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Bryns Patentkontor A/S-

Analogifremgangsmate til fremstilling
av acylderivater av kallikrein-trypsin-

inhibitoren.

Kallikrein-trypsin-inhibitoren,i det fglgende betegnet
som KTI ("trasylol"),har i de senere &r vert et helt spesielt verdi-
fullt legemiddel, fremfor alt overfor betennelsesprosesser og overfor

KTI lagres sterkt i nyrene hvilket har til fdlge at
KTI-blodspeilet synker temmelig hurtig. Man har av denne grunn til-

°

strebet & finne KTI-derivater 'som lagres mindre sterkt i nyrene og
som derfor gir et lengere vedvarende hgyt blodspeil.

Det er nd blitt funnet at acylderivater av XTI oppfyller

dette krav i hgy grad.

I britisk patent nr. 1.173.556 omtales acylderivater
av KTI fremstillet ved direkte omsetning av KTI med N-karboksyanhydrid
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av en aminosyre; spesielt omtales polyglutamyl- og polyseryl-KTI.
Slik direkte omsetning fremstiller imidlertid acyl-KTI, hvori det
reaktive senter av KTI-molekylet er acylért og derfor inaktivert i
en del av molekylene. Disse kjente acyl-KTTI er derfor vesentlig
mindre aktive enn ikke modifisert KTI.

Med acylderivater skal det her forstds alle de deri-
vater av KTI hvori e-aminogruppen av lysin-resten av XTI i stilling
26, U1 og 46 samt aminogruppen av det N-terminale arginin av KTT del-
vis eller fullstendig er acylert, nemlig s8vel ved karboksylsyre som
ogsd med sulfonsyreester.

Antallet av de angjeldende acyleringsmidleﬁ er meget
stort. Eksempelvis kan det nevnes:

Eddiksyreanhydrid

Acetylklorid

Diacetyl

Trifluoreddiksyre-tioetylester

N,S-diacetyl-2-aminocetantiol

Nitrofenylacetat

Trinitrobenzolsulfonsyre

N-acetylimidazol

N-trifluoracetylimidazol

Tetrafluorravsyreanhydrid

Trifluoreddiksyreanhydrid

Keten

N-acetyl-alanin-p-nitrofenylester

Homoserinlacton

Benzyloksykarbonylklorid

N-etoksykarbonyl-ftalimid. .

De nye forbindelser som fremstilles ifglge oppfinnelsen
er likesd godt tdlbare som KTI."En vesentlig fordel ved de nye for-
bindelser bestdr i at de ikke lagres meget sterkt i nyrene og derfor
gir et langvarig hgyt blodspeil.‘ De nye forbindelser utskilles des-
suten med urinen og har derfor vist seg spesielt verdifulle ved
sykdommer av urogenitalkanalen. Det har for¢vfig den samme aktivitet
som KTI selv. ' )

Denne aktivitet males i inhibitorenheten IE. En IE-
tilsvarer hemningene av aktiviteten av et mg trypsin, milt med
N-a-benzoyl-DL~arginin-p-nitroanilid som substrat under fglgende
standardbetingelser:
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3 ml samlet volum

Temperatur 250C

i cm lysveil

1 mg substrat i 1 ml destillert vann

+ 10 mE trypsin i 0,001 normal HC1

+ x ml inhibitoropplgsning

ad 3,0 ml 9,2 molar trietanolaminpuffer

pH 7,8

0,02 mol kalsiumklorid.

Oppfinnelsen vedrgrer altsd fremstilling av acylderivater
av kallikrein-trypsin-inhibitoren (KTI), hvori minst en aminogruppe
valgt fra e-aminogruppen av lysinresiduet ved 26-, Ul- og 46-
stillingene og aminogruppen av den N-terminale argininrest er acylert,
men det reaktive senter av KTI forblir uacylert.

