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Uusia polypeptidejd, joilla on veren hyytymistd estdvd vaiku-
tus, menetelmd niiden valmistamiseksi tai talteenottamiseksi,

niiden kdyttd ja niitd sisdltdvid aineita

Hyytymisen estoaineita kdytetddn trombo-embolisten
prosessien ehkdisyyn ja hoitoon; niiden pddkdyttdalue on
+4118in ennenkaikkea laskimoveritukkotulppaumissa. Hyytymisen
estoaineita tarvitaan edelleen verisdilykkeiden valmistuk-
sessa. 4-hydroksikumariinin tai 1,4-indaanidiolien johdannai-
silla, joita esimerkiksi kdytetddn tdhdn tarkoitukseen, on
laajalle ulottuvasta optimoinnista huolimatta joukko haittoja
(vrt. esim. Mutschler, Arzneimittelwirkungen, 4. painos,
Stuttgart 1981, sivu 375-).

Sen tdhden on toivottavaa, ettd erityisesti ihmisliike-
tieteessd, on kiytettdvissd veren hyytymistd estdvii aineita,
joilla on vdh&dinen myrkyllisyys ja vdhdn sivuvaikutuksia ja
jotka aineenvaihduntansa kautta eivdt muodosta rasitusta
sairastuneelle organismille.

Paitsi kehon omilla plasmaattisilla estoaineilla kuten
Antitrombiini III:lla on myds monilla muilla proteiineilla
veren hyytymistd estdvd vaikutus, kuten esim. Kunitz-inhi-
biittorilla, jota saadaan soijapavuista. Td&mid estoaine
katkaisee veren hyytymistapahtuman estidmilli aktivoitua
tekijdd Xa, mutta td@mén inhibiittorin spesifisyys on niin
pieni, ettd syntyy monia sivuvaikutuksia; plasmakallikreii~
nin, plasmiinin, trypsiinin estyminen, niin ettd terapeutti-
set kdyttdtarkoitukset ovat poissuljetut. Mydskdin muilla
vaikutusaineilla, kuten Ascaris- tai Kazals-inhibiittoreilla
ei puuttuvan spesifisyyden takia ole merkitystd.

Hirudiinilla (The Merck Index, 9. painos, Rahway
1976, sivu 618; Pharmazie 36 (1981) n:o 10), eriilli Hirudo
medicinalis-lajista saadulla polypeptidilli on sen sijaan
spesifinen antitrombiini-vaikutus (vrt. esim. Markwardt,
Blutgerinnungshemmende Wirkstoffe aus blutaugenden Tieren,
Jena 1963). TySlds menetelmd sen eristdmiseksi ja puhdista-
miseksi on t&hdn asti vaikuttanut epidedullisesti sen kidytdn-

nén kdyttdon.
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Nyt keksittiin yll&ttden, ettd iilimadoista voidaan
eristii erittdin aktiivista polypeptidid, jolla on kaava II,

jossa R on vety tai SOBH.

1 2 3 4 - 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
H-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Giu~Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-

15 16 17 18 19 20 21 22 23 2% 25 26 27 28
-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys~-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu~-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu-
43 w4 w5 46 47 48 #8% 50 51 52 53 54 55 56
-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln--Ser-His-Asn-Asp-G8ly-Asp-Phe-Glu-~

$7 58 59 60 61 62 63 64

~Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr(R)-Leu~Gln-OH (11)

Keksinn®dn kohteena on siten polypeptidejd, joilla
on kaava I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
H—(X)m—Y-Tyr—Thr~Asp-Cys-Thr-Glu—Ser—Gly-Gln~Asn-Leu—Cys—Leu—

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
—Cys~G1u*Gly—Ser—Asn-Val-Cys—Gly~Gln~G1y~Asn-Lys—Cys—Ile-

23 30 31 32 33 3% 35 36 37 3B 39 40 &} 42
—JeunGly-Ser~Asp-Gly-Glu—Lys—Asn—Gln—Cys~Val-Thr—Gly~Glu—
k3 4% 45 46 47 48 w9 S50 5] .52 53 Su, 85 sg
-Gly~Thr—Pro—Lys-Pro—Gln-SeruHis*AsanSp—Gly—Asp-Phe—Glu—

