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Memdria descritiva referente 2

patente de invengdo de BEHRING
WERKE AKTIENGESELLSCHAFT, ale-
m&, industrial e comercial,com
sede em D-3550 Marburg, Repi-
blica Federal Alemi, (invento-
rest Dr. Werner Stiiber e Dr.
Dieter Schnaitmann, residentes
na Repéblica Federal Alemd),

para "PROCESSO PARA A PREPARA-
QKO DE COMPOSTOS CROMOGENICOS".

MEMORTA DESCRITIVA

A invengdo descreve novos compostos cromogéng
cos. Estes compostos sfo apropriados como substratos enziméti
cos para fins de diagndstico por meio da identificagdo de en-
zimas proteoliticos, Os novos compostos de acordo com a inven
g8o destinam-se principalmente & determinagfo quantitativa de
endoproteases, especialmente daquelas que provocam a cisao
de peptidos e de protefnas antes de aminodcidos como arginina,
lisina ou aminodcidos com grupos laterais aromdticos, Estes
compostos cromogénicos podem por isso utilizar-se para a quan
tificagfo de reacgfes em que Se formam, se consomem ou Se ini

bem 08 enzimas acima mencionados,

No estado actual do conhecimento, sServem para
este fim, os cromdforos ligados através de ligagles amida a
péptidos ou derivados pepﬁidicos, que podem ser cindidos por
meio de enzimas proteoliticos. Comhecem-se em particular subs

tratos pept{dicos a partir dos quais os enzimas mencionados




podem cindir grupos quantificdveis fotométrica ou fluorimétré
camente (EPA 0046 742, DE 32 440 30 Al). Para a determinagdo
fotométrica de enzimas utilizam-se até ao momento, de prefe-
réncia, derivados pepti{dicos da p-nitroanilina. A p-nitroani-
lina libertada por via enzimdtica mede-se a um comprimento de
onda de 405 nm., Os substratos cromogénicos t&m como requisi-
tos importantes uma boa solubilidade nas condigdes do ensaio,
alta especificidade e sensibilidade na identificag@o, bem co-
mo facilidade de manejo e détecgﬁo. No caso dos substratos
até agora utilizados estes requisitos estdo insufucientemente

preenchidos e como tal necessitam de ser melhorados.

o particularmente desvantajosa a determinagdo
fotométrica da p-nitroanilina ou dos seus derivados, uma Vvez
que a medig8o a 405 nm é afectada ou impossibilitada por exem
plo pela presenga de componentes do plasma ou de outros lfqué
dos corporais. Para a quantificacdo fotométrica acima de 580
nm encontram-se jé substincias descritas, nas quais se verifi
ca uma formagfo de corantes por reacgles quimicas apds a ci-
s8o do substrato. Estas reacg¢lSes permitem, contudo, apenas
uma determinagfo no ponto final, uma vez que o decurso cinéti
co da reacglo enzimdtica é muitas vezes afectado ou pelo me-
nos dificultado pela adig@o de compostos qufmicos orgénicos

ou inorglnicos (EPA 00 76 Ok2; H. C. Kwaan et al., Thromb.
Res. 13, 5-13, 1978).

0 propdsito desta invengdo é o de obter com-
postos cromogénicos de elevada solubilidade e especificidade,
que permitam determinar, de forma qualitativa e quantitativa,
enzimas proteolf{ticos na presenga de sangue, componentes do

plasma e outros 1{quidos corporais.

0 objectivo da invengdo sdo por isso os com-

postos de férmula geral (I)
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na qual

X significa um atomo de hidrogénio, um grupo que bloqueia de
forma irreversivel um grupo amino terminal, ou um grupo de
protecgdo habitual em quimica de péptidos, como por exem-

plo Boc-, Z- ou Fmoc-,

A e B podem ser iguais ou diferentes, e
significam um aminodcido alfa, beta ou gama, constituido
por 2 a 15 dtomos de carbono, com até U dtomos de azoto, 2
dtomos de enxofre e 6 dtomos de oxigénio, cujas cadeias la
terais podem ser substituidas, e B significa, conforme o

caso, um dipéptido formado a partir destes aminodcidos,

C significa arginina, lisina, tirosina, fenilalanina ou tri-

ptofano, bem como 0sS seus homélogos,

Rl e R2 sfo iguals ou diferentes, e
significam um dtomo de hidrogénio ou um grupo alquilo com

atéd 4 dtomos de carbono,

até R8 sfo iguais ou diferentes, e
significam hidrogénio, um grupo alquilo, um grupo alquilo-

xi ou um halogéneo,
Y significa oxigénio

An~ significa um anido, por exemplo cloreto ou acetato,

. s 4 .
bem como os respectivos sals soluveis em dgua, como por exem-

plo formiato, acetato ou cloreto.




