede plasminmzngde.
Denne via en rakke reaktioner foretagne bestemmelse af slutproduk-
terne er behaftet med mange fejlkilder. Yderligere tungtvejende
ulemper ved denne metode ligger i, at inkubationstiden er meget
lang, og at der til hver bestemmelse skal opstilles en justérkurve.
Vurdéringen af resultaterne er endvidere forholdsvis komplice-

ret og p& grund af justdrkurvens ikke-linearitet ungjagtig.

Ved hjalp af substraterne ifglge opfindelsen kan den ovenfor be-
skrevne bestemmelsesmetodes ulemper let overvindes, da mdlingen af uro-
kinasekoncentrationen foretages direkte, og m&leresultatet ikke
forfalskes af bireaktioner. Endvidere er midleresultaterne til-
gengelige allerede efter 10 minutters forlgb, hvilket er sarlig vig-

tigt for den kliniske diagnostik.

Nar plasminogen-aktivatorer skal bestemmes i blodplasma eller urin,
f.eks. ndr urokinase skal bestemmes i urin, er det ofte hensigtsmes-
sigt at udfgre bestemmelsen i en pufferoplgsning, som indeholder apro-
tinin og/eller hirudin, da disse ikke virker hammende p& plasminogen-
-aktivatorerne, men hammer andre, eventuelt tilstedevarende aktiverede
plasmaenzymer, f.eks. thrombin, plasmin og plasma-kallikrein, som
under visse omstandigheder kan virke forstyrrende pa bestemmelsen af
plasminogen-aktivatorerne. Man kan f.eks. anvende en tris-imida-

zol- eller glycin-puffer med en pH-verdi pd 8,2 - 8,6 og en

ionstyrke p& 0,15 - 1,0, til hvilken der er sat 0,02 - 0,2 tryp-
sin-inhibitor-enheder aprotinin og/eller 0,001 - 10 antithrombin-en-

heder hirudin/ml.
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Nir man vil bestemme inhibitorspejlet i legemsvasker eller vavs-—
ekstrakter, som indeholder inhibitorer for urokinase, satter man
til legemsvaskerne eller vavsekstrakterne et afmdlt overskud af
urokinase, inkuberer blandingen i nogle minutter og bestemmer den
resterende ikke-inhiberede urokinaseaktivitet ved tilsatning af
substratet og mdling af mezngden af spaltningsproduktet. Af diffe-
rencen mellem den anvendte urokinasemazngde og den resterende ikke-
-inhiberede mzngde urokinase beregnes den oprindeligt tilstedeva-

rende inhibitormzngde.

Det har endvidere som navnt vist sig, at substraterne ifglge
opfindelsen pa grund af deres sarlige konformation ogsd er meget
fplsomme over for trypsin og kan spaltes katalytisk af trypsin med
uventet h@gje hastigheder. De hidtil ukendte substrater er derfor
serligt vélegnede til bestemmelse af trypsin i duodenalsaft og i blod
ved akut pancreatitis, hvor trypsin er kommet ud i blodbanen, men
dog kun optrazder i meget lav koncentration pad grund af det hgje
blodvolumen. De tidligere til bestemmelse af trYpsin anvendte kend-
te substrater er alt for ufglsomme til bestemmelse af sddanne lave

koncentrationer.

' Bestemmelsen af trypsin i duodenalsaft kan f.eks. udfgres pa fol-
gende mdde: I en midlecuvette optages 1,79 ml tris-imidazol~-puffer
med en pH-verdi pd 8,4 og en ionstyrke pd 0,30 ved 37%%, og der i-
blandes 0,01 ml duodenalsaft. Herefter blandes blandingen hurtigt
med 0,2 ml af en 2 x 1073
delsen. Man bestemmer den af trypsinet fra substratet i reaktions-

M oplgsning af et substrat ifglge opfin-

' blandingen frigjorte mazngde p-nitroanilin, idet man mdler andrin-
gen af den optiske tathed AOD/minut ved en bglgelangde pé 405 nm.
Mazngden af det pr. minut frigjorte p~nitroanilin eller tilsvarende
endringen i den optiske tathed er proportional med trypsinaktivi-
teten. Ved anvendelse af det ifglge eksempel 10 fremstillede sub-
strat, Na-Cbo-cyclohexylglycyl—Gly—Arg-pNA}HCl, kan man f.eks. be-
stemme trypsinmengder ned til under 0,01 NF-enheder trypsin/ml i

prgven.

