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69 Verwendung von Tripeptidderivaten zur quantitativen Bestimmung von Plasminogen-Aktivatoren.

@ Verwendung von Tripeptidderivaten der Formel
R! -NH-CH(R®)-CO-Y - Arg- R? I

in welcher R!, R®, Y und R? die im Patentanspruch 1
angegebene Bedeutung haben, oder von Salzen dieser
Tripeptide mit Mineralsiuren oder organischen Siuren,
als Substrate zur quantitativen Bestimmung von Uroki-
nase und anderen Plasminogen-Aktivatoren sowie von
Inhibitoren dieser Enzyme und Plasminogen-Proaktiva-
toren in Korperfliissigkeiten des Menschen und der Sduge-
tiere und Gewebeextrakten, wobei die genannten Korper-
fliissigkeiten oder Gewebeextrakte mit einem der genann-
ten Tripeptidderivate oder einem ihrer Salze zur Reaktion
gebracht werden und die Menge des durch die hydroly-
tische Einwirkung der genannten Enzyme auf das Tri-
pezptidderivat oder sein Salz gebildeten Spaltproduktes
R?-H durch photometrische, spektrophotometrische oder
fluoreszenzspektrophotometrische Methoden gemessen
wird.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verwendung von Tripeptidderivaten der Formel

R!-NH-CH(R?)-CO-Y-Arg-R? I

in welcher R! Wasserstoff, eine gegebenenfalls in o-Stellung
eine Aminogruppe tragende Alkanoylgruppe mit 2 bis 18 Koh-
lenstoffatomen, eine Alkoxycarbonylgruppe mit 2 bis 13 Koh-
lenstoffatomen, eine Phenylalkanoylgruppe, deren Alkanoyl-
rest 2 bis 11 Kohlenstoffatome enthilt und deren Phenylrest
gegebenenfalls eine Aminogruppe tréagt, eine gegebenenfalls
eine Amino- oder Aminoalkylgruppe tragende Cyclohexylcar-
bonylgruppe, eine gegebenenfalls eine Alkyl, Amino- oder
Aminoalkylgruppe tragende Benzoylgruppe, eine Benzyloxy-
carbonylgruppe, eine Alkylsulfonylgruppe mit 1 bis 12 Kohlen-
stoffatomen oder eine Arylsulfonylgruppe, deren Aryirest ein-
oder mehrkernig ist und gegebenenfalls Substituenten trégt,
darstellt, R? einen geradkettigen oder verzweigten Alkylrest
mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen darstellt, Y eine Glycyl- oder
Serylgruppe darstellt und R? eine unter Bildung eines farbigen
oder fluoreszierenden Amins R?>-H enzymatisch abspaltbare,
chromogene, substituierte Aminogruppe darstellt, oder von
Salzen dieser Tripeptide mit Mineralsduren oder organischen
Siuren, als Substrate zur quantitativen Bestimmung von Uroki-
nase und anderen Plasminogen-Aktivatoren sowie von Inhibi-
toren dieser Enzyme und Plasminogen-Proaktivatoren in Kor-
perfliissigkeiten des Menschen und der Saugetiere und Gewe-
beextrakten, wobei die genannten Kérperfliissigkeiten oder
Gewebeextrakte mit einem der genannten Tripeptidderivate
oder einem ihrer Salze zur Reaktion gebracht werden und die
Menge des durch die hydrolytische Einwirkung der genannten
Enzyme auf das Tripeptidderivat oder sein Salz gebildeten
Spaltproduktes R2-H durch photometrische, spektrophotome-
trische oder fluoreszenzspektrophotometrische Methoden
gemessen wird.

2. Verwendung gemiss Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass fiir die genannte Bestimmung ein Puffer verwen-
det wird, der Aprotinin und/oder Hirudin enthilt, um andere in
den Korperfliissigkeiten bzw. Gewebeextrakten gegebenen-
falls vorhandene Enzyme, welche die Bestimmung der Plasmi-
nogen-Aktivatoren stéren kénnten, zu hemmen.

3. Verwendung gemiss Patentanspriichen 1 und 2, dadurch
gekennzeichnet, dass ein Puffer mit einem pH von 8,2 bis 8,6
und einer Ionenstirke von 0,15 bis 1,0 verwendet wird, der 0,02
bis 0,2 Trypsin-Inhibitor-Einheiten Aprotinin pro ml enthlt.

4. Verwendung gemiss Patentanspriichen 1 und 2, dadurch
gekennzeichnet, dass ein Puffer mit einem pH von 8,2 bis 8,6
und einer Ionenstirke von 0,15 bis 1,0 verwendet wird, der 0,001
bis 10 Antithrombineinheiten Hirudin pro ml enthilt.
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5. Verwendung gemiss Patentanspriichen 1 und 2, dadurch so

gekennzeichnet, dass ein Puffer mit einem pH von 8,2 bis 8,6
und einer Ionenstirke von 0,15 bis 1,0 verwendet wird, der 0,02
bis 0,2 Trypsin-Inhibitor-Einheiten Aprotinin und 0,001 bis 10
Antithrombineinheiten Hirudin pro ml enthalt.

6. Verwendung gemiss Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass Korperfliissigkeiten bzw. Gewebeextrakten,
welche Inhibitoren der Urokinase bzw. anderer Plasminogen-
Aktivatoren enthalten, ein Uberschuss an Urokinase zugesetzt
und nach einigen Minuten Préinkubation die restliche Uroki-
nase-Aktivitit bestimmt wird, indem eines der genannten Tri-
peptidderivate zugesetzt und die Menge des Spaltproduktes
gemessen wird.

7. Verwendung nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als K6rperfliissigkeit unkonzentrierter Urin ver-
wendet wird.
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Der menschliche Organismus erzeugt mehrere Aktivato-
ren, die die Umwandlung des Proenzyms Plasminogen in das
aktive Lysisenzym Plasmin bewirken. Zu dieser Gruppe von
Aktivatoren gehéren z.B. Gewebe- und Blutkinase und Uroki-
nase. Diese Aktivatoren spielen im Mechanismus der Blutko-
agulation eine wichtige Rolle. Bei einer abnorm grossen Aus-
schiittung dieser Aktivatoren besteht die Gefahr einer erhéh-
ten Fibrinolyseaktivitit und somit einer erhéhen Blutungsten-
denz oder Hamorrhagie. Umgekehrt wirkt sich eine zu
schwache Ausschiittung dieser Aktivatoren in einer Stérung
des Gleichgewichts zwischen Koagulationsvermégen und
Fibrinolyse und als Folge in einer erhéhten Thrombosegefahr
aus. Der Bestimmung von Plasminogen-Aktivatoren in Korper-
fliissigkeiten und Gewebeextrakten kommt deshalb in der klini-
schen Praxis eine grosse Bedeutung zu, die z.B. von L. Witt in
«Biochemie der Blutgerinnung und Fibrinolyse», Verlag
Chemie, Weinheim, 1975, S. 119, wie folgt definiert wird: «Die
Bestimmung der fibrinolytischen Aktivitit im Plasma oder
Serum dient erstens der Erkennung von hyperfibrinolytischen
Zustinden, mit denen verschiedene Krankheitsbilder einherge-
hen. Ausserdem sind in den letzten Jahren vielfach gute Ergeb-
nisse bei der Lyse von intravasculdren Thromben durch Verab-
folgung von Plasminogen-Aktivatoren erreicht worden. Zur
Kontrolle dieser thrombolytischen Therapie sind ebenfalls
Messungen der fibrinolytischen Aktivitit unerlasslich» F.E.
Smyrniotis et al.[Thromb. Diath. et Haemorrh. Bd. II1, 257-270
(1959)] fithren w.a. Folgendes aus: «Die Ausscheidung der
Urokinase ist bei Normalpersonen unabhéngig von Alter,
Geschlecht und Harnmenge. Die Urokinaseausscheidung ist
erhoht nach dem Auftreten eines Myokardinfarktes und nach
einem Anfall von Koronarinsuffizienz. Die Ausscheidung ist
vermindert bei Patienten mit Karzinose, kardialer Stauung und
Urimie. Diese Unterschiede legen nahe, dass signifikante Ver-
inderungen im fibrinolytischen System des Plasmas als Folge
dieser Erkrankungen vorkommen kénnen.»

Es gibt bisher keine wirklich zuverldssigen Methoden zur
Bestimmung von Plasminogen-Aktivatoren in Korperfliissig-
keiten und Organextrakten. Man kennt prinzipiell drei Metho-
den.

1. Spontan-Lyse eines Blutgerinnsels. Man lisst Blut spon-
tan oder durch Zugabe von Thrombin gerinnen und beobachtet
die Spontan-Lyse des Gerinnsels bei 37 °C. Eine Lyse findet
normalerweise erst nach 24 Stunden statt. Diese Methode ist
unspezifisch, da die Aktivatorenwirksamkeit nicht direkt, son-
dern indirekt iiber das Lysis-Enzym Plasmin gemessen wird
(siche L. Witt «Biochemie der Blutgerinnung und Fibrinolyse»,
Verlag Chemie, Weinheim, 1975, S. 119).

2. Hydrolyse von Casein. Bei dieser Methode wird von der
Eigenschaft des Plasmins, Casein hydrolytisch abzubauen,
Gebrauch gemacht. Casein wird mit der zu untersuchenden
Probe inkubiert. Zu Beginn und am Ende wird ein aliquoter Teil
der Inkubationsmischung mit Trichloressigsdure versetzt. Im
Uberstand wird durch spektrophotometrische Messung bei 280
nm der Tyrosingehalt bestimmt, aus welchem sich indirekt die
Aktivatorenwirksamkeit anndhernd errechnen lisst[L.F. Rem-
mert et al,, ]. Biol. Chem. 181,431 (1949)].