57 58 58 60 61 62 63 6n
-Glu—Ile-Pro—Glu—Glu-Tyr(R)—Leu—Gln—(Z)n—OH (1)

jossa m = 0-50; n = 0-100; R on fenoli-vety tai fenoli-
esteriryhmi; X tarkoittaa luonnossa esiintyvien ~amino-
happojen samanlaisia tai erilaisia t&hteitd; Y on Val, Ile,
Thr, Leu tai Phe; ja Z tarkoittaa luonnossa esiintyvien
A~aminohappojen samanlaisia tai erilaisia tdhteitd ja
jossa kulloinkin 2 6:sta Cys-tdhteestd asemissa 5, 13, 15,
21, 27 ja 38 on kytkeytynyt disulfidi-silloilla, sekd nii-
den fysiologisesti siedettdvid suoloja, lukuunottamatta
polypeptidid, jolla on kaava I, jossa H—(X)m—Y on H-Val-val
ja n = 0.

Luonnossa esiintyvid «-aminohappoja ovat erityisesti
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Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, Ile, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys,
Het, Arg, Lys, Hyl, Orn, Cit, Tyr, Phe, Trp, His, Pro ja Hyp.

R on edullisesti vety, SO3H tai P03H2, Y on edulli-
sesti Thr ja m ja n ovat edullisesti molemmat O.

Edullisia merkityvksid X:1le ja Z:1le ovat Ala, Ile,
Val, Tyr tai Phe.

Suoloina tulevat kysymykseen erityisesti alkali- ja
maa-alkalimetallisuolat, suolat fysiologisesti siedettdvien
amiinien kanssa sekd suolat fysiologisesti siedettdvien
happojen, kuten HCl:n, HZSO4:n, maleiinihapon tai etikka-
hapon kanssa.

Keksinndn kohteena on myds biologisesti aktiivisia
peptidipilkontatuotteita, joita saadaan ndiden polypeptidien
kemiallisella tai entsymaattisella pilkonnalla.

Keksinndn kohteena on edelleen menetelmd puhdistetun
polypeptidin, jolla on edelld mainittu kaava, saamiseksi,
joka menetelmd on tunnettu siitd, ettd polypeptidi Annelida-
heimon madoista eristetddn uuttomenetelmien, saostusmenetel-~
mien, membraanisuodatuksen ja/tai kromatografisten menetel-
mien yhdistelmdn avulla ja saatu peptidi mahdollisesti muu-
tetaan fysiologisesti siedettdviksi suocloikseen.

Ti&td polypeptidid saadaan edullisesti Hirudinea-
ryhmén madoista, erityisesti Gnathobdellida-lahkon madoista.
Edullisia ovat suvut Hirudo ja Haemodipsa. Erityisen edulli-
nen on Hirudo-suku ja siitd varsinkin Hirudo medicinalis.
Iilimadon kaulan imusolmukkeen ohella voidaan k&yttdid my&s
sen kehon etuosaa tai koko iilimatoa.

Erds menetelmdd raakauutteen saamiseksi iilimadoista
on selostettu julkaisussa Enzymology, nide 5 "Hirudin as an
Inhibitor of Thrombin". Puhdistusmenetelmi Hirudin'ille
tunnetaan julkaisusta Bull. Soc. Chim. Biol. 45 (1963) 55.

Keksinndn mukaisessa menetelmdssd on erityisesti
osoittautunut hyddylliseksi saostusmenetelmien ja geeli-
l4pidisy-kromatografian tai ultrasuodatuksen ja tarkkaan
erottelevan jakokromatografian "Reverse-Phase"-aineksella ja
kromatografian piihappogeelillid tai alumiinioksidilla yhdis-
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telmd. Raakauutteen laadun mukaan voidaan edullisesti kdyttdd
kuitenkin myds muita kromatografia-menetelmid (mahdollisesti
myds yhdistelmdnid edelld mainittujen menetelmien kanssa),
kuten esim. kationin- tai anioninvaihtokromatografiaa,
kromatografiaa ei-spesifisilld absorboivilla aineilla, eri-
tyisesti hydroksyylipatiitilla.