Nos compostos de acordo com a invengéo estd
presente um croméforo heteroaromdtico. Com isso obtém-se vanta
gens aprecidveis em relagfo aos compostos até agora utiliza-
dos, Descobriu-se surpreendentemente que, por acoplamento de

um aminodcido a um crom$foro do tipo da fdrmula (II).
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em que
Rl - 38 e Y possuem os significados acima mencionados, se ob-

tém um desvio hipsodrémico de 70 nm ou mais. Isto signifiica
que compostos azuis isoladamente, apresentam na forma peptidé
ca ligada uma cor vermelha, O objectivo da invengdo s&o por
isso substlncias de férmula I, que contém o carante ligado de
forma covalente de acordo com a fdrmula II e éue se caracteri
zam por os maximos de absorpgdo do corante livre e do corante
ligado apresentarem uma diferenga de 70 nm ou mais e por o
comprimento de onda de absorpgao do crom$foro livre ser supe-
rior a 550 nm. Devido a esta absorpgdo a elevado comprimento
de onda ¢ poss{vel, entre outras, a determinagido pela técnica
de fotodiodo ou a determinacgao reflectométrica de tiras teste.
Uma determinagfo deste tipo a baixos comprimentos de onda,por
exemplo a 405 nm, nfo ¢ possfvel. As propriedades espectrais
favordveis possibilitam a medig8o das actividades enzimdticas
na presenga de 1{quidos corporais, por exemplo no sangue, uma
vez que o comprimento de onda de absorpgfo do sistema cdrante
estd suficientemente afastado do comprimento de onda de absor
p¢do da hemoglobina. Também & vantajosa a possibilidade de fa
zer a determinagdo com sistemas fotométricos tradicionais. Os
coeficientes de extingfSo molar dos cdrantes (férmula II) sfo

superiores cerca de 6 a 10 vezes ao da p-nitroanilina.

As vantagens mencionadas em relagdo aos com-
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postos habitualmente utilizados, sf@o ainda reforgadas pelo
facto de os compostos de acordo com a invengfo serem extrema-

mente solidveis e de os substratos apresentarem uma especifici

dade suﬁerior.

0s compostos de acordo com a invengfo preparam
-se de acordo com os métodos habituais da quimica dos pépti-
dos, 0s aminodcidos empregues existem, salvo indicagdo em con
trdrio, de preferéncia na forma-L. A expressdo "aminodcidos"
aplica-se a aminodcidos alfa, beta ou gama, constituidos por
2 a 15 4tomos de carbono com até 4 4tomos de azoto, 2 dtomos

de enxofre e 6 Atomos de oxigénio.

. . . o~ ’

0s aminodcidos definidos em A e B, sfo nfo sd

os que ocorrem naturalmente mas também podem ser aminodcidos
como por exemplo 4cido pipecolfnico, 4cido azetidinocarboxili

co ou fenilglicina.

Os novos compostos cromogénicos contém, de
acordo com a invengdo, um grupo cromdforo derivado da dibenzo
-1,4-oxazina(fenoxazina). Como se representa na férmula II,
estes sistemas codrantes possuem um grupo auxoerdmico, especial
mente um grupo dialquilamino, e um grupo amino colocado simé
tricamente em relagdo ao grupo dialquilamino. Os grupos 33—
-R8 representados na férmula II, podem ser iguais ou diferen-
tes e significar dtomos de hidrogénio, dtomos de halogéneo,
grupos alquilo com até 3 4tomos de carbono e 7 Atomos de hi-
drogénio ou grupos alquiloxi com até 3 Atomos de carbono e 7
dtomos de hidrogénio. O grupo amino primirio do sistema aroma
tico € capaz de, de acordo com a invengfo, formar ligagles

. . s . ’ .
amida com aminoacidos ou com peptidos.