3. Esterolytische Methode (fiir Urokinase). Bei dieser
Methode wird von der Eigenschaft der Urokinase, die Hydro-
lyse des N*-Acetyl-L-lysin-methylesters direkt zu katalysieren,
Gebrauch gemacht. Diese Methode hat auch zur Aufstellung
der sogen. CTA-Urokinase-Einheit gedient (CTA = Committee
on Thrombolytic Agents of the National Heart Institute, USA).
Eine CTA-Einheit ist diejenige Menge Urokinase, die aus
Ne-Acetyl-L-lysin-methylester 46,2x 10-3 uM Methanol in
1 Stunde bei 37 °C freisetzt (sieche N.U. Bang et al,, « Thrombosis
and Bleeding Disorders», Georg Thieme Verlag, Stuttgart,
1971, S. 377). Diese Methode kann nur zur Bestimmung von rei-
nen Urokinasepriparaten angewendet werden, eignet sich
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nyldodecanoylgruppe bezeichnen. Der Phenylrest der genann-
ten Gruppen kann in p-Stellung eine Aminogruppe tragen.
Somit kann R! eine p-Aminophenyl-acetyl-, 3-p-Aminophenyl-
propionyl-, 4-p-Aminophenyl-butyryl- usw. bis 12-p-Aminophe-

5 nyl-dodecanoylgruppe sein. R! kann zusitzlich eine Cyclohexyl-
carbonyl-, 4-Aminocyclohexylcarbonyl-, 4-Aminomethylcyclo-
hexylcarbonyl-, 4-Aminodthylcyclohexylcarbonyl, 4-Amino-
propylcyclohexylcarbonyl- oder 4-Aminobutylcyclohexylcar-

jedoch nicht zur Bestimmung von Urokinase in Korperfliissig-
keiten oder Gewebeextrakten, da der genanne Ester durch
andere darin enthaltene proteolytische Enzyme (z.B. Plasmin,
Plasmakallikrein usw.) schneller gespalten wird als durch
Urokinase.

Esist versucht worden, synthetische Amid- und Peptidsub-
strate fiir die Bestimmung von Urokinase zu entwickeln. Diese
Versuche sind jedoch erfolglos geblieben [siehe z.B. W. Troll et
al, Journal of Biological Chemistry 208, 85 (1954)]. bonylgruppe darstellen. R! kann noch eine Benzoylgruppe dar-

Bei Versuchen, ein synthetisches Substrat fiir die Bestim- 10 stellen, die eine Amino-, Aminoalkyl- oder Alkylgruppe tragen
mung von Kallikrein zu entwickeln, wurden auf Grund theoreti- kann, wobei das Alkyl Methyl, Athyl, Propyl, Isopropyl, Butyl

scher Uberlegungen die folgenden Tripeptid-p-nitroanilide der ~ oder Isobutyl sein kann. .
Formel R!kann z.B. auch eine Methyl-, Athyl-, Phenyl-, Methylphe-
nyl- oder Naphthylsulfonylgruppe sein.
Pro-Phe-Arg-pNA und Val-Gly-Arg-pNA 15 R2bezeichnet enzymatisch abspaltbare, chromogene, sub-

A B stituierte Aminogruppen, die auf dem Peptidgebiet an sich
bekannt sind. R2 kann insbesondere eine p-Nitrophenylamino-,
2-Naphthylamino-, 4-Methoxy-2-naphthylamino- oder
1,3-Di(methoxycarbenyl)-phenyl{(5)-aminogruppe (abgeleitet

20 von 5-Amino-isophthalsdure-dimethylester) sein.

Die Herstellung der erfindungsgeméiss verwendeten Sub-
strate kann nach verschiedenen, z.T. bekannten Methoden
erfolgen:

1. Bei der ersten Methode werden die chromophoren Grup-

25 pen (R?in Formel I) an der C-terminalen Aminosiuregruppe
angehingt. Diese Gruppen iiben gleichzeitig die Funktion von
C-terminalen Carboxylschutzgruppen wihrend der stufenwei-
sen Ankniipfung von Aminosiuren bis zum gewiinschten Pep-
tidgeriist aus. Die iibrigen Schutzgruppen werden vom Schluss-

30 produkt selektiv abgespalten, ohne dass die chromophore
Gruppe beeinflusst wird. Diese Methode ist z.B. in «Peptide
Synthesis» von Miklos Bodanszky et al, Interscience Pub-
lishers, 1966, Seiten 163-165, beschrieben.

2. Bei der zweiten Methode wird die chromophore Gruppe

35 an das fertig aufgebaute Peptidgeriist angekuppelt, und zwar
dadurch, dass nach erfolgtem, stufenweisem Aufbau des
gewiinschten Peptidgeriistes die C-terminale Carboxylgruppe
zuerst durch alkalische Hydrolyse des Esters freigesetzt wird,
worauf die chromophore Gruppe an die Carboxylgruppe ange-

40 hdngt wird. Die iibrigen Schutzgruppen werden zum Schluss
selektiv abgespalten, und zwar unter Bedingungen, bei welchen
die chromophore Gruppe intakt bleibt. Diese Methode ist in
«Peptide Synthesis», siche oben, Seiten 43 und 44, beschrieben.

3. Bei der dritten Methode wird die chromophore Gruppe

45 an das fertig aufgebaute Peptidgeriist angekuppelt, nachdem
zuvor die iibrigen Schutzgruppen abgespalten worden sind.
Die C-terminale Carboxylgruppe wird in diesem Fall durch
racemisierungsfreie enzymatische Esterspaltung freigesetzt.
Diese esterspaltenden Enzyme konnen entweder frei oder an

50 eine Matrix gebunden sein.

Zum Schutz der Ne-Aminogruppen wahrend des stufenwei-

synthetisiert. Diese Tripeptide enthalten die 3 letzten C-termi-
nalen Aminosiuren der durch Einwirkung von Kallikrein auf
Kininogen entstehenden Spaltprodukte. Es hitte deshalb
erwartet werden konnen, dass diese beiden Substrate durch
Kallikrein hydrolysiert wiirden, was sich jedoch nur fiir das
Substrat der Formel A bewahrheitet hat. Es hat sich jedoch
iiberraschenderweise gezeigt, dass das durch Kallikrein iiber-
haupt nicht spaltbare Substrat der Formel B durch Urokinase
und andere Plasminogen-Aktivatoren rasch amidolytisch
gespalten wird.

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Tri-
peptidderivaten der Formel

R!'-NH-CH(R?-CO-Y-Arg-R? I

in welcher R! Wasserstoff, eine gegebenenfalls in o-Stellung
eine Aminogruppe tragende Alkanoylgruppe mit 2 bis 18 Koh-
lenstoffatomen, eine Alkoxycarbonylgruppe mit 2 bis 13 Koh-
lenstoffatomen, eine Phenylalkanoylgruppe, deren Alkanoyl-
rest 2 bis 11 Kohlenstoffatome enthalt und deren Phenylrest
gegebenenfalls eine Aminogruppe trigt, eine gegebenenfalls
eine Amino- oder Aminoalkylgruppe tragende Cyclohexylcar-
bonylgruppe, eine gegebenenfalls eine Alkyl-, Amino- oder
Aminoalkylgruppe tragende Benzoylgruppe, eine Benzyloxy-
carbonylgruppe, eine Alkylsulfonylgruppe mit 1 bis 12 Kohlen-
stoffatomen oder eine Arylsulfonylgruppe, deren Arylrest ein-
oder mehrkernig ist und gegebenenfalls Substituenten trigt,
darstellt, R? einen geradkettigen oder verzweigten Alkylrest
mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen darstellt, Y eine Glycyl- oder
Serylgruppe darstellt und R? eine unter Bildung eines farbigen
oder fluoreszierenden Amins R?-H enzymatisch abspaltbare,
chromogene, substituierte Aminogruppe darstellt, oder von
Salzen dieser Tripeptide mit Mineralsiuren oder organischen

Sauren, als Substrate zur quantitativen Bestimmung von Uroki-
nase und anderen Plasminogen-Aktivatoren sowie von Inhibi-
toren dieser Enzyme und Plasminogen-Proaktivatoren in Kér-
perfliissigkeiten des Menschen und der Siugetiere und Gewe-
beextrakten, wobei die genannten Kérperfliissigkeiten oder
Gewebeextrakte mit einem der genannten Tripeptidderivate
oder einem ihrer Salze zur Reaktion gebracht werden und die
Menge des durch die hydrolytische Einwirkung der genannten
Enzyme auf das Tripeptidderivat oder sein Salz gebildeten
Spaltproduktes R?-H durch photometrisches, spektrophoto-
metrische oder fluoreszenzspektrophotometrische Methoden
gemessen wird.

R!in der Formel I kann eine Acetyl-, Propionyl-, Butyryl-,
Pentanoyl-, Hexanoyl- usw. bis Octadecanoylgruppe sein. Diese
Gruppen konnen in o-Stellung eine Aminogruppe tragen. R!
kann somit z.B. auch eine o-Aminobutyryl-, ®-Aminohexanoyl-
oder @-Aminodecanoylgruppe sein. R! kann ferner eine Pheny-
lacetyl-, 3-Phenylpropionyl-, 4-Phenylbutyryl- usw. bis 12-Phe-

sen Aufbaus der Peptidketten konnen gewohnliche, bekannte
Aminoschutzgruppen, die selektiv abgespalten werden konnen,
verwendet werden. Es handelt sich in erster Linie um Cbo,

55 MeOCbO, NO:Cbo, MCbo, BOC, TFA oder Formyl. Die a-Car-

boxylgruppe der Aminosauren kann nach verschiedenen
bekannten Methoden reaktionsfahig gemacht werden, z.B.
durch Herstellung der p-Nitrophenylesterderivate, Trichlor-
phenylesterderivate, Pentachlorphenylesterderivate,

60 N-Hydroxy-succinimidesterderivate und Isolierung dieser Deri-

vate oder durch Herstellung in situ der Sdureazide oder Séure-
anhydride, die entweder symmetrisch oder asymmetrisch sein
kénnen.