Esimerkiksi kromatografiaa varten sopivan raakauutteen
saamiseksi voidaan iilimadon pédn osat hienontaa pakastetussa
tilassa ja uuttaa vesipitoisella puskuriliuoksella (esim.
fosfaatti-puskurilla). Liukenematon aines erotetaan esim.
linkoamalla lyhyesti tai suodattamalla harsokankaan lédpi ja
polypeptidi erotetaan ja eristetddn ndin saadusta uutteesta.
On edullista kuumentaa tdm&8 uute nopeasti 70~9OOC:seen, kos~-
ka tdten proteolyyttisten entsyymien pddosa denaturoituu ja
saostuu, ja niiden erottaminen voi siten tapahtua esimerkiksi
linkcamalla. Uutteesta eristetddn proteiini-jae, joka sisdl-
tdd keksinndn mukaisen peptidin, esim. sacostamalla silla
tavalla, ettd uute lisdtddn veden kanssa sekoittuvaan orgaa-
niseen liuottimeen. Esim. asetonja voidaan kdyttdd monin-
kertainen mdidrd, edullisesti n. 10-kertainen mddrd uutteeseen
ndhden, jolloin saostaminen suoritetaan kylmdssd, tavalli-
sesti 0 - -4OOC:ssa, edullisesti n. -200C:ssa.

Tdstd raakauutteesta voidaan suurempimolekyylipainoi-
set proteiinit erottaa esim. ultrasuodatuksella tai geeli-
ldpdisykromatografialla. Suuremmilla pénoksilla voi ultra-
suodattaminen tapahtua esim. kahdessa vaiheessa: ensimmidi-
sessd vailheessa tyOskennellddn kapillaarimembraanilla, jonka
erotusraja on 500 000 daltonia ja sitten toisessa vaiheessa
hienomembraanilla, jonka erotusraja on 10 000 daltonia.
Kapillaarimembraanin avulla pdédstddn suurempimolekyylisen
aineksen nopeaan erottamiseen, joka estdisi selektiivisesti
toimivan hienomembraanin lédpivirtausta. Pienilld mddrilld
voidaan luopua myds ensimmdisen vaiheen ultrasuodatuksesta.

Erds tcinen mahdollisuus saostamisen suorittamiseksi
on lisdtd suoloja, kuten esim, ammoniumsulfaattia. pH~ohjauk—'

sella saostaminen saavuttaa tietyn selektiivisyyden. Keksin-
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ndn mukaista peptidid, jonka isoelektrinen piste on 3,9,
voidaan pH-alueella v&dliltd 3-5, edullisesti n. 4:ssd, ammo-
niumsulfaattia lisddmidlld saostaa n. 50 %:n pitoisuuteen
asti, jolloin joukko mukana seuraavia proteiineja td118&in
jd4 liuokseen. Myds tidmd saostaminen suoritetaan j&dhdytyksen
alaisena n. ~5 - +15°%:ssa, edullisesti valilli 0 - +4°C.

Ndin saatu aines koostuu tdh&n asti kdytetystd mene-
telmdstd johtuen yhd vield polypeptidien seoksesta. Erds
edullinen menetelmd kaavan II, Jjossa R=H tai SOBH, inhibiit-
torin saamiseksi perustuu siihen, ettd raakauutetta fraktio-
noidaan yhden tai useamman tarkkaan erottelevan kromatografia-
systeemin ldpi. T&md Jjae voidaan sitten puolestaan toisella
tarkkaan erottelevalla kromatografiasysteemilld jakaa yksit-
tdisiksi komponenteiksi ja siten eristdd kaavan II inhibiit-
torit.

Edullisiksi ensimmdisend kromatografisena vaiheena
ndiden inhibiittoreiden talteenotossa ovat osoittautuneet
menetelmdt, jollaisia tunnetaan esim. EP-A-82359:std. T4dl-
16in proteiiniseokset erotetaan tavanomaisella piihappogee-
1illd, jolla on sopiva osaskoko, tai piihappogeeli-valmis-
pylvdilld (kuten esim. LobarR-pylvaallé) puskurisysteemin
avulla.