Por isso, & também um objectivo da invengdo ,
um processo para a preparagido dos substratos cromogénicos de
acordo com a invengdo, caracterizado por se fazerem reagir de
rivados da fenoxazina de acordo com a férmula II com aminodci

dos, derivados de aminodcidos ou péptidos protegidos. Os gru-
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pos reactivos, que nfo devem reagir durante a preparacdo dos
aminodcidos C-terminais nos grupos amino primdrios do cdrante,
devem proteger-se em relagdo & sua reactividade. Como grupos
de protecgdo tempordrios utilizam-se de preferéncia grupos
protectores do tipo uretano. Entre estes contam-se por exemplo
o grupo ter-butoxicarbonilo, o grupo benziloxicarbonilo ou o
grupo bifenililpropiloxicarbonilo. Os grupos laterais reacti-
vos dos aminodcidos ou dos péptidos podem também conter gru-
pos protectores com vista & continuagfo da sintese peptidica,
que, se necessdrio, sd se removem no fim da sintese. Pode as-
sim proteger-se, por exemplo, o grupo guanidino da arginina
com o grupo nitro, o grupo tosilo ou por protonacdo, 0s gru—
pos carboxilo do dcido asparagfnico e do deido glutdmico por
esterificac8o, os grupos amino da ornitina e da lisina por
grupos protectores do tipo uretano e o grupo fendlico da tiro
sina por esterificagdo. A escolha da combinag@o dos grupos
protectores depende dos casos espec{ficos das técnicas conhe-
cidas habituais na qufmica dos péptidos, de modo que os gru-
pos protectores acima mencionados sfo apenas exemplos, uma

vez que a sua variedade é consideravelmente maior,

A formagio das ligagSes amida ou peptidicas
efectua~se de acordo com os métodos usuais na qufmica dos pé-
ptidos. Normalmente activam-se os grupos carboxilo dos aminoé
cidos ou péptidos protegidos e fazem-se reagir com os grupos
amino dos parceiros reaccionais. A activagf@io dos grupos carbo
xilo faz-se por exemplo pela técnica da carbodiimida, da azi-
da, do anidrido, do cloreto de acilo ou do ster activo, ocor
rendo as reacgSes de acoplamento entre os reagentes.nos sol-
ventes habituais, como por exemplo dimetilformamida, cloreto
de metileno, clorofdrmio, piridina, sulfdxido dimetf{lico ou
hexametilenofosfotriamida, ou nos seus derivados, conforme o
caso na presenga de bases. No Ambito do processo de acordo
com a invengdo, os derivados da fenoxazina utilizados como
reagentes de partida, podem ainda transformar-se nos isociana

tos correspondentes, que reagem com aminodcidos N-protegidos,

Utilizam-se de preferéncia, como crom$feros,
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os derivados da fenoxazina, com as Seguintes estruturasi

CI-I3 Colour Index Basic Blue 49
N;CH?CH

H,N 3 2-
2
01,0, x (ZnC1 )7/2

ou

CH3?]:::I::j[::]> Colour Index Basic Blue 12k
HN N;CH?CH

2 3 2=~
CHéCHB x(ZnClh )/2

Estes cromdforos de cor azul escura fazem-sSe
reagir de preferéncia com aminodcidos protegidos de acordo
com o processo DCC/HOBt para se obterem compostos de cor ver-
melha. No caso de se utilizar o aminodcido arginina, protege-
-Se 0 grupo -N¥ com o grupo Boc-, Z-, ou Fmoc- e o grupo —NG
com o grupo nitro-, Di~Z-, ou Mtr-. No caso da lisina, esco-

lhe-se a combinagfo de grupos protectores Boc/Z.

Para ambos os cromdforos, tanto o Colour In-
dex Basic Blue 49 como o Colour Index Basic Blue 124, obtive-
ram-se compostos anélogos do ponto de vista das suas proprie-~
dades espectrais, cujos médximos de absorgfo diferiam de menos
de 5 nm, Assim estes cdrantes, num sistema fisioldgico tampo-
nizado, apresentam uma absorgdo a cerca de 625 nm, enquanto

os compostos ligados a péptidos absorviam a 545 nm.

A formag8o dos substratos di-, tri- ou tetra-
-pept{deos pode processar-se por passos, isto é, introduzindo
aminodcidos protegidos activados ou, com vantagem, por inclu-
s8o de oligopéptidos protegidos activados. Os aminodcidos N-
~terminais existem de preferéncia na forma-D ou possuem um
grupo protector ou um grupo que fecha o N-terminal, como por

exemplo tosilo, benzoilo, acetilo, benzoiloxicarbonilo.