Die Aktivierung der Carboxylgruppe kann auch mittels

65 eines Carbodiimids, wie N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid, erfol-

gen.
Die Carboxylgruppe, die in den Peptidderivaten C-terminal
steht, wird entweder mittels der chromophoren Amidgruppe
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oder aber als Methyl-, Athyl- oder Isopropylester wihrend des
stufenweisen Aufbaus des gewiinschten Peptidgeriistes
geschiitzt.

Die iibrigen freien reaktionsfihigen Gruppen, die nicht am
Aufbau des Peptidgeriistes beteiligt sind, kénnen durch fol-
gende spezielle Massnahmen blockiert werden: Die 8-Guanidi-
nogruppe des Arginins wird durch NOz, Tos oder durch ein-
fache Protonisierung geschiitzt, wiahrend die e-Aminogruppe
des Lysins mittels CbO, BOC oder Tos geschiitzt wird.

Bei der Synthese der Tripeptidkette kann man zuerst die
N-terminale Aminoséiure oder Dipeptidsiure mit der Blockie-
rungsgruppe (Acyl- oder Sulfonylgruppe) versehen, dann die
Carboxylgruppe der blockierten Aminoséure oder Dipeptid-
sdure aktivieren und schliesslich das so erhaltene aktivierte
Aminosiurederivat oder Dipeptidsdurederivat an das zur Ver-
vollstandigung der Peptidkette benétigte Dipeptidderivat
ankniipfen.

Die Herstellung der erfindungsgemiss verwendeten Sub-
strate nach den oben genannten Methoden ist in den folgenden
Beispielen ausfiihrlicher beschrieben.

Die Analyse der gemiss den Beispielen erhaltenen Eluate
und Produkte wurde durch Diinnschichtchromatographie aus-
gefiihrt. Zu diesem Zweck wurden mit Siliciumdioxydgel F 254
(Merck) iiberzogene Glasplatten verwendet. Zur Entwicklung
der Diinnschichtchromatogramme wurden die folgenden
Lésungsmittelsysteme verwendet:

A Chloroform/Methanol (9:1)
B n-Propanol/Essigsiureithylester/Wasser (7:1:2)
C n-Butanol/Essigsiure/Wasser (3:1:1)

Die Chromatogramme wurden zuerst im UV-Licht und

dann durch Reaktion mit Chlor/Toluidin (siche G. Pataki,

«Diinnschichtchromatographie in der Aminoséure- und Peptid-

Chemiey, Walter de Gruyter & Co., Berlin, 1966, S. 125) entwik-
kelt.

LMS = Lo&sungsmittelsystem
MCbo = p-Methoxyphenylazocarbobenzoxy
MeOH = Methanol
NA = Naphthylamid
5 OtBu = tert-Butoxy
OFt = Athoxy
OisoPr = Iso-Propoxy
OMe = Methoxy
OpNP = p-Nitrophenoxy
10 OSu = N-Succinimidoxy
pNA = p-Nitroanilin
Smp = Schmelzpunkt
TFA = Trifluoracetyl
Tos = p-Toluolsulfonyl
15
Beispiel 1
I. Ne-Bz-Val-Gly-Arg-pNA - HCI
Ia) Ne-Cbo-Arg(NO2)-pNA

1. In einem 500-ml-Dreihalsrundkolben wurden 32,55 g (92,1

20 mMol) gut getrocknetes Cbo-Arg(NO2)-OH in 200 ml von iiber
P20s getrocknetem und frisch destilliertem N,N,N’,N’,N* N7~
Hexamethylphosphorsauretriamid unter Feuchtigkeitsaus-
schluss bei 20 °C gel6st. Zu dieser Losung wurden zuerst 9,32 g
(92,1 mMol) Et:N und nachfolgend 18,90 g (115,1 mMol)

25 p-Nitrophenylisocyanat in 25%igem Uberschuss portionen-
weise zugesetzt. Nach 24 Stunden Reaktionszeit bei Zimmer-
temperatur wurde die Reaktionslosung unter Rithren zu 1,5
Liter 2%iger NaHCOs-Losung zugetropft. Das ausgefillte Pro-
dukt wurde abfiltriert und dreimal mit je 0,7 Liter 2%iger

30 NaHCOs-Losung, dreimal mit je 0,7 Liter dest. Wasser, dreimal
mit je 0,5 Liter 0,5-n HCl und schliesslich dreimal mit je 0,5 Liter
dest. Wasser gewaschen. Das derart gewonnene Produkt
wurde im Vakuum bei 40 °C getrocknet und hierauf zweimal
mit je 200 ml siedendem Methanol extrahiert, wobei die Haupt-

In der vorliegenden Beschreibung (einschliesslich Patentan- 35 menge des als Nebenprodukt angefallenen N*-Cbo- @-nitroargi-

spriichen) werden folgende Abkiirzungen verwendet:

Ala = L-Alanin

B-Ala = p-Alanin

Arg = L-Arginin

But = L-2-Aminobuttersidure

4-But = 4-Aminobuttersdure

Gly = Glycin

Ile = L-Isoleucin

D-lle = D-Isoleucin

Leu = Leucin

NLeu = L-Norleucin

NVal = N-Norvalin

Ser = L-Serin

Val = L-Valin

D-Val = D-Valin

Ac = Acetyl

Ac20 = Acetanhydrid

AcOH = Essigsdure

BOC = tert-Butoxycarbonyl

Bz = Benzoyl

Bzl = Benzyl

Bz:0 = Benzoesidureanhydrid

Cho = Carbobenzoxy

DCCI = N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

DCHA = Dicyclohexylamin

DCH = N,N’-Dicyclohexylharnstoff

DMF = Dimethylformamid

DPA = 1,3-Di(methoxycarbonyl)-phenyl{(5)-amid

DSC = Diinnschichtchromatogramm~ -

Et:N = Tridthylamin

HMPTA = NNN’N’N” N”-Hexamethylphosphorséu-
retriamid

ninlactams neben nur geringen Mengen an gewiinschtem Pro-
dukt herausgeldst wurde. Das auf diese Weise gewonnene, vor-
gereinigte Rohprodukt wurde nach dem Trocknen zweimal mit
je 50 ml auf 70 °C erhitztem DMF extrahiert, wobei das

40 gewiinschte Produkt vollstindig herausgelost wurde, wahrend
das Nebenprodukt, namlich N,N’-bis-p-Nitrophenylharnstoff,
ungeldst zuriickblieb. Die DMF-Losung wurde im Vakuum bei
40 °C eingeengt. Nach Zusatz von MeOH kristallisierte eine
Substanz aus, welche in den Lésungsmittelsystemen A und B

45 chromatographisch einheitlich war und einen Smp. von
186-188,5 °C aufwies.

Ausbeute: 29,75 g (68,2% der Theorie). Durch Elementarana-
lyse und Berechnung aus der Bruttoformel C20H2sN-07 wurden
folgende Werte ermittelt (die Werte fiir die Bruttoformel sind

50 in Klammern gesetzt) 8: C = 50,42%(50,74%); H = 4,98%
(4,90%); N = 20,90% (20,71%).[03% = 1,27° (¢ = 1,0; AcOH).

2.In einem 500 ml Dreihalsrundkolben wurden 17,7 g (50
mMol) getrocknetes Cbo-Arg(NO2)-OH in 350 ml THF:DMF
(1:1) geldst, worauf unter Feuchtigkeitsausschluss 5,05 g (50

55 mMol) EtsN zugesetzt wurden. Nach Abkiihlung der Reak-
tionslosung auf —10 °C wurden dann 6,85 g (50 mMol) Chlor-
ameisenséureisobutylester, gelost in 30 ml THF, innerhalb 15
Minuten zugetropft, wobei eine Temperatur von —10 bis =5 °C
eingehalten wurde. Nach etwa 10 Minuten wurden 8,2 g (50

6 mMol) p-Nitroanilin, gelést in 15 ml DMF, zugetropft, wobei
wiederum eine Temperatur von —10 bis —5 °C eingehalten
wurde. Nach 2 Stunden wurde die Kiihlung unterbrochen und
das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur wahrend 24 Stun-
den stehengelassen. Nach Abdestillieren des Losungsmittels im

65 Vakuum wurde der Riickstand nacheinander je dreimal mit
dest. Wasser, dreimal mit 5%iger NaHCO:-Losung und wie-
derum dreimal mit dest. Wasser dirigiert. Nach dem Trocknen
im Vakuum wurde das Rohprodukt in Methanol geldst und
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iiber eine mit Methanol 4quilibrierte Sdule von «Sephadex LH-20»-Saule wurden nach Eluierung mit MeOH 10,95 g (87,0%
LH-20» (vernetztes Dextrangel) laufengelassen. Aus einer der Theorie) von in den Losungsmittelsystemen A und B chro-
Fraktion des Eluats erhielt man 7,67 g Substanz (32,4% der matographisch-einheitlicher Substanz mit einem Smp. von
Theorie) mit den gleichen physikalischen Eigenschaften wie 212-214 °C gewonnen. Die Elementaranalyse und die Berech-
das gemiss Absatz 1) erhaltene Endprodukt. 5 nung aus der Bruttoformel C27H3sNsOs ergaben die folgenden

3.17,7 g (50 mMol) Cbo-Arg(NO2)-OH wurden in 75 ml Werte: C = 52,01%(51,50%); H = 5,68%(5,60%); N = 20,27%
DMEF gelost. Nach Abkiihlung auf —10 °C wurden der Lésung (20,02%). (Die aus der Bruttoformel errechneten Werte sind in
nacheinander 10,3 g (50 mMol) DCCI und 8,2 g (50 mMol) Klammern gesetzt.)

p-Nitroanilin zugesetzt. Nach 4 Stunden bei —10 °C und 20

Stunden bei 20 °C wurde der gebildete DCH abfiltriert und das '° Id) N*-Bz-Val-Gly-Arg(NO2)-pNA