Ndytteen vieminen pylvddseen voidaan suorittaa esi-
tasapainotetulla pylvddlld. Ilman haittaa voidaan ainesseos
kuitenkin tuoda myds kuivaan pylvédseen.

Proteiiniseoksen ja absorboivien aineiden vdlinen
suhde 1:50 - 1:200 on osoittautunut edulliseksi. _

Eluointi voi tapahtua puskurilla, jossa on klorofor-
mia, metanolia, jddetikkaa, vettd ja trietyyliamiinia.

Tdéhdn voidaan kuitenkin kdyttdd myds muita puskuriliuoksia,
kuten esim. 70 % etanolia, 30 % Tris-puskuria (0,05 M,
pH 8,0).

Viimeinen puhdistusvaihe kdsitt8d kromatografisen
erotuksen "Reverse-Phase"-aineksella. HPLC-teknologian suuren
erottelukyvyn ansiosta vrt. esim. "High Performance Liquid

Chromatography Advances and Perspectives", nide 3, Csaba
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Horvath, Academic Press, 1983, sivut 50-83 tai "Methods of
Enzymology", nide 91, sivut 137-190 ja 352-359, 1983 on
mahdollista erottaa kaavan II inhibiittorit mydtdseuraavista
proteiineista ja valmistaa puhtaana.

Paikallaanpysyvdd faasia varten ovat derivatisoidut
piihappogeelit, joilla on.éopiva osaskoko (esim., vdlilla
3-20/um) osoittautuneet edullisiksi. Piihappogeelin derivati-
sointiin sopivat tunnettujen oktadekyylisilaanitdhteiden
ohella myds joukko muita silaanitdhteitd tai niiden seockset,
kuten silaanitd@hteet alemman alkyylin, fenyylialkyyli- tai
aminosubstituoidun alkyylin kanssa, jolloin viimemainitut
tarjoavat ioninvaihto- ja "Reverse-Phase"-~kromatografian
tietyn yhdistelmdn. Voidaan kdyttdd erotuspylvditi, joiden
pituus on esimerkiksi 5-25 c¢cm ja ldpimitta 3-10 mm. Puskuroi-
tuna eluoimisaineena tulevat kysymykseen kaikki sekundaariset
tai tertiaariset seokset veden ja orgaanisten liuottimien,
joilla on sopiva lipofiiliys, kuten esim. alempien alkoho-
lien, ketonien, nitriilien, eettereiden, happojen, amiinien,
glykolieettereiden, amidien ja niiden johdannaisten vidlilli.
Puskurina voidaan kdyttdd orgaanisia ja epdorgaanisia suoloja
tai muunkaltaisia lisdyksid. Eluointi tapahtuu edullisesti
pH-arvossa vdlilli 2-8.

Haihtuvien puskuriaineiden, kuten ammoniumasetaatin
tai ammoniumbikarbonaatin kdyttd tekee mahdolliseksi inhi-
biittorien talteenoton eluaatista yksinkertaisella pakaste-
kuivauksella.

Keksinndn mukainen kaavan II polypeptidi on vdritdn,
liukoinen veteen ja vesipitoisiin puskureihin, se on homo-
geeninen polyakryyliamidi-elektroforeesissa ja sen isoelektri-
nen piste on 3,9 (mddritettynd isoelektriselld fokusoin-
nilla). Jos aminohappokoostumus middritetd&in Moore'n ja
Stein'in menetelmidlld (Methods of Enzymology nide VI, 819-
831, toimittaneet Rolovick ja Kaplan, Academic Press, New
York, Lontoo, 1963), havaitaan seuraavat arvot: 9 aspargiini-
happoa, 5 treoniinia, 4 seriinid, 13 glutamiinihappoa, 3 pro-

liinia, 9 glysiinid, 2 valiinia, 6 systeiini#d, 2 isoleusii-
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nia, 4 leusiinia, 2 tyrosiinia, 1 fenyylialaniini, 3 lysii-
nid ja 1 histidiini.