I den nedenstédende tabel III er angivet den ved hjzlp af substra-
terne ifglge opfindelsen ved konstant substratkoncentration og en-
zymkoncentration mdlte aktivitet af kvagtrypsin.
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Tabel IIT

Aktivitet af kvaegtrypsin, mdlt ved hjalp af substraterne ifglge
opfindelsen ved konstant substrat- og enzymkoncentration. Til
sammenligning er angivet de tilsvarende med Na-Bz-Phe-Val-Arg—pNA.HCl
og N*-Bz-DL-Arg-pNA.HC1l opniede vardier.

Substratkoncentration Maengde af det pr. minut af 1 NF-

2 x lO_4M -enhed trypsin fra substraterne
enzymatisk frigjort spaltningsprodukt R2H
i nanomol :

N*-Bz-Phe-Val-Arg-pNA.HC1 8,4 pNA
N®_Bz-DL-Arg-pNA.HC1 0,45 pNA

1 20,9 pNA

II 10,8 pNA

III 28,5 pNA

v 19,2 pNA

v 15,9 pNA

VI 19,1 pNA

VII : 25,7 pNA

VIII 14,2 pNA

IX 17,5 pNA

X 46,7 pNA

XI 20,0 pNA

XII . 37,9 pNA

XIII 28,8 pNA

XIV 41,9 pNA

XV 41,3 pNA

XVI 16,4 2NA

XVII 16,8 4-MeO-2NA

XVIII 24,5 pNA

XIX : 33,9 pNA

XX 28,1 pNA

XXI 35,6 pNA
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Tabel III fortsat

XXII 19,9 pNA
XXIIT ' 24,1 pNA
XXIV 12,4 pNA
XXVI 19,9 pNA
XXVIII © 15,8 pNA
XXIX 21,6 pNA
XXXI 15,0 pNA
XXXIII : 19,1 pNA
XXXIV 22,4 pNA
XXXVI 18,5 pNA
XXXVIII 14,0 pNA
XXXIX ' 22,9 pNA
XL 25,4 pNA
XLI 24,8 pNA
XLII 22,0 pNA
XLIII 29,1 pNa
XLIV 31,2 pNA

De i tabel III angivne resultater er opndet under fglgende reak-
tionsbetingelser: I en cuvette blandes 1,7 ml tris-imidazol-puffer
med en pH-verdi pa 8,4 og en ionstyrke pd 0,30 ved 37°C med 0,1 ml
af en vandig trypsinoplgsning med en koncentration p& 2 NF-enheder/
ml. Til blandingen s@ttes 0,2 ml af en 2 x 10—3M oplgsning af det
substrat, der skal afprgves. Derefter bestemmes den af trypsin
fra substratet frigjorte p-nitroanilinmazngde, idet @ndringen af

den optiske tathed /\ OD/minut mdles ved en bglgelangde pad 405 nm.

Til bestemmelse af inhibitorer for plasminogen-aktivatorer, f.eks.

af urokinaseinhibitorer, gds der f.eks. frem p& den made, at en af-
milt mengde urokinase inkuberes med en urckinaseinhibitorholdig
legemsvaske i narvarelse eller fraverelse af et puffersystem, den

" inkuberede blanding fortyndes med tris-imidazol-puffer til et rum-
fang pd 1,8 ml, og den fortyndede blanding tilsattes 0,2 ml 2 x 10-3M
oplgsning af et substrat ifglge opfindelsen. Ved maling af endrin-
gen af den optiske tethed/minut bestemmes den ikke-~hzmmede uroki-
naseaktivitet. Forskellen mellem den anvendte urokinasem@ngde og
den resterende urokinaseaktivitet er et mdl for den tilstedevarende
inhibitormeangde. Efter samme metode kan trypsininhibitorer bestem-

mes.
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Til bestemmelse af plasminogen-prazaktivatorer i plasma aktiveres
disse fgrst kvantitativt, hvorefter de derved dannede plasminogen-
-aktivatorer bestemmes ved hjalp af de omhandlede substrater. Ak-
tiveringen af plasminogen-praaktivatorerne foretages ved, at plasma
efter tilsatning af et aktivt Hagemann-faktor-praparat inkuberes
optimalt, og til inkubatet szttes en aprotininholdig tris-imida-
zol-puffer for at hzmme de ved aktiveringen af plasminogen-pra-
aktivatorerne ligeledes dannede andre enzymer, is&r plasma-kallikre-

in og plasmin.