Filtrat zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wurde in 10,90 g (17,3 mMol) N-Cho-Val-Gly-Arg(NO2)-pNA (siche
MeOH gel6st und iiber eine mit MeOH aquilibrierte Saule von  Beispiel Ic) wurden mit 70 ml 2-n HBr in Eisessig (0,14 Mol)
«Sephadex LH-20» laufengelassen. Neben viel Nebenprodukt,  behandelt. Das Reaktionsgemisch wurde wie im Beispiel Ib
nimlich N-Cbo-Arg-(NO2)-N,N'-dicyclohexylharnstoff, wurden ~ beschrieben aufgearbeitet. Nach Losen des getrockneten Tri-
aus einer Fraktion des Eluats 4,32 g Substanz (17,9% der Theo- 15 peptidhydrobromidderivates in 60 ml DMF wurden der Losung
rie) gewonnen, welche die gleichen physikalischen Eigenschaf-  nach Abkiihlung 3,60 m! EtsN (26 mMol) zugesetzt. Das gebil-

ten wie das nach Absatz 1 hergestellte Endprodukt aufwies. dete Et:N - HBr wurde abfiltriert und mit wenig kaltem DMF
gewaschen. Das erhaltene Filtrat wurde mit 6,66 g (29,4 mMol)
Ib) Ne-Cho-Gly-Arg(NO2)}-pNA Benzoesaureanhydrid versetzt. Anschliessend wurde gepuffert

Unter Feuchtigkeitsausschluss wurden 9,5 g (20 mMol) 20 und wie im Beispiel Ib) aufgearbeitet. Das getrocknete Produkt
Ne.Cbo-Arg(NO2)-pNA (siche Beispiel Ia) in einem Kolben mit ~ wurde aus MeOH umkristallisiert, wobei 4,28 g Substanz, die in
80 ml 2-n HBr in Eisessig unter Riihren eine Stunde bei 20 °C den Losungsmittelsystemen A und B chromatographisch ein-
behandelt, wobei diese Substanz sich unter COz-Entwicklung heitlich war, mit einem Smp. von 222-223 °C gewonnen wur-
loste. Die Reaktionslosung wurde unter intensivem Rithrenzu  den. Aus der Mutterlauge wurden durch Gelfiltration diber eine
600 ml getrocknetem Ather langsam zugetropft, wobei HBr+ H- 25 mit MeOH dquilibrierte Séule von «Sephadex LH-20» noch
Arg(NO2)-pNA ausfiel. Die Atherphase wurde mit einem Fil- 3,75 g Substanz mit einem Smp. von 222-223 °C gewonnen.
trierstab abgesaugt. Die verbleibende Fillung wurde noch vier-  Total ergab dies somit 8,03 g (77,4% der Theorie) einheitlicher
mal mit je 150 ml trockenem Ather behandelt, um das gebildete ~ Substanz. Elementaranalyse und Berechnung aus der Brutto-
Benzylbromid und iiberschiissiges HBr sowie Essigsdure zu formel C2sH33NsOs ergaben die folgenden Werte: C = 51,88%
entfernen. Nach dem Trocknen im Vakuum itber NaOH-Plitt- 30 (52,08%); H = 5,63% (5,55%); N = 21,56% (21,03%).
chen wurde das deblockierte Produkt in quantitativer Ausbeute
erhalten. Das trockene Hydrobromidderivat wurde in 50 ml I. Ne.Bz-Val-Gly-Arg-pNA . HCI

DMF gel6st, auf —10 °C gekiihlt und mit 4,16 ml (30 mMol) 6,044 g (10,08 mMol) N*-Bz-Val-Gly-Arg(NO2)-pNA (siche
Et:N versetzt, um H-Arg(NO2)-pNA aus dem Hydrobromid Beispiel Id) wurden in einem Erlenmeyerkolben mit Schliff ein-
freizusetzen. Das gebildete EtsN - HBr-Salz wurde abgenutscht, 35 gewogen. 81 ml 1molare Bor-tris-trifluoracetat in Trifluoressig-
mit wenig kaltem DMF nachgewaschen, und dem Filtrat wur- siure wurden zugesetzt. Nach einer Reaktionszeit von 2 Stun-
den 6,94 g (21 mMol) Cbo-Gly-OpNP bei —10 °C zugesetzt. den bei 0 °C und anschliessend 22 Stunden bei 20 °C wurde
Nach einigen Stunden hatte die Reaktionslésung Zimmertem-  unter Riithren und Ausschluss von Luftfeuchtigkeit die Nitro-
peratur angenommen. Sie wurde wieder auf —10 °C gekiihlt schutzgruppe abgespalten. Die Reaktionslosung wurde zur

und mit 1,4 ml(10 mMol) Et:N gepuffert. Nach etwa 5 Stunden 40 Trockne im Vakuum eingeengt, der Riickstand in MeOH aufge-
wurden nochmals 1,4 ml Et:N zugesetzt. Nach weiteren 24 nommen. Um das Peptidderivat in das HCl-Salz iiberzufiihren,

Stunden wurde die Reaktionslésung im Vakuum bei 40 °C zur wurden 1,0 ml konz. HCI zugesetzt und die Losung zur Trockne
Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde dreimal mit je 100 ml  im Vakuum eingeengt. Nach dreimaligem Wiederholen dieses
dest. Hz0 digeriert und wiederum im Vakuum bei 40 °C tiber Vorgangs wurde der Riickstand in 200 ml 30%iger Essigsdure
NaOH-Plittchen getrocknet. Das getrocknete Produkt wurde 45 gelost. Zur Reinigung wurde die AcOH-Losung auf eine mit
aus Methanol umkristallisiert, wobei 6,77 g Substanz, dieinden ~ 30%iger AcOH &quilibrierte «Sephadex G-15»-Saule aufgetra-
Losungsmittelsystemen A und B chromatographisch einheit- gen und mit 30%iger AcOH eluiert. Der Teil des AcOH-Eluats,
lich war, gewonnen wurden. Aus der Mutterlauge wurden der sich durch Trypsinbehandlung, unter Freisetzung von
durch Gelfiltration iiber eine mit MeOH #quilibrierte Siule von  p-Nitroanilin, spalten liess, wurde nach dem Zusatz von 0,85 ml
«Sephadex LH-20» noch 4,29 g Substanz gewonnen. Total wur- 50 (10,1 mMol) konz. HCl lyophilisiert. Man erhielt 4,75 g (79,7%
den somit 11,06 g (87,7% der Theorie) einheitlicher Substanz der Theorie) eines amorphen Pulvers, das im DSCin LMS C
mit einem Smp. von 159-161 °C erhalten. Elementaranalyse einheitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der
und Berechnung aus der Bruttoformel C22H26NsOs ergabendie ~ Bruttoformel CzsHssNsOsC ergaben die folgenden Werte: C =
folgenden Werte (die aus der Bruttoformel errechneten Werte  52,71%(52,83%); H = 5,88% (5,97%); N = 19,07% (18,96%) und CI
sind in Klammern gesetzt): C = 50,07% (C = 49,81%); H = 4,99% 55 = 5,95% (6,00%).
(H = 4,94%); N = 21,48% (N = 21,12%). Die Aminosiureanalyse ergab die zu erwartenden Amino-
sauren im richtigen Verhéltnis: Arg: 0,97 - Gly: 1,0 - Val: 0,98.
Ic) Ne-Cbo-Val-Gly-Arg(NO2)-pNA
10,6 g (20 mMol) Ne-Cbo-Gly-Arg(NO2)-pNA (siche Beispiel ~ Beispiel 2
Ib) wurden mit 120 ml 2-n HBr in Eisessig (0,24 Mol) behandelt 60 II. H-Val-Gly-Arg-pNA - 2HCI
und wie im Beispiel Ib) aufgearbeitet. Das iiber NaOH-Plitt- 630 mg (1 mMol) von gemiss Beispiel 1, Absatz Ic, herge-
chen im Vakuum getrocknete Hydrobromid des Dipeptidderi-  stelltem N®-Cbo-Val-Gly-Arg(NO2)-pNA wurden im Reaktions-
vats wurde in 50 ml DMF gel6st und nach Kiihlung mit 3,04 g gefiss eines Sakakibara-Apparates eingewogen. 10 ml getrock-
Et:N in 10 mIDMF (30 mMol) versetzt. Gebildetes EtsN - HBr netes Fluorwasserstoffgas wurden im Reaktionsgefiss konden-
wurde abfiltriert und mit wenig kaltem DMF gewaschen. Zum 65 siert. Nach einer Reaktionszeit von 1 Stunde bei 0 °C wurde
Filtrat wurden 8,20 g (22 mMol) Cbo-Val-OpNP gegeben. Die unter Riihren die N*-Carbobenzoxyschutzgruppe sowie die
weitere Aufarbeitung erfolgte analog wie im Beispiel Ib. Durch ~ Nitroschutzgruppe von Arginin abgespalten. Das kondensierte
Gelfiltrierung an einer mit MeOH é4quilibrierten «Sephadex Fluorwasserstoffgas wurde im Vakuum abgestilliert und der
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Riickstand in DMF gelst. Um das Peptidderivat in das HCI-
Salz tiberzufiihren, wurden 0,2 mi konz. HCl zugesetzt und die
Losung zur Trockne eingeengt. Nach zweimaligem Wiederho-
len dieses Vorgangs wurde der Riickstand in 25 mi 30%iger
AcOH gelost. Zur Reinigung wurde die AcOH-Losung auf eine
mit 30%iger AcOH iquilibrierte «Sephadex G-15»-Saule aufge-
tragen und mit 30%iger AcOH eluiert. Der Teil des AcOH-Elua-
tes, der sich durch Trypsinbehandlung, unter Freisetzung von
p-Nitroanilin, spalten liess, wurde nach Zusatz von 160 ul (2
mMol) konz. HCl lyophilisiert. Man erhielt 360 mg (68,8% der
Theorie) eines amorphen Pulvers, das im DSCin LMS C ein-
heitlich war. Elementaranalyse und Berechnung aus der Brutto-
formel Ci1sH3:2Ns05Cl: ergaben die folgenden Werte: C =
43,85% (43,60%); H = 6,23%(6,16%); N = 21,65%(21,41%) und Cl
= 13,42% (13,55%).