Edelleen on keksinndn kohteena menetelmd edelld mai-~
nitun kaavan I polypeptidin valmistamiseksi, joka menetelmd
on tunnettu siitd, ettd

a) se valmistetaan sindnsi tunnetulla tavalla kiinto-
faasisynteesilld tai

b) polypeptidin valmistamiseksi, jossa n = 0,

I. hirudiini saatetaan kaksinkertaiseen Edman-hajo-
tukseen,

IT. ndin saatu peptidi saatetaan reagoimaan amino-
hapon tai peptidin, jolla on kaava U—(X)m—Y~OH, jossa m, X
ja Y tarkoittavat samaa kuin edelld ja U on happo- tai emds-
labiili uretaani-suojaryhmd, aktiiviesterin kanssa,

I1I. fenyylitiokarbamoyyliryhmd Lys:n &-aminofunk-
tiolla lohkaistaan hydratsiinin avulla

IV. ja uretaanisuojaryhmd U lohkaistaan hapon tai
emdksen avulla Jja a):n tai b):n mukaisesti saatu polypeptidi
mahdollisesti muutetaan fysiologisesti siedettdviksi suo-
lakseen.

Kiintofaasisynteesissd (vrt. t&td varten Atherton,
Sheppard, Perspectives in Peptide Chemistry, Karger Basel
1981, sivut 101-117) voidaan yleensd luopua OH-suojaryh-
midstd Thr:lle.

Kaavan I polypeptidin synteesi tapahtuu esim. vaiheit-
tain hydroksimetyloidulla polystyreenihartsilla. Polystyree-
ni on verkkoutettu poikittain esimerkiksi 1 %:1la divinyyli-
bentseenid. Se on tavallisesti pienten pallosten muodossa.

Aminohappoja kdytetddn N-pddtesuojattuina. Ensim-
mdinen N-suojattu aminohappo tuodaan esterin muodostuksella
kantimelle. Aminosuojaryhmén poistamisen jdlkeen liitetdin
seuraava N~suojattu aminohappo kdyttden kytkentireagenssia,
kuten disykloheksyylikarbodi-imidid. Muiden aminohappojen
suojauksen poistamista ja liitt3mistd jatketaan kunnes halut-
tu sekvenssi saavutetaan. '

Suojaryhmien valinta md&drdytyy aminohappojen ja kyt-

kentdmenetelmien mukaan.
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Aminosuojaryhmind tulevat kysymykseen esim. tunnetut
ﬁretaani-suojaryhm&t kuten bentsyylioksikarbonyyli(Z), p-me-
toksikarbobentsoksi, p-nitrokarbobentsoksi, t-butyylioksi-
karbonyyli(Boc), F-moc yms.

Boc-ryhmd on edullinen, koska se on lohkaistavissa
pois suhteellisen miedoilla hapoilla (esim. trifluorietikka-
hapolla tai HCl:lla orgaanisissa liuottimissa).

Treoniini voidaan suojata bentsyylieetterind ja ly-
siinin £-aminofunktion Z-johdannaisena. N&mid molemmat suo-
jaryhmdt ovat pitkdlti kestdvid lohkaisureagensseja vastaan
Boc~-ryhmdlle ja voidaan poistaa hydraamalla hydrauskatalyy-
tin (Pd/aktiivihiilen) kanssa tai esim. natriumilla neste-
mdisessa ammoniakissa.

Suojattu peptidl voidaan erottaa hartsista esim.
hydratsiinilla. T&116in syntyy hydratsidi, joka voidaan muut-
taa esim. N-bromisukkiini-imidill& julkaisun Int. J. Pept.
Prot. Research 17 (1981) 6-11 mukaisesti vapaaksi karboksyy-
lihapoksi. Jos on tarpeen, td3ytyy disulfidi-sillat tukkia
hapettavasti (vrt. Kénig, Geiger, Perspectives in Peptide
Chemistry, Karger Basel, sivut 31-44).

Menetelmdmuunnoksessa b) hirudiini saatetaan kaksin-
kertaiseen Edman-hajotukseen siten, ettd tdmd polypeptidi
saatetaan sopivassa puskuriliuoksessa, kuten pyridiini/ve-
dessd tal dioksaani/vedessd mahdollisesti emdstd, kuten NaOH
tai trietyyliamiinia lisi&milld, edullisesti n. 40°C:ssa ja
pH:ssa 8-9 reagoimaan isotiosyanaatin, edullisesti fenyyli-
isotiosyanaatin kanssa. Kdsittelemdlld hapolla (esim. 3N HC1
huoneen l&mpdtilassa ja sen jdlkeen lammittdmilli 40°C:ssa)
N-pdédte-valiini lohkaistaan fenyylitiatsolinonina. Timi reak-
tiosarja toistetaan toisen N-pditteellid olevan valiinin loh-
kaisemiseksi.