Til bestémmelse af trypsinogen i legemsvasker tilsattes disse

en aktivator, f.eks. chymotrypsin, for at omdanne trypsinoge-:
net til trypsin, som derefter kan bestemmes ved hjalp af et sub-
strat ifglge opfindelsen p& den ovenfor beskrevne made.

PATENTKRAV

1. Tri- eller tetrapeptider eller salte deraf med mineralsyrer eller organiske
syrer til anvendelse som substrat til kvantitativ bestemmelse af plasminogen-
aktivatorer, inhibitorer for disse og plasminogen-preaktivatorer samt tryp-
sin, trypsin-inhibitorer og trypsinogen i legemsvasker hos mennesker og
pattedyr og i vavsekstrakter,

kendetegnet ved, at de har den almene formel

R1-NH-CH(R?)-CO-Y-Arg-R?

hvor R! betegner hydrogen, en eventuelt i w-stilling med amino substitueret
alkanoylgruppe med 2-18 carbonatomer, en phenylalkanoylgruppe, hvis
alkanoyldel indeholder 2-6 carbonatomer, og hvis phenyldel eventuelt er
substitueret med en aminogruppe, en eventuelt med amino eller aminomethyl
substitueret cyclohexylcarbonylgruppe, en eventuelt med methyl, amino eller
aminomethyl substitueret benzoylgruppe, en benzyloxycarbonylgruppe eller
en methyl-, ethyl-, phenyl-, methylphenyl- eller naphthylsulfonylgruppe,
R® betegner en ligekadet eller forgrenet alkylgruppe med 1-4 carbonatomer
eller en cyclohexyl- eller cyclohexylmethylgruppe, Y betegner en glycyl-
eller serylgruppe, og R? betegner en p-nitrophenylamino-, 2-naphthylamino-

eller 4-methoxy-2-naphthylaminogruppe.
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2. Fremgangsmade til kvantitativ bestemmelse af plasminogenaktivatorer og
trypsin i legemsvasker hos mennesker og pattedyr og i vaevsekstrakter,

kendetegnet ved, at de nmvnte legemsvasker eller vevsekstrak-
ter omsattes med et tri- eller tetrapeptidderivat ifslge krav 1, og mangden
af det ved den enzymatiske hydrolytiske virkning af plasminogenaktivato-
~rerne eller af trypsinet pd tri- eller tetrapeptidderivatet dannede spalt-

ningsprodukt R2?H bestemmes ved fotometriske, spektrofotometriske eller
fluorescensfotometriske metoder.

3. Fremgangsmade ifplge krav 2 til bestemmelse af urokinaseindholdet i urin
kendetegnet ved, at bestemmelsen udfores i narvarelse af en
aprotinin- og/eller hirudinholdig puffer.

4. Fremgangsmade ifglge krav 2 og 3,

kende tegnet ved, at der anvendes en puffer, som har en pH-
vaerdi pa 8,2-8,6 og en ionstyrke pa 0,15-1,00 og indeholder 0,02-0,2
trypsinenheder aprotinin og/eller 0,001-10 antithrombinenheder hirudin/mi.

5. Fremgangsmade ifwlée krav 2 til bestemmelse af indholdet af inhibitorer

for urokinase i legemsvasker eller vavsekstrakter,
kendetegnet ved, at der til legemsvaskerne eller vavsekstrak-
terne sattes et afmalt overskud af urokinase, hvorefter man efter inkube-

ring i nogle minutter ved tilsetning af et tri- eller tetrapeptidderivat ifolge

krav 1 og miling af mangden af det frigjorte spaltningsprodukt R*H be-
stemmer den resterende ikke-inhiberede urokinaseaktivitet og af differencen

mellem den anvendte urokinasemazngde og den ikke-inhiberede restmangde

urokinase beregner den oprindeligt tilstedevarende inhibitormangde.

Fremdragne publikationer:
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