Die Aminosdureanalyse ergab die zu erwartenden Amino-
sduren im richtigen Verhiltnis: Arg: 0,98 - Gly: 1,00 - Val: 0,96.

Beispiel 3
IIL Ne-Bz-Ile-Gly-Arg-pNA - HCI
I1Ia) N*-Cbo-lle-Gly-Arg(NO2z)-pNA

5,3 g (10 mMol) der gemiss Beispiel 1, Absatz Ib, hergestell-
ten Verbindung wurden geméss Beispiel 1, Absatz Ib, deblok-
kiert, in 35 ml DMF gel6st und mit 2,08 mi (15 mMol) EtsN ver-
setzt. Nach Kiihlen auf —10 °C wurde das gebildete EtsN« HBr
abfiltriert und mit wenig kaltem DMF gewaschen. Das erhal-
tene Filtrat wurde mit 4,25 g (11 mMol) Cbo-Ile-OpNP versetzt
und die Reaktionslosung wurde gemiss Beispiel 1, Absatz Ib,
weiterbehandelt. Nach Gelfiltrierung an «Sephadex LH-20» in
MeOH erhielt man 5,50 g (85,5% der Theorie) der kristallinen
Verbindung I1la, die bei 197-200 °C schmolz und im DSC in den
LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse und Berech-
nung aus der Bruttoformel C2sH37NsOs ergaben die folgenden
Werte: C = 51,98%(52,25%); H = 5,91%(5,79%) und N =19,73%
(19,59%).

11Ib) Ne-Bz-lle-Gly-Arg(NO2)-pNA

1,29 g (2 mMol) der gemiiss Beispiel 3, Absatz IlIa, herge-
stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 1, Absatz Ib,
deblockiert, in 15 ml DMF gel6st und mit 420 ul (3 mMol) Et:N
versetzt. Nach Kiihlen auf —10 °C wurde das Reaktionsge-
misch mit 680 mg (3 mMol) Bz:0 versetzt, und die Reaktionslé-
sung wurde gemiss Beispiel 1, Absatz Ib, weiterbehandelt.
Nach Gelfiltrierung an «Sephadex L.H-20» in MeOH erhielt
man 1,05 g (85,6% der Theorie) der amorphen Verbindung IIib,
dieim DSCin den LMS A und B einheitlich war. Elementarana-
lyse und Berechnung aus der Bruttoformel C2sH3sNoQs ergaben
die folgenden Werte: C = 52,54% (52,85%); H = 5,85% (5,75%)
und N = 20,68% (20,54%).

[1I. N=-Bz-Ile-Gly-Arg-pNA - HCI

614 mg (1 mMol) der gemiss Beispiel 3, Absatz I1Ib, herge-
stellten Verbindung wurden im Reaktionsgefiss eines Sakaki-
bara-Apparates eingewogen. 10 ml getrocknetes Fluorwasser-
stoffgas wurden im Reaktionsgefiss kondensiert. Nach einer
Reaktionszeit von einer Stunde bei 0 °C wurde unter Riihren
die Arginin-Nitroschutzgruppe abgespalten. Das kondensierte
Fluorwasserstoffgas wurde im Vakuum aus dem Reaktionsge-
misch abdestilliert und der Riickstand in DMF geldst. Um das
Peptidderivat in das HCI-Salz iiberzufiihren, wurden 0,2 ml
(~2,5 mMol) konz. HCl zugesetzt und die Losung zur Trockne
eingeengt. Nach zweimaligem Wiederholen dieses Vorgangs
wurde der Riickstand in 50 ml 30%iger AcOH gelost. Zur Reini-
gung wurde die AcOH-Losung auf eine mit 30%iger AcOH
dquilibrierte «Sephadex G-15»-Séule aufgetragen und mit
30%iger AcOH eluiert. Der Teil des AcOH-Eluats, der sich
durch Trypsinbehandlung, unter Freisetzung von p-Nitroanilin,
spalten liess, wurde nach Zusatz von 80 ul (1 mMol) konz. HC]

lyophilisiert. Man erhielt 505 mg (83,5% der Theorie) eines
amorphen Pulvers, das im DSC in LMS C einheitlich war. Ele-
mentaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel
C27H37Ns06Cl ergaben die folgenden Werte: C = 53,28%

5 (53,59%); H = 6,21%(6,16%); N = 18,70%(18,52%) und Cl =
5,82% (5,86%).

Die Aminosiureanalyse ergab die zu erwartenden Amino-

sauren im richtigen Verhltnis: Arg: 0,96 - Gly: 1,00 - Ile: 0,98.

10 Beispiel 4
IV.Ne-Bz-Leu-Gly-Arg-pNA - HCI
IVa) Ne-Cbo-Leu-Gly-Arg(NO2)-pNA

2,65 g (5 mMol) der gemiss Beispiel 1, Absatz Ib, hergestell-
ten Verbindung wurden gemiss Beispiel 1, Absatz Ib, deblok-

15 kiert, in 25 ml DMF gelost und mit 1,04 ml (7,5 mMol) Et:N ver-
setzt. Nach Kiihlen auf —10 °C wurde das gebildete Ets:N - HBr
abfiltriert und mit wenig kaltem DMF gewaschen. Das erhal-
tene Filtrat wurde mit 2,13 g (5,5 mMol) Cbo-Leu-OpNP ver-
setzt und die Reaktionslosung wurde weiterbehandelt geméss

20 Beispiel 1, Absatz Ib. Nach Gelfiltrierung an «Sephadex
LH-20» in MeOH erhielt man 2,85 g (88,6% der Theorie) der kri-
stallinen Verbindung [Va, die bei 189-191 °C schmolz und im
DSCinden LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse
und Berechnung aus der Bruttoformel C2sH37NyO» ergaben die

25 folgenden Werte: C = 52,05% (52,25%); H = 5,79% (5,79%) und
N = 19,91% (17,59%).

IVb) Ne-Bz-Leu-Gly-Arg(NOz)-pNA
1,29 g (2 mMol) der gemiss Beispiel 4, Absatz IVa, herge-
30 stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 1, Absatz Ib,
deblockiert, in 15 ml DMF gel6st und mit 420 ul (3 mMol) Et:N
versetzt. Nach Kiihlen auf —10 °C wurde das Reaktionsge-
misch mit 680 mg (3 mMol) Bz20 versetzt und die Reaktionsls-
sung gemdss Beispiel 1, Absatz Ib, weiterbehandelt. Nach Gel-
35 filtrierung an «Sephadex LH-20» in MeOH erhielt man 0,99 g
(80,7% der Theorie) der amorphen Verbindung IVb, die im DSC
in den LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse und
Berechnung aus der Bruttoformel C27H3sNsQs ergaben die fol-
genden Werte: C = 52,49% (52,85%); H = 5,81% (5,75%) und N
40 = 20,59% (20,54%).

1V.Ne-Bz-Leu-Gly-Arg-pNA - HCI

614 mg (1 mMol) der gemiss Beispiel 4, Absatz IVb, herge-

stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 2, Absatz I, zur
45 Verbindung I'V umgesetzt. Reinigung: Gelfiltrierung an
«Sephadex G-15» in 30%iger AcOH.

Ausbeute: Der Teil des AcOH-Eluats, der sich durch Tryp-
sinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten
liess, wurde nach Zusatz von 80 ul (1 mMol) konz. HCl lyophili-

50 siert. Man erhielt 508 mg (84,0% der Theorie) eines amorphen
Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementarana-
lyse und Berechnung aus der Bruttoformel C2zH37NzQOsCl erga-
ben die folgenden Werte: C = 53,75% (53,59%); H = 6,21%
(6,16%); N = 18,74% (18,52%) und Cl = 5,76% (5,86%). Die

55 Aminosdureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosguren im
richtigen Verhiltnis: Arg: 0,97 - Gly: 1,00 - Leu: 1,02.

Beispiel 5
V.NeBz-Val-Ser-Arg-pNA .- HCI
60 Va) Ne-BOC-Ser(OBzI)}-Arg(NO2z)-pNA
3,55 g (7,5 mMol) der gemiss Beispiel 1, Absatz Ia, herge-
stellten Verbindung wurden gemdss Beispiel 1, Absatz Ib,
deblockiert, in 35 ml DMF gelést und mit 1,56 mi (11,3 mMol)
- EtsN versetzt. Nach Kiihlen auf —10 °C wurde das gebildete
65 EtsN« HBr abfiltriert und mit wenig kaltem DMF nachgewa-
schen. Das erhaltene Filtrat wurde mit 3,35 g (8 mMol) BOC-
Ser(OBzl)}-OpNP versetzt und die Reaktionslsung geméss Bei-
spiel 1, Absatz Ib, weiterbehandelt. Nach Gelfiltrierung an



«Sephadex LH-20» in MeOH erhielt man 4,09 g (88,4% der
Theorie) einer teilweise kristallinen Verbindung Va, die im
DSC in den LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse
und Berechnung aus der Bruttoformel C27H3sNzOs ergaben die
folgenden Werte: C = 52,82% (52,59%); H = 5,78% (5,88%) und
N = 18,30% (18,17%).