Tdlld tavalla saatu Des~(Val)2-hirudiini~johdannainen
saatetaan reagoimaan jonkin aminohapon tai peptidin, jolla on
kaava U—(X)m—Y—OH, aktiiviesterin kanssa. Sopivia ovat esim.
p-nitrofenyyli-, syaanimetyyli-, N-hydroksiftaali-imidi- tai
erityisesti N-hydroksisukkiini-imidi-esteri. Sopivia uretaani-
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suojaryhmid U ovat sellaiset, jotka voidaan lohkaista happa-
mesti tai alkalisesti, kuten esim. Boc tai Msc. Jos on tar-
peen, voidaan myds mahdollisesti l&sndolevia funktioita X:n
ja Y:n sivuketjuissa tilapdisesti suojata sopivilla suoja-
ryhmilld.

Kaavan I (n = 0) polypeptidin tdlld tavalla saatua
suojattua esivaihetta kdsitellddn lysiinilld olevan fenyyli-
tiokarbamoyyliryhmdn lohkaisemiseksi sopivassa liuottimessa,
kuten alemmassa alkoholissa tai sen seoksessa veden kanssa,
hydratsiini-hydraatilla.

Tdstd polypeptidistd lohkaistaan nyt vield jdljelld
oleva suojaryhmd (jdljelld olevat suojaryhmidt) sopivalla
tavalla (Boc esim. trifluorietikkahapolla, Msc emdkselld)
ja saadaan siten kaavan I keksinndn mukainen polypeptidi.

Keksinndn mukaiset polypeptidit ovat trombiinin spe-
sifisid stOkiometrisid estdjid. Trombiini-estymisen keksin-
ndn mukaisten inhibiittorien vaikutuksesta kvantitatiivinen
mittaus osoitti, ettd kompleksi inhibiittori-trombiini ei
kdytdnndllisesti dissosioidu. Timidn mittausmenetelmin avulla
voidaan valmiiksikdsittelyn ja puhdistamisen aikana keksin-
nén mukaisten polypeptidien aktiivisuus ja siten'puhtaus~
aste mddrittdd. Edelld mainitun kaavan II ndin puhdistetun
polypeptidin trombiini-esto voi t&dll8in olla yli 10 000
ATU/mg ja olla siten suurempi kuin tavallisella hirudiinilla.

Keksinndn kohteena on siten my&s polypeptidien,
joilla on kaava I, jossam, n, R, X, Y ja 2z tarkoittavat
samaa kuin edelld ja Y voi lisdksi tarkoittaa mySs kemial-
lista sidosta, kdyttd veren hyvtymisen estoaineena kdytet-
tdvidksi trombo-embolisten prosessien hoidossa, sekd niiden
kdyttd taudinmddritysaineena ja reagensseina.

Vield on keksinndn kohteena aineita, jotka sisdltdvit
kaavan I polypeptidid farmaseuttisesti vaarattomassa kanti-
messa, sekd menetelmii niiden valmistamiseksi, jotka ovat
tunnettuja siitd, ettd ndmd saatetaan sopivaan antomuotoon.
Keksinndn mukaisia yhdisteitd voidaan antaa rucansulatus-
kanavan ulkopuolisesti tai ulkonaisesti vastaavassa farma-

seuttisessa valmisteessa.



10

15

20

25

30

35

10

| Thonalaista tai lagkimonsisdistd kdyttdd varten saate-
taan aktiiviset yhdisteet tai niiden fysiologisesti siedet-
tdvdt suolat, haluttaessa sitd varten tavallisten aineiden
kuten liuotusvdlitysaineiden, emulgaattorien, isotooniseksi
tekevien aineiden, sdiléntdaineiden tail muiden apuaineiden
kanssa, liuvokseen, suspengioon tai emulsioon. Liuottimina
nditd uusia aktiivisia yhdisteitd ja vastaavia fysiologisesti
siedettdvid suoloja varten tulevat kysymykseen esim.: vesi,
fysiologiset keittosuolaliuokset tai alkoholit, esim. eta-
noli, ‘propaanidioli tai glyseriini, niiden ohella my&s soke-
riliuckset kuten glukoosi- tai manniitti-liuokset tai myés
ndiden mainittujen eri liuottimien seos.