A remog8o dos grupos protectores permanentes,

-7 -




eventualmente a separar, efectua-se de preferéncia no fim da
. . ’ . ]
sintese. Os grupos protectores hidrolisaveis em meio acido re
movem-se com HCL 1,2N/AcOH ou com dcido trifluoroacético. Os
’ . Py .
grupos protectores separaveis por hidrogenolise removem-sSe
com passagem de hidrogénio com palddio sobre carvdo activado,
desaparecendo as propriedades corantes do croméforo de modo

reversivel.

Do ponto de vista da facilidade de remogfo
dos grupos de protecgio de N%-, os grupos hidrolisdveis em
condigfes Acidas moderadas, mostram-se como 0S mais convenien
tes., Em particular, o grupo NG-Mtr tep, nestas condigles, um

comportamento vantajoso.

Nos exemplos seguintes ilustra-se a prepara-
gdo dos substratos peptidicos. (Para as abreviaturas utiliza-
das veja-se a pdg. 18).

Exemplo 1

Triacetato de 7-(D-fenilalanil-L-prolil-L-arginilamino)-3-die-

tilamino-8-metilfenoxazdénio

Passo A: Hemitetraclorozincato de triacetato de 7-(Nx~Boc—NG—

-Mtr—arginilamino)-3-dietilamino-8-metilfenoxaz6nio

Dissolvem-se 4,3 g de N—Boc—NG—Mtr—L-arginina,
2,54 g de hemitetraclorozincato de 7-amino-3-dietilamino-8-me
tilfenoxiazdnio e 1,22 g de HOBt em 100 ml de DMF e adiciona-
-se 1,1 ml de NMM. Arrefece-se a mistura reaccional num banho
de gelo e adiciona-se 2,1 g de DCC. Apds 2 horas aquece-se &
temperatura ambiente e continua a processar-se a reacgdo de
acoplamento durante 6 horas. Separa-se o DCU precipitado por
filtragdo e evapora-se o solvente em vdcuo. Toma-se o residuo
em butanol, extrai-se trés vezes com égua e concentra-se em
vdcuo até um volume pequeno., Precipita-se o produto com aceta

. . . I d
to de etilo, filtram-se os cristais e seca-se em alto vacuo.




Rendimentos: 4,7 g
Caracterizac8o: DC Rf = 0,15 (B)

Rf = 0,39 (4)

Passo B:i Dicloridrato de 7-N'-Mtr-arginilamino-3-dietilamino-

-8-metilfenoxiazdnio

Trata-se 142 g do produto obtido no passo A
com 50 ml de HC1/AcOH 1,2N durante 30 minutos. Evapora-se o
reagente hidrolisante em vdcuo e arrasta-se duas vezes com to
lueno. Apds liofilizac8o obt&m-se 950 mg de um pé cristalino

vermelho.

Controle de pureza: DC Rf = 0,17 (4)

Passo C: Cloridrako de 7-(N¥-Boc-D-fenilalanil-L-prolil-NC-

~Mtr-arginilamino )-3-dietilamino-8-metilfenoxazdnio

Dissolvem-se 720 mg do produto obtido no pas-
so B, juntamente com 135 mg de HOBt e 362 mg de Boc-D-Phe-OH
em 25 ml de DMF e arrefece-se a 4°C em banho de gelo. Adicio-
na-se 45 mg de DCC e agita-se durante 2 horas a 4°C e durante

12 horas & temperatura ambiente. Separa-se o DCU precipitado

por filtragfo e evapora-se o solvente. Cromatografa-se o resé
duo oleoso sobre sflica gel (100 g de silica gel 60, 40-63 um,
eluente D){ Para posterior purificacgdo cromatografa-se o pro-

duto em (R)Sephadex LH20 (MeOH).
Rendimento: 290 mg

Controle de pureza: DC Rf = 0,48 (D)

Passo D: Triacetato de 7-(D-femilalanil-L-prolil-L-arginilami-

no )-3-dietilamino-8-metilf enoxazdnio

Tratam-se 200 mg do substrato obtido no passo
C, apds secagem simples, com 4,5 ml de dcido trifluoroacético

e 0,5 ml de anisole durante 4 horas a MOOC. Destila-se o aci-
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do em vdcuo e purifica-se o resfduo por cromatografia de per-
muta idnica em celulose CM {Whatman CM 32, gradiente de aceta
to de aménio de 0,01l M a pH 4,5 a 0,3 M a pH 6,8). Remove~se

o tamp8io de eluigdo por liofilizag8io repetida.