Vb) Ne-BOC-Val-Ser(BOzl)-Arg(NO2z)-pNA

3,08 mg (5 mMol) der gemiiss Beispiel 5, Absatz Va, herge-
stellten Verbindung wurden in einem Erlenmeyerkolben einge-
wogen und unter Feuchtigkeitsausschluss mit 15 ml Trifluores-
sigsiure versetzt. Unter Rithren bei 20 °C, 30 Minuten, loste
sich die Substanz unter COz-Entwicklung. Die Reaktionslosung
wurde unter intensivem Riihren zu 250 ml getrocknetem Ather
langsam zugetropft, wobei CF:COOH - H-Ser(OBzl)-
Arg(NO2)-pNA ausfiel. Die Atherphase wurde mit einem Fil-
trierstab abgesaugt. Die verbleibende Fallung wurde noch drei-
mal mit je 50 ml trockenem Ather behandelt, um das gebildete
tert. Butanol und iiberschiissige Trifluoressigsdure zu entfer-
nen. Nach dem Trocknen im Vakuum {iber NaOH-Pléttchen
wurde das deblockierte Produkt in fast quantitativer Ausbeute
erhalten. Das trockene Trifluoracetatderivat wurde in 25 ml
DMF gelést, auf —10 °C gekiihlt und mit 1,04 ml (7,5 mMol)
Et:N versetzt, um H-Ser(OBzl)-Arg(NO2)-pNA aus dem Tri-
fluoracetat freizusetzen, und danach wurde 1,73 g (5,5 mMol)
BOC-Val-OSu zugesetzt. Nach einigen Stunden hatte die Reak-
tionslésung Zimmertemperatur angenommen. Sie wurde wie-
der auf —10 °C gekiihlt und mit 0,35 ml (2,5 mMol) EtsN gepuf-
fert. Nach etwa 5 Stunden wurden nochmals 0,35 ml EtsN zuge-
setzt. Nach weiteren 24 Stunden wurde die Reaktionslsung im
Vakuum bei 40 °C zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
wurde gemiss Beispiel 1, Absatz Ib, weiterbehandelt. Nach
Gelfiltrierung an «Sephadex LH-20» in MeOH erhielt man
2,81 g (78,5% der Theorie) eines amorphen Pulvers, das im DSC
in den LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse und
Berechnung aus der Bruttoformel Cs2H4sNsO1 ergaben die fol-
genden Werte: C = 54,03%(53,70%); H = 6,40% (6,34%) und N
= 17,88%(17,61%).

Vc) Ne-Bz-Val-Ser(OBzl)-Arg(NO2)}-pNA

716 mg (1 mMol) der gemiss Beispiel 5, Absatz Vb, herge-
stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 5, Absatz Vb,
deblockiert, in 8 ml DMF gelost und mit 210 pl (1,5 mMol) EtsN
versetzt. Nach Kiihlen auf ~10 °C wurden 450 mg (2 mMol)
Bz:0 zugesetzt und die Reaktionslésung gemiss Beispiel 1,
Absatz Ib, weiterbehandelt. Nach Gelfiltrierung an «Sephadex
LH-20» in MeOH erhielt man 532 mg (73,9% der Theorie) der
kristallinen Verbindung Vc, die bei 175-178 °C schmolz und im
DCS in den LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse
und Berechnung aus der Bruttoformel CssaH41NsOs ergaben die
folgenden Werte: C = 56,65% (56,74%); H = 5,69%(5,74%) und
N = 17,83%(17,52%).

V.Ne-Bz-Val-Ser-Arg-pNA - HCI

360 mg (0,5 mMol) der gemiss Beispiel 5, Absatz V¢, herge-
stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 2, Absatz II, zur
Verbindung V umgesetzt. Reinigung: Gelfiltrierung an «Sepha-
dex G-15» in 30%iger AcOH.

Ausbeute: Der Teil des AcOH-Eluats, der sich durch Tryp-
sinbehandlung, unter Freisetzung von p-Nitroanilin, spalten
liess, wurde nach Zusatz von 40 pl (0,5 mMol) konz. HCl lyophi-
lisiert. Man erhielt 160 mg (51,5% der Theorie) eines amorphen
Pulvers, das im DSC in LMS C einheitlich war. Elementarana-
lyse und Berechnung aus der Bruttoformel Cz7H37NsO-Cl erga-
ben die folgenden Werte: C = 52,49% (52,21%); H = 6,08%
(6,00%); N = 18,26% (18,04%) und Cl = 5,63% (5,71%).

Die Aminosiureanalyse ergab die zu erwartenden Amino-
sauren im richtigen Verhiltnis: Arg: 0,99 - Ser: 0,95 - Val: 1,00.

)]
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Beispiel 6
VI. Ne-Bz-Ile-Ser-Arg-pNA - HCI
Vla) Ne-BOC-lle-Ser(OBzl)-Arg(NO2)-pNA
1,54 g (2,5 mMol) der gemdss Beispiel 5, Absatz Va, herge-

5 stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 5, Absatz Vb,

deblockiert, in 15 ml DMF geldst und mit 520 pl (3,75 mMol)
EtsN versetzt. Nach Kiihlen auf —10 °C wurden 905 mg (2,75
mMol) BOC-Ile-OSu zugesetzt und die Reaktionslosung
gemiss Beispiel 1, Absatz Ib, weiterbehandelt. Nach Gelfiltrie-

10 rung an «Sephadex LH-20» in MeOH erhielt man 1,45 g (79,5%

der Theorie) der amorphen Verbindung Vla, die im DSCinden
LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse und Berech-

nung aus der Bruttoformel CssH#NsO1o ergaben die folgenden
Werte: C = 54,82% (54,31%); H = 6,52%(6,49%) und N = 17,35%

15 (17,27%).

VIb) Ne-Bz-lle-Ser(OBzl)-Arg(NO2)-pNA
730 mg (1 mMol) der gemiss Beispiel 6, Absatz VIa, herge-
stellten Verbindung wurden gemiiss Beispiel 5, Absatz Vb,

20 deblockiert und in 7 ml DMF gelést. Nach dem Kiihlen auf

—10 °C wurde die Losung mit 210 pl (1,5 mMol) EtsN und gleich
anschliessend mit 450 mg (2 mMol) Bz:O versetzt. Die Reak-
tionslosung wurde gemiiss Beispiel 1, Absatz Ib, weiterbehan-
delt. Nach Gelfiltrierung an «Sephadex LH-20» in MeOH

25 erhielt man 615 mg (83,8% der Theorie) der amorphen Verbin-

dung VIB, die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. Ele-
mentaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel
C3sHasNsQs ergaben die folgenden Werte: C = 57,61% (57,29%);
H =6,01%(5,91%) und N = 17,53%(17,18%).

VI.Ne-Bz-lle-Ser-Arg-pNA - HCI

367 mg (0,5 mMol) der gemiss Beispiel 6, Absatz VIb, herge-
stellten Verbindung wurden gemiiss Beispiel 2, Absatz I, zur
Verbindung VI umgesetzt. Reinigung: Gelfiltrierung an

35 «Sephadex G-15» in 30%iger AcOH.

Ausbeute: Der Teil des AcOH-Eluats, der sich durch Tryp-
sinbehandlung unter Freisetzung von p-Nitroanilin spalten
liess, wurde nach Zusatz von 40 pl (0,5 mMol) konz. HCl lyophi-
lisiert. Man erhielt 168 g (45,8% der Theorie) eines amorphen

40 Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementarana-

lyse und Berechnung aus der Bruttoformel C2sH3sNsO+Cl erga-
ben die folgenden Werte: C = 53,21% (52,95%); H = 6,26%
(6,19%); N = 17,88% (17,64%) und CI = 5,57% (5,58%).

Die Aminosiureanalyse ergab die zu erwartenden Amino-

s5 sduren im richtigen Verhdltnis: Arg: 0,96 - Ser: 0,95 - Ile: 1,00.

Beispiel 7
VII. Ne-Bz-Leu-Ser-Arg-pNA - HCI

50 VIIa) N&-BOC-Leu-Ser(OBzl)-Arg(NO2)-pNA

1,55 g (2,5 mMol) der gemdss Beispiel 5, Absatz Va, herge-
stellten Verbindung wurden gemiiss Beispiel 5, Absatz Vb,
deblockiert, in 15 ml DMF gel6st und mit 520 pl (3,75 mMol)
Et:N versetzt. Nach dem Kiihlen auf —~10 °C wurden 0,91 g
(2,78 mMol) BOC-Leu-OSu zugesetzt und die Reaktionslésung
gemass Beispiel 1, Absatz Ib, weiterbehandelt. Nach Gelfiltrie-
rung an «Sephadex LH-20» in MeOH erhielt man 1,44 g (78,9%
der Theorie) der amorphen Verbindung VIIa, die im DSCin
den LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse und
Berechnung aus der Bruttoformel CssHa7NoO1o ergaben die fol-
genden Werte: C = 54,70% (54,31%); H = 6,55% (6,49%) und N
= 17,43% (17,27%).

VIib) Ne-Bz-Leu-Ser(OBzl)-Arg(NOz)-pNA

1,46 g (2mMol) der gemaiss Beispiel 7, Absatz VIIa, herge-
stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 5, Absatz Vb,
deblockiert und in 15 ml DMF gel6st. Nach dem Kiihlen auf
—10°C wurde die Losung mit 420 pl (3 mMol) EtsN und gleich
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anschliessend mit 0,90 g (4 mMol) Bzz0 versetzt. Die Reak-
tionslosung wurde gemiss Beispiel 1, Absatz Ib, weiterbehan-
delt. Nach Gelfiltrierung an «Sephadex LH-20» in MeOH
erhielt man 1,25 g (85,2% der Theorie) der amorphen Verbin-

dung VIIb, die im DSC in den LMS A und B einheitlich war. Ele- 5

mentaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel
Cs3sHa3sNsQs ergaben die folgenden Werte: C = 57,38%(57,29%);
H =5,98%(5,91%) und N = 17,57% (17,18%).

VII. Ne-Bz-Leu-Ser-Arg-pNA - HCI

735 mg (1 mMol) der gemiss Beispiel 7, Absatz VIIb, herge-
stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 2, Absatz II, zur
Verbindung VI umgesetzt. Reinigung: Gelfiltrierung an
«Sephadex G-15» in 30%iger AcOH.