De nye forbindelser fremstilles ved at man i fgrste rekke
pd 1 og for seg kjent m8te overfgrer KTI med enzymer, f.eks. trypsin
i et KTI-enzym-kompleks/Chauvet og. Acher, J.Biol. Chemistry 242,
(1967), side U274). Dette kompleks omsettes deretter med de ovennevnte
acyleringsmidlier. Av de sdledes dannede acyl-KTI-komplekser, av-
spaltes enzymet p& i og for seg kjent mite (se ovennevnte litteratur).
Man f8r derved acylderivatene av KTI i forholdsvis ren form, hensikts-
messig underkastes de imidlertid ved de i og for seg kjente rense-
metoder for eksempel gelfiltrering eller ioneutvekslingskromatografi.

' De i denne fremgangsmite gjennomfdrte bihding av KTI til
et enzym og senere avspaltning av enzymet er ngdvendig for & hindre
en acylering av det reaktivé sentrum av KTI.

Acylderivatene Tremstilt ifglge oppfinnelsen av KTI, kan
anvendes i medisinen for samme indikasjoner for hvilke man med godt
resultat i mange &r har anvendt KTI selv. Ogs& applikasjonsformene
og dosene som skal anvendes tilsvarer sterkt de som er kjent fra KTI.
Eksempel 1. _ . '

50 mg KTI og 188 mg trypsin opplgses i 30 ml isavkjglt
(OOC), 0,1 molar NaHCO;-puffer pH 8,5 (innstilt med 2 normal NaOH).
Opplgsningen blandes s& lenge med smid mengder trypsin, resp. KTI
inntil det med 0,05 ml pr¢vér ikke mere kan fastslds noen trypsin-
hemmende resp. tryptisk aktivitet. Den s8ledes dannede opplgsning av
KTI-trypsinkomplekset blandes etter to timers henstand (0°¢) mea
0,5 g finpulverisert maleinsyreanhydrid og oppl@gsningens pH-verdi
holdes ved stadig tilsetning av 2 normal NaOH ved 8,5. Hver gang
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mot slutten av forsjokningsreaksjonen (synlig pd sterk tilbakegang

av forbruk av natronlut) tilsettes ytterligere 0,5 g maleinsyreanhy-
drid, tilsammen 2 g i U4 porsjoner. Nar etter den siste tilsetning

av maleinsyreanhydrid pH-verdien har stabilisert seg, tilsettes 18,5 g
urinstoff til en sluttkonsentrasjon p8 6 molar til opplgsningen og
innstilles med 2 normal HC1l pH-verdien pd 1,9, idet maleinsyren og

en del av det modifiserte trypsin faller ubt. I fullstendig utfelling
av det modifiserte trypsin, innrgres 2,5 g ammoniumsulfat i den til
0% avkj@glte suspensjon. Utfellingen frasentrifugeres deretter under
avkj@gling, den overstdende klare opplgsning avdekanteres, blandes

med 2 ml 0,2 molar trietanolaminpuffer pH 7,8, og ngytraliseres med

2 normal NaOH (pH 7-8). Den ngytrale opplgsning som inneholder
tetra(maleoyl)-XTI ved siden av mindre mengder av maleinsyre og
modifisert KTI-trypsinkompleks p&fdres pd en sefadex G50-sgyle som
p& forhédnd ble ekvilibrert med 0,02 molar ammoniumacetatpuffer, pH
6,0. Fraksjoneringen etter molekylstdrrelse foregdr med samme puffer
som elueringsmiddel. Ved den tetra(maleoyl);KTI—holdige fraksjon
inndampes i vakuﬁmrotasjonsfordamper véd 20°¢C badetemperatur til

ca. 5 ml og avsaltes ved hjelp av en bio-gel-P-2-sgyle, hvorved det
som elueringsmiddel anvendes destillert vann. Den saltfrie fraksjon
av tetra(maleoyl)-KTI lyofiliseres.

Utbytte: Referert til anvendt mengde av nativt KTI
utgjgr utbytte av lyofilisert tetra(maleoyl)-KTI 84% med spesifikk
aktivitet p& 3,3 IE/mg. ' I
Eksempel 2.