Rendimento: 135 mg de pd vermelho

Controle de pureza: DC Rf = 0,27 (20/10/2/1)
0,98

Pro 1,04

Arg = 1,00

Andlise de aminodcidos: Phe

Teor peptfcico = 96%

Exemplo 2

Diacetato de 7-(L-alanil-L-alanil-L-fenilalanil)-2-dietilami-

. 4 .
no-8-metil-fenoxazonio

Passo 1 Hemitetraclorozincato de 7—(Boc-L-fenilalanil)-j—die—

tilamino-8-metil-fenoxazdnio

Dissolvem-se 1,33 g de Boc-L-Phe, 1,41 g de
hemitetraclorozincato de 7-amino-3-dietilamino-8-metil-fenoxa
zénio e 0,76 g de HOBt em 50 ml de DMF e arrefece-se a OOC.
Adicionam-se 0,55 ml de NMM e 1,05 g de DCC. Agita-se a mistu
ra reaccional em banho de gelo durante 2 horas e a temperatu-
ra ambiente durante 3 horas. Filtra-se o DCU precipitado, con
centra-se o filtrado e dissolve-se o residuo em MeOH. Precipi
ta-se o produto por adigdo de éter, Filtram-se os cristais e

secam-se em alto vdcuo.

Rendimento: 1,95 g
Controle de pureza: DC Rf = 0,77 (C)

Passo 2 Dicloridrato de 7-L-fenilalanil-3-dietilamino-8-me-

til-fenoxazdnio

Agita-se 1,8 g do produto obtido no passo 1,
apds remogdo do grupo Boc, com 50 ml de HC1/AcOH, durante 25
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minutos. Destila-se o reagente hidrolisante em vdcuo e arras-
ta-se duas vezes o produto oleoso com tolueno. Toma-se o resé
duo em égua e extrai-se duas vezes com uma mistura de butanol/

acetato de etilo (1:2/razédo volumétrica). Liofiliza-se a fase

aquosa.,
Rendimento: 1,65 g

Controle de pureza: DC Rf = 0,26 (D)

Passo 3 Cloridrato de 7-Boc~L-alanil-L-alanil-L-fenilalanil-

-B-dietilamino—B—metil-fenoxazénio

Dissolve-se 1 g de Boc-Ala-Ala-OH, 0,58 g de
HOBt e 1,6 g do produto obtido no passo 2 em 59 ml de DMF e
arrefece-se em banho de gelo., Adiciona-se 0,8 g de DCC e k2o
Pl de NMM e agita-se uma hora em banho de gelo e L horassiteg
peratura ambiente. Filtra-se a parte insoléivel e evapora-se o
solvente em vdcuo. Cromatografa-se o residuo oleoso sobre si-
lica gel (100 g de sflica gel, 40-63 pm, eluente D). Para pu-
rificag8o posterior cromatografa-se o produto sobre R Sepha-

dex LH20 (MeOH).
Rendimento: 820 mg

Controle de pureza: DC Rf = 0,45 (D)

Passo 4 Diacetato de 7-L-alanil-L-alanil-L-fenilalanil-3-die-

tilamino-8-metilfenoxazdnio

Agita-se 300 mg do produto obtido no passo 3
em 20 ml de HC1l/AcOH durante 25 minutos, Destila-se o dcido
em vicuo e removem-se os vestfgios dcidos por destilaclo com
tolueno (duas vezes). Purifica-se o resf{duo por cromatografia
de permuta idnica (Whatman CM 32, gradiente de acetato de amé
nio de 0,01 M a pH 4,5 a 0,3 M a pH 6,8). Obtém-se o produto

puro cristalino por liofilizacgdo.
Rendimento: 160 mg

Controle de pureza: DC Rf = 0,53 (20/10/2/1)
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Andlise de aminoacidos: Ala 2,06

Phe 1,00

Teor peptidico: 0,89

De modo anélogo preparam-se OS compostos/sub—

stractos apresentados na Tabela I
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Abreviaturas

pNA p-nitroanilina (para—nitroanilina)

Blue 49 hemitetraclorozincato (ou -acetato) de 7~amino-3-die
tilamino-8~metilfenoxazdnio