Ausbeute: Der Teil des AcOH-Eluats, der sich durch Tryp-
sinbehandlung, unter Freisetzung von p-Nitroanilin, spalten
liess, wurde nach Zusatz von 80 pl (1 mMol) konz. HCl lyophili-
siert. Man erhielt 355 mg (55,9% der Theorie) eines amorphen
Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementarana-
lyse und Berechnung aus der Bruttoformel C2sH39NzO-Cl erga-
ben die folgenden Werte: C = 53,09% (52,95%); H = 6,09%
(6,19%); N = 17,91% (17,64%) und Cl = 5,49% (5,58%). Die Ami-
nosiureanalyse ergab die zu erwartenden Aminosauren im
richtigen Verhaltnis: Arg: 0,95 - Ser: 0,93 - Leu: 1,00.

Beispiel 8
VIIL Ne-3-Phenylpropionyl-Val-Gly-Arg-pNA - HCI
VIlla) Ne-3-Phenylpropionyl-Val-Gly-Arg(NOz)-pNA

3,15 g (5 mMol) der gemiss Beispiel 1, Absatz Ic, hergestell-
ten Verbindung wurden gemiss Beispiel 1, Absatz Ib, deblok-
kiert und in 25 ml DMF gelost. Nach dem Kiihlen auf —10 °C
wurde die Lésung mit 1,05 ml (7,5 mMol) Et:N und anschlies-
send mit 1,50 g (5,5 mMol) 3-Phenylpropionsaure-p-nitrophenyl
ester versetzt. Die Reaktionslésung wurde geméss Beispiel 1,
Absatz Ib, weiterbehandelt. Nach Gelfiltrierung an «Sephadex
LH-20» in MeOH erhielt man 2,75 g (87,6% der Theorie) der kri-
stallinen Verbindung VIIIa, die bei 216-218 °C schmolz und im
DSCin den LMS A und B einheitlich war. Elementaranalyse
und Berechnung aus der Bruttoformel C2sH37NsOs ergaben die
folgenden Werte: C = 53,38%(53,58%); H = 6,02% (5,94%) und
N = 20,40% (20,09%).

VIII. Ne-3-Phenylpropionyl-Val-Gly-Arg-pNA - HCI

1,26 g (2 mMol) der gemiss Beispiel 8, Absatz VIIla, herge-
stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 1, Absatz I, zur
Verbindung VIII umgesetzt. Reinigung: Gelfiltrierung an
«Sephadex G-15» in 30%iger AcOH.

Ausbeute: Der Teil des AcOH-Eluats, der sich durch Tryp-
sinbehandlung, unter Freisetzung von p-Nitroanilin, spalten
liess, wurde nach Zusatz von 160 pl (2 mMol) konz. HCl lyophi-
lisiert. Man erhielt 1,12 g (90,4% der Theorie) eines amorphen
Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementarana-
lyse und Berechnung aus der Bruttoformel C2sHasNsOsCl erga-
ben die folgenden Werte: C = 54,58% (54,32%); H = 6,29%
(6,35%); N = 18,40%(18,10%) und Cl = 5,67% (5,73%).

Die Aminosiureanalyse ergab die zu erwartenden Amino-
sduren im richtigen Verhaltnis: Arg: 0,96 - Gly: 1,00 - Val: 1,02.
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Beispiel 9
IX. Ne-2-Phenylacetyl-Val-Gly-Arg-pNA . HCI
[Xa) N=-2-Phenylacetyl-Val-Gly-Arg(NO2z)-pNA

1,57 g (2,5 mMol) der gemiss Beispiel 1, Absatz Ic, herge-
stellten Verbindung wurden gemiss Beispiel 1, Absatz Ib,
deblockiert und in 15 ml DMF gelst. Nach dem Kiihlen auf
—10 °C wurde die Lésung mit 520 pl (3,75 mMol) EtsN und
anschliessend mit 710 mg (2,75 mMol) 2-Phenylessigsdure-p-
nitrophenylester versetzt. Die Reaktionslésung wurde gemass
Beispiel 1, Absatz Ib, weiterbehandelt. Nach Gelfiltrierung an
«Sephadex LH-20» in MeOH erhielt man 1,35 g (88,0% der
Theorie) der kristallinen Verbindung 1Xa, die bei 180-184 °C
schmolz und im DSC in den LMS A und B einheitlich war. Ele-
mentaranalyse und Berechnung aus der Bruttoformel
C27H3sNsQs ergaben die folgenden Werte: C = 53,09% (52,85%);
H = 5,82%(5,75%) und N = 20,91% (20,54%).

IX. N-2-Phenylacetyl-Val-Gly-Arg-pNA - HCI

615 mg (1 mMol) der gemass Beispiel 9, Absatz [Xa, herge-
stellten Verbindung wurden gemass Beispiel 1, Absatz I, zur
Verbindung IX umgesetzt. Reinigung: Gelfiltrierung an
«Sephadex G-15» in 30%iger AcOH.

Ausbeute: Der Teil des AcOH-Eluats, der sich durch Tryp-
sinbehandlung, unter Freisetzung von p-Nitroanilin, spalten
liess, wurde nach Zusatz von 80 il (1 mMol) konz. HCl lyophili-
siert. Man erhielt 515 mg (85,1% der Theorie) eines amorphen
Pulvers, das im DSC im LMS C einheitlich war. Elementarana-
lyse und Berechnung aus der Bruttoformel C2rHs7NsOeCl erga-
ben die folgenden Werte: C = 53,19% (53,59%); H = 6,21%
(6,16%); N = 18,77% (18,52%) und Cl = 5,75% (5,86%).

Die Aminosiureanalyse ergab die zu erwartenden Amino-
sduren im richtigen Verhiltnis: Arg: 0,94 - Gly: 1,00 - Val: 0,98.

Die erfindungsgemiss zu verwendenden Substrate, z.B. das
gemiss Beispiel 1 erhaltene Substrat, ndmlich n*-Bz-Val-Gly-
Arg-pNA - HCI, wurden zur Bestimmung verschiedener
Enzyme in Blutplasma angewendet. Die Bestimmung erfolgte
nach dem Prinzip, dass das durch die enzymatische Hydrolyse
des Substrates gebildete Spaltprodukt ((H-R?) ein UV-Spek-
trum aufweist das von demjenigen des Substrates verschieden
und nach héheren Wellenlingen verschoben ist. So weist das
Substrat gemiss Beispiel 1, d.h. N&-Bz-Val-Gly-Arg-p-NA.HCl,
ein Absorptionsmaximum bei 302 nm (Nonameter) und einen
molaren Extinktionskoeffizienten von 12 950 auf. Die Absorp-
tion des Substrates ist bei 405 nm praktisch Null. p-Nitroanilin
(pNA), das bei der enzymatischen Hydrolyse des Substrates
gebildete Spaltprodukt (H-R?), weist ein Absorptionsmaximum
bei 380 nm und einen molaren Extinktionsfkoeffizienten von
13 200 auf. Bei 405 nm sinkt der Extinktionskoeffizient nur
wenig, d.h. auf 9650.

Durch spektrophotometrische Messung bei 405 nm lasst
sich der Grad der enzymatischen Hydrolyse des Substrates,
welcher der Menge an abgespaltenem p-Nitroanilin proportio-
nal ist, leicht bestimmen. Das im Uberschuss vorhandene Sub-
strat stért somit die Messung bei 405 nm nicht. Die Verhaltnisse
sind fiir die anderen Substrate, die eine p-Nitroanilinogruppe
als chromophore Gruppe enthalten, praktisch identisch. Die
spektrophotometrische Messung wurde deshalb in allen diesen
Fillen bei 405 nm durchgefiihrt.

Die enzymatische Hydrolysereaktion kann schematisch fol-

60 gendermassen dargestellt werden:
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E + Sg&/ E§ > ES' + Chromophor Pl
ka 1, Ky
E + P o
E = Enzym stirke 0,30 bei 37 °C eingetragen, worauf zuerst 0,25 ml einer
S = Substrat wissrigen Urokinaseldsung einer Konzentration von 400
ES = Enzym-Substrat-Komplex CTA/ml zugesetzt wurde. Die Mischung wurde 1 Minute bei
P1und Pz = Produkte 37 °C pri-inkubiert. Der pré-inkubierten Mischung wurde dann
k1, k2, ks und ke = Geschwindigkeitskonstanten 15 0,25 ml Substratlosung zugesetzt. Der Verlauf der enzymati-
Dissoziationskonstante fiir ES = ko/ki = K, (Michaelis-Kon- schen Hydrolyse des Substrates wurde fiir die verschiedenen
stante) Substratkonzentrationen mittels eines Photometers bei 405 nm
Wenn [S]>[E]und ks < ks, gilt: wihrend 10 Minuten verfolgt. Der Wert der pro Minute gebil-
deten Menge p-Nitroanilin ist ein Mass fiir die Geschwindigkeit
([E] - [ES]) - [s] 20 der Hydrolyse fiir eine gegebene Substratkonzentration. In
K mno ES { ) einem Koordinatensystem wurden auf der Abszisse die rezipro-
[ ] ken Werte der Substratkonzentrationen, auf der Ordinate die

zugehorigen reziproken Werte der Hydrolysengeschwindig-
Die Geschwindigkeitskonstante, bei welcher P: gebildet wird, keit aufgetragen. In diesem sogen. Lineweaver-Burk-Diagramm

ist:v = k3[ES] 25 erhielt man fiir die erfindungsgemaiss verwendeten Substrate
gerade Kurven, was ein Beweis dafiir war, dass die Hydrolyse
k 3 ¢ [ E] * [ S ] der Substrate durch Urokinase dem Gesetz von Michaelis-
v = (2 ) Menten folgte und demgemdss die Substrate fiir die Bestim-
Km + [ S ] mung von Urokinase ideal sind. Aus den Schnittpunkten der
30 Kurven mit der Abszisse und der Ordinate wurden die kineti-
Wenn E vollstindig an S gebunden ist, so gilt:[ES] = [E]und schen Konstanten K, und vy, ermittelt.
V= Vpax = ks [E] &) Tabelle I
. . 1 uM pNA pro Minute Entsprechende
Lineweaver-Burk-Gleichung: » alils Su[:)strart)l andege Einheiten
1=K
v X m . ! + vl (4) Urokinase 20250 CTA
Viax |S] max Urinkallikrein 1688 BAEE
4o Humanthrombin 2174 NIH
Aus der Gleichung (2) folgt, dass die Konstanten K, und ks die H}Jmanplasrpln 6850 CE
Wirksamkeit des Substrats fiir ein gegebenes Enzym bestim- Rindertrypsin 366 NF
men. Zur Bestimmung dieser Konstanten wendet man die fol-
gende Methode an: BAEE (Benztoyl-L-arginin-ethylester) - 1 BAEE-Einheit
Man mischt das Enzym und das Substrat in einer Pufferls- 45 Urinkallikrein ist diejenige Menge Enzym, die 1 pMol Benzoyl-
sung und verfolgt die Hydrolysereaktion wéhrend 2 bis 30 L-arginin-ithylester pro Minute unter Standardbedingungen
Minuten. Die Konzentration des Substrates[S] wird variiert, hydrolysiert.
wihrend die Enzymkonzentration konstant gehalten wird. NIH ist eine von «US National Institute of Health» standar-