Analogt den i eksempel 1 omtalte fremgangsmite dannes
ved omsetning av KTI-trypsin-komplekset med den halve mengde av
maleinsyreanhydridvtri(maleoyl)—KTI idet ved siden av dette, dannes

dessuten tetra(maleoyl)-KTI. Etter fraksjonering ved gelfiltrering

-p& Sephadex G50 p&fgres 300-500 y blandingen. av reaksjonsproduktet

pé celluloseacetatfolie som ble impregnert med 0,05 molar boratpuffer

pH 8,0. Elektrofefogrammets lgpetid utgjgdr en time ved en spenning

p& 6 V/em. Det fdes to bi&nd som ved vandringsstrekningene p& 0,56

er karakteristisk for tetra(maleoyl)-KTI og for 0,65 for tri(maleoyl)-

KTI, referert til en vandringsstrekning pad 1,0 for den native KTI.

Ved preparativf elektroforese med f.eks. polyakrylamidgel som be&re-

materiale lar det seg utvinne de to derivater av KTI i stir mdlestokk.
Utbytte: Referert til den abvendte mengde av nativt KTI,

utgjgr utbyttet av lyofilisert materiale 85% med spesifikk aktivitet
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pd 3,3 IE/mg. Forholdet mellom tetra~ og tri(maleoyl)-KTI utgjgr
2/% til 1/3.
Eksempel 3.

200 mg KTI og 715 mg trypsin opplgses i 50 ml isavkjglt
puffer og analogt den i eksempel 1 omtalte fremgangsm&te dannes KTI-
trypsinkomplekset. Opplgsningen av KTI-trypsin-komplekset omsettes
med 2 g ravsyreanhydrid, tilsatt i 4 porsjoner til tetra(succinyl)-
KTI. Etter utfelling av det modifiserte trypsin med ammoniumsulfat
frafiltreres utfellingen og filtratet innstilles med 8 N NaCOH til
pH 6,5. Denne oppl¢gsning pafgres pd& en Sephadex G50-sgyle som ble
ekvilibrert med 0,01 molar eddiksyre. Som elueringsmiddel tjener
0,01 molar eddiksyre. Den tetra(succinyl)-KTI-holdige fraksjon
lyofiliseres. Utbytte: Referert til anvendt mengde av nativt KTI,
utgjgr utbyttet (i flere forsgk) av lyofilisert tetra(succinyl)-KTI
80~90% med en spesifikk aktivitet p& 3,3-3,7 IE/mg.

Eksempel 1.

200 mg KTI omsettes analogt den 1 eksempel 1 omtalte
fremgangsmdte med 715 mg trypsin til KTI-trypsin-kompleks. Komplek-
sets opplgsning omsettes med 2 g acetylmerkaptoravsyre-anhydrid,
tilsatt i 4 porsjoner, til en blanding av tetra-, tri-, di- og
mono(acetylmerkaptosuceinyl)-KTI, som etter kjente metoder lar seg
adskille elektroforetisk i enkeltkomponentene. »
Utbytte: Referert til mengden av anvendt nativt KTI, utgjér utbyttet
av lyofilisert materiale 80% med en spesifikk aktivitet pd 3,3-3,7
IE/nig. '

Eksempel 5.

50 mg KTI og 188 mg trypsin reagérer analogt den 1 -
eksempel 1 omtalte fremgangsmdte til KTI-trypsin-kompleks. Kompleks-
ets opplgsning tilsettes 2 g karboksymetylmerkaptoravsyreanhydrid 1
4 porsjoner. Etter tilsetning av urinstoff og surgjgring av reak-
sjonsblandingen med 2 N HCl1 til pH 2,0, tilsettes trikloreddiksyre
t£11 en sluttkonsentrasjon pd 3%. Det utfelte modifiserte trypsin
frafiltreres og filtratet innstilles med 8 N NaOH til pH 6,5. Opp-
lgsningen kromatograferes p& en Sephadex G50 sgyle som ble ekvili-
brert med 0,01 molar eddiksyre og fraksjonen som inneholder modifi-
sert XTI lyofiliseres. Den modifiserte KTI oppdeles ifglge den i
eksempel 2 omtalte fremgangs 3