Blue 124 hemitetraclorozincato (ou -acetato) de 7-amino-3-die

tilamino-8-metoxifenoxazdnio
G

N grupo azotado da fungfo guanidino da arginina
Mtr b-metoxi-2,3,6-trimetilfenilsulfonilo
Boc ter-butiloxicarbonilo

HOB% hidroxibenzotriazole

DME dimetilformamida

NMM N-metilmorfolina

Dce diciclohexilcarbodiimida

DCU diciclohexilureia

DC cromatografia em camada fina

Ra _ factor de retengdo

AcOH dcido acético

MeOH metanol

oD densidade dptica

Z carbobenzoxi-~

Fmoc 9-fluoreniloxicarbonilo

FPluentes para a cromatografia em camada fina:

A butanol/dcido acético/dgua 3:1:1 (partes em volume)
B cloroférmio/metanol/4cido acético 50:10:5(partes em volume)
¢ clorofdrmio/metanol/dcido acético 50:10:25(partes em volume)
D

cloroférmio/metanol /dcido acético 50:15:3(partes em volume)

. ' d
As abreviaturas dos aminoacidos estfoc de acor

do com as regras IUPACIUB (Biochem. J. 219, 345-373, 1984).
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REIVINDICAGAO

Processo para a preparagdo de um composto de
férmula (I)

R8 R

%7 A &
R (1)

X-A-B-C - NH Y NN
R

na qual

X significa um dtomo de hidrogénio, um grupo que bloqueia de
forma irreversivel um grupo amino terminal, ou um grupo de
protecgdo habitual em quimica de péptidos, como por exemplo

Boc¢-, Z- ou Fmoc~-,

A e B podem ser iguais ou diferentes e
significam um aminodcido alfa, beta ou gama, constituido
por 2 a 15 dtomos de carbono, com até 4 ftomos de azoto, 2
dtomos de enxofre e 6 dtomos de oxigénio, cujas cadeias la
terais podem ser substituidas, e B significa, conforme o

caso, um dipéptido formado a partir destes aminodcidos,

C significa arginina, lisina, tirosina, fenilalanina ou tri-
ptofano, bem como oS seus homdélogos,

Rl e R2 sdo iguais ou diferentes e
significam um 4dtomo de hidrogénio ou um grupo alquilo com

I d rd
até 4 dtomos de carbono,

R, até Rg sfo iguais ou diferentes e
significam hidrogénio, um grupo alquilo, um grupo alquilo-

I ¢
xi ou um halogeneo,

. . . . | O
Y significa oxigenio e
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An~ significa um anifo,

. . F 4 .
bem como dos sSeus sais soltiveis em Adgua, caracterizado por se

condensar um derivado de aminodcido de férmula (II)
Rg Ry

(11)

na qual

Rl a R8’ An~, Y e C possuem os mesmos significados que na fég
mula (I), podendo contudo ainda os grupos reactivos dos amino
dcidos estarem blogueados por grupos protectores, com um oli-

gopéptido de férmula geral (III)
X~-A-3B- 0H (11I)
em que

X, A e B t8m os significados acima mencionados, mas X nio &
hidrOgénio e sim um grupo protector ou um grupo que fecha de
forma irreversivel o N-terminal, ou com um aminodcido protegi
do, correspondente & férmula geral (IV)

- A - OH

X
(xv)
X -8B - 0H

em que X, A ¢ B possuem os significados acima mencionados.

A requerente declara que o primeiro pedido
desta patente foi apresentado na Replblica Federal Alem& em
28 de Agosto de 1986, sob o n? P 36 29 175.7.

Lisboa, 26 de Agosto de 1987




RESUMDO

"PROCESSO PARA A PREPARAQKO DE COMPOSTOS CROMOGENICOS™

A inveng8o refere-se a um processo para a pre

parac8o de um composto de férmula (I)

Rg R,
Ry Xy Ry
[ ° (1)
X -A-B-C - NI Ny e _
| * An
R Ry, Ry

e dos seus sais solfiveis em 4dgua, que compreende condensar-se

um derivado de aminodcido de férmula (II)

Rg Ry
Ry X R,
H - C - NH »® (1)
; |
Rg R,

* An
R2

com um oligopéptido de férmula geral (III)
X~-A-B - 0H (zT1)

ou com um aminodcido protegido, correspondente a férmula ge-
ral (IV)
X - A -0H

(zv)
X -B - OH
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