Wenn die Extinktion (OD = optische Dichte) in einem Koordi-  disierte Einheit.
natensystem als Funktion der Zeit aufgetragen wird, erhiltmans  CE = Caseineinheit, die am Casein unter Standardbedin-
eine Kurve, deren Tangente im Nullpunkt dem idealen Verlauf ~ gungen gemessen wird.

der Hydrolyse entspricht. Mit Hilfe dieser Tangente kann man NF = Trypsin-Einheit = diejenige Menge Enzym, die eine
die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse ermitteln. - Absorptionsinderung A OD = 0,003 pro Minute, gemessen an
Wenn 1/v als Funktion von 1[S] aufgetragen wid, erhilt Benzyol-L-arginin-dthylester, unter Standardbedingungen
man ein Lineweaver-Burk-Diagramm (siche «Kurzes Lehrbuch 55 bewirkt (siche «The National Formulary X1II», herausgegeben
der Biochemie» von P. Karlson, Georg Thieme-Verlag, Stutt- von «The American Pharmaceutical Associationy», Washing-
gart, 1967, Seite 70), aus welchem sich vy, und K, graphisch ton, D.C, 1965, Seiten 417-418).
ermitteln lassen. In der ersten Kolonne der Tabelle I ist die Menge verschie-
K., und ks = v, /E wurden unter Verwendung der erfin- -dener Enzyme angegeben, die das Substrat I bei 37 °C, pH 84
dungsgemissen Substrate, z.B. N*-Val-Gly-Arg-pNA . HCl (Sub- ¢0 und Ionenstarke 0,3 und bei einer Substratkonzentration von
strat ] gemiss Beispiel 1) fiir Urokinase bestimmt. 10-* M mit einer Geschwindigkeit von 1 puM pro Minute spaltet.
Fiir das Substrat I wurde eine Urokinaseaktivitdt von In der zweiten Kolonne ist die entsprechende Enzymmenge in
6,06 10-5k,Mol/Liter und 7,27 X 1075 vy, uMol/Min/CTA anderen Enzymeinheiten angegeben. Aus Tabelle I ist ersicht-
ermittelt. . lich, dass das im Urin zusammen mit Urokinase vorhandene

Zur Bestimmung der kinetischen Konstanten K, und Ve 65 Enzym Urinkallikrein das Substrat I nur wenig spaltet und des-
wurden wissrige Verdiinnungsreihen der Substrate mit Kon- halb die Bestimmung der Urokinase im Urin nicht stért. Auch
zentrationen von 0,1 bis 2 uMol/ml hergestellt. In eine Messkii- ~ von Thrombin wird das Substrat I sehr wenig und unspezifisch
vette wurden 2 ml Tris-Imidazol-Puffer mit pH 8,4 und Ionen- gespalten.
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Tabelle I Zonen werden durch Zugabe eines Tropfens Kongorots
Urokinase-Aktivitit, gemessen mittels der Substrate gemass (0,1%ig) sichtbar gemacht. Das Produkt von zwei senkrecht
Beispielen 1 bis 9 bei konstanter Substrat- und zueinander stehenden Durchmessern (der lysierten Zonen)
Urokinase-Konzentration, bei 37 °C, pH 8,4 und Ionenstirke  dient als Mass der lysierten Zonen. Die Urokinasekonzentra-
03 5 tion (Einheiten pro ml) wird anhand einer Vergleichskurve
Substrat Menge der durch 100 TA-Einheiten Urokinase in 1 erfnitte]t’ welche d‘_mh Verwendung (_einer Verdiinnungsreihe
Minute gebildeten Menge des Spaltprodukes NHz-R?in ~ mit Standard-Urokinase aufgestellt wird. L
Nanomol Bei dieser Methode wird die Urokinasekonzentration nicht
direkt, sondern iiber die aus Plasminogen durch Urokinase
I 364 pNA 10 gebildete Plasminmenge bes.timmt. Diese iiber eine Kettfa von
I ’ Rpaktionen erfolgende Bestlmmupg von Endprqdukten ist mit
1l 321 pNA v1_elen Fehlerquellen behaftet. Weitere schvyerw1egen§ie Nac_:h-
v 1'00 pNA teile diese_r Methodq beruhen.darauf, da_ss dlg Inkubationszeit
vV 2’82 pNA sehr lang ist und fiir Je:de Bestimmung eine E1chkur.ve aufge-
VI 2’91 pNA 15 stellt weyden muss. Die Auswertung der Resuljtate ist fel:ner
VII 1’73 pNA verhiltnisméssig konpliziert und wegen der Nichtlinearitét der
VIII 1’32 pNA Eichkurve ungenau.
IX 1:1 3pNA Mittels der erfindungsgemass verwendeten Substrate las-

sen sich die Nachteile der oben beschriebenen Bestimmungs-

» . o . 20 methode glatt iiberwinden, da die Messung der Urokinasekon-
In der beiliegenden Zeichnung ist die einzige Figur eine gra-  zentration direkt erfolgt und keine Nebenreaktionen das Mess-

phische Darstellung, in welcher die Anderung der optischen resultat verfalschen. Uberdies stehen die Messresultate bereits
Dichte A OD, welche durch die hydrolytische er_kung VONVer  nach 10 Minuten zur Verfiigung, was fiir die klinische Diagno-
schiedenen Mengen Urokinase auf das Substrat I innerhalb von ik besonders wichtig ist. Ein weiterer Vorteil besteht darin,
10 Minuten hervorgerufen wird, als Funktion der Urokinase- 25 dass die Messresultate in Substrateinheiten angegeben werden
menge in einem Koordinatensystem aufgetragen ist. Aus dieser  kgnnen. Fine Anderung der optischen Dichte AOD von

Figur ist ersichtlich, dass Urokinasekonzentrationen im 0,010/min entspricht einem Gehalt von 1 Millieinheit Urokinase

Bereiche von 1 bis 10 CTA/ml genau bestimmt werden kénnen. pro m! Inhalt des Testansatzes.

Bei der Bestimmung des Urokinasegehaltes im Urin von 14 Wenn es darum geht, Plasminogen-Aktivatoren in Blut-

gesunden Testpersonen wurden Werte von etwa 8 CTA-Einhei- 3 plasma zu bestimmen, so ist es oft zweckméssig, die Bestim-

ten pro ml Urin gefunden. mung in einer Pufferlosung durchzufiihren, die Aprotinin und/
Die Bestimmung von Urokinase im Urin ist besonders wich-  oder Hirudin enthilt, da die letzteren auf die Plasminogen-Akti-

tig, da man dadurch, wie bereits oben erwihnt, pathologische vatoren nicht hemmend wirken, wohl aber andere, gegebenen-

Zustinde verhiltnismassig einfach und schnell feststellen kann.  falls vorhandene, aktivierte Plasmaenzyme, wie z.B. Thrombin,
Die bisher am meisten verwendete Methode zur Bestimmung 35 Plasmin und Plasmakallikrein, welche bei der Bestimmung der
von Urokinase im Urin ist die sog. Fibrinplattenmethode [L. Plasminogen-Aktivatoren unter gewissen Umstinden storend
Bjerrehuus, Scand. J. Clin. Lab. Invest. 4,179 (1952); F.E.Smyr-  wirken konnen, hemmen. Man kann z.B. einen Tris-Imidazol-
niotis et al, Thromb. Diath. et Haemorrh. Bd. III, 258 (1959)], die  oder Glycin-Puffer mit einem pH von 8,2 bis 8,6 und einer

wie folgt ausgefiihrt wird: Nach der Methode von Mullertz Ionenstirke von 0,15 bis 1,0 verwenden, welchem man 0,02 bis
[Acta physiol. Scand. 26, 174 (1954)] werden Fibrinplatten 40 0,2 Trypsin-Inhibitor-Einheiten Aprotinin und/oder 0,001 bis 10
(Fibrinogengehalt: 0,2%) hergestellt. Fiir jede Urokinasebestim-  Antithrombineinheiten Hirudin pro ml zugesetzt hat.

mung verwendet man eine Fibrinplatte und 30 Lambdatropfen Die Substrate werden vorzugsweise in Form von Salzen
(Lambdatropfenpipette) von unverdiinntem, 1:2 und 1:4 ver- von Mineralsiuren, z.B. HCI, HBr, H2SO: oder HsPOs oder
diinntem Urin (wenn die Urokinasekonzentration sehr hochist, organischen Sauren, z.B. Ameisensiure, Essigsaure, Oxalsdure
kann man die Verdiinnungsfaktoren verdoppeln). Die Platten 45 oder Weinsiure, verwendet.

werden wihrend 16 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die lysierten
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