te ved elektroforese pd celluloseacetat-
folie i tetra-(karboksymetylmerkaptosuccinyl)-KTI og tri(karboksy-
metylmerkaptosuccinyl)-KTI. ’
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Utbytte: Referert til anvendt mengde av nativt KTI,
utgjgr utbyttet av lyofilisert tetra- og tri(karboksymetyl-merkapto-
succinyl)-KTI 65% med en spesifixk aktivitet pd 3,3 -~ 3,7 IE/mg.
Eksempel 6.

Oppl¢sningen av 50 mg av det native KTI og 190 mg trypsin
i 15 ml 0,1 molar NaHCOB—pufﬁer, pH 8,5 blandes'godt med en opplgsning
av 50 mg l-dimetylaminonaftalin-5-sulfonyl (Dansyl)-klorid i 7,5 ml
aceton og reaksjonsblandingen inkuberes i 18 timer ved 20°c. Deretter
surgjgres reaksjonsblandingen med 2 N HC1l til pH 2,0 og trikloreddik-
syre tilsettes til en sluttkonsentrasjon p& 3%. Etter kort henstand
frafiltreres det modifiserte trypsin og filtratet kromatograferes pé
en Sephadex G-50-sgyle som ble ekvilibrert med forty-net maursyre,
pH 2,0. TFraksjonene elueres med maursyre, pH 2,0 og den Dansyl-KTI-
holdige opplgsning lyofiliseres.

Utbytte: Referert til mengde av anvendt nativt KTI, utgjgr utbyttet
av lyofilisert poly-(l-dimetylamino-naftalin-5-sulfonyl)-KTI 35% med
en spesifikk aktivitet p& 3,3 - 3,7 IE/mg.

Eksempel 7.

Opplgsningen av 50 mg av nativt KTI og 190 mg trypsin i
30 ml 0,1 molar 'NaHCOB—puffer, pH 8,5, blandes i ldpet av 2 timer
under 1livlig omrgring med 2 g homocystein-tiolakton-hydroklorid i
porsjoner p& 0,5 g, idet det arbeides 1 nitrogenatmosfere. Etter til-
setning av urinstoff inntil en sluttkonsentrasjon pd 6 molar og tri-
kloreddiksyre til en sluttkonsentrasjon pd 3%, viderearbeides uten
nitrogenatmosfzre. Blandingen ble hensatt i kort tid, deretter ble
utfellingen frafiltrert og filtratet innstilt med 8. N NaOH p& pH 6,0.
Praksjonering ved gelfiltrering pd Sephadex G50 foregikk ifglge den
i eksempel 1 omtalte metode. Fraksjonen som inneholder blandingen
av poly(o-amino-y-merkaptobutyryl)-KTI lyofiliseres.

Utbytte: Referert til anvendt mengde av nativt KTI, utgjdr utbyttet
av lyofilisert poly(a-amino~y-merkaptobutyryl)~XKTI 60% med en spesi-
fikk aktivitet pd 3,3 - 3,7 IE/mg.

P.a_t e n t kKray

Analogifremgangsméite til fremstilling -av acylderivater
av kallikrein~trypsin-inhibitoren, hvor minst en aminogruppe valgt
fra e-aminogruppen av lysinresiduer ved 26-, U1l- og Ub6-stillinger
og aminogruppen av den N-terminale argininrest er acylert, men det
reaktive senter av KTI forblir uvacylert, karakterisert
v e d at man overfgrer kallikrein-trypsin-inhibitoren i et enzym-
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kompleks, behandler dette med acylerende midler og spalter det

derved dannede acyl-kallikrein-trypéin-inhibitor—enzymkompleks pa
i og for seg kjent méte.

(56) Anfgrte publikasjoner: Ingen.
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