Ulkonaisesti kdytettdvdt kantoaineet voivat olla
orgaanisia tai epdorgaanisia yhdisteitd. Tyypillisii farma-
seuttisia kdytettyjd kantoaineita ovat vesipitoiset liuckset,
jotka ovat esimerkiksi puskurisysteemejd tai veden ja veden
kanssa sekoittuvien liuottimien, kuten esim. alkoholien tai
aryylialkoholien isotoonisia seoksia, 8ljyt, polyalkyleeni-
glykolit, etyyliselluloosa, karboksimetyyliselluloosa, poly-
vinyylipyrrolidoni tai isopropyylimyristaatti. Sopivia pus-
kureita ovat esim. natriumboraatti, natriumfosfaatti, nat-
riumasetaatti tai myds glukonaatti-puskuri, Ulkonaisesti
kdytettdvd muoto voi sisdltdd myds ei-myrkyllisid apuainei-
ta, kuten esim. emulgoivia sdildntdaineita, silloitusaineita,
kuten esim. polyetyleeniglykoleja ja bakteerinvastaisia
vhdisteitd,

Esimerkki 1 _

Inhibiittori-vikevyyden mddrittidminen trombiini-

titrauksella
10—100/ul inhibiittori-liuosta, jolla on ennalta

mddratty proteiinipitoisuus, sekoitetaan ZOO/ul:n kanssa
natriumvetykarbonaatti-liuvosta (pH = 7,0 0,5 M). Lisdtdin
0,1 ml fibrinogeeni-liuosta (0,5-1 %) tai ohennettua sit-~
raattiplasmaa; sddnndllisin vdlein lisitdidn, sekoittaen,
huoneen ldmpdtilassa tasaosa (50-100/ul) trombiini-liuosta
(n. 100 NIH-yksikk&84d/ml) . Muutospisteeni voi puolikvanti-
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tatiivisesti tyGskenneltdessd toimia nesteen hyytyminen
valitulla aikavdlilld, tai, kvantitatiivisia mddrityksid
varten, sameusmittaus 546 nm:ssd.

Esimerkki 2
Kdytetddn Hirudo medicinalis~lajin vapaasti eldvia

iilimatoja (ei viljeltyjs eldiimid), jotka on kerdtty Saksassa.

Noin 150~200 g pakastettuja iilimatojen etupditd homo-
genoidaan sekoittimessa 2 l:n kanssa j&ddkylmi#i 0,09-%:sta
natriumkloridiliuvosta ja 10 ml:n kanssa oktanolia 3 minuut-
tia. 30-minuuttisen linkoamisen jadlkeen 0°:ssa ja kierros-
luvulla 10 000 r/min kirkastetaan pd&dlld olevaa nestettd
edelleen suodattamalla kaksikerroksisen harsokankaan l&pi ja
kuumennetaan sen jdlkeen sekoittaen 15 minuuttia 80° :ssa.
Syntynyt saostuma erotetaan suodattamalla neljdkerroksisen
harsokankaan ldpi. Suodos jd&hdytetddn nopeasti 4°C : seen Jad-
hauteella sekoittamalla ja lisdtdédn 7,5 l:aan esijddhdytet-
tyd (-20°C) asetonia. Syntyy uudelleen saostuma, joka 5
minuutin kuluttua suodatetaan lasi-imusuodattimella ja pes-
tddn 1 1l:1la kylm#ia (~20°C) asetonia. Tyhjtssd kuivaamisen
jdlkeen syntyy 520 mg vaaleankellertivdid jauhetta, jonka
proteiinipitoisuus on 62 % (mddritetty Lowry'n menetelmidlli).
Antitrombiini-aktiivisuus on n. 400 yksikkdi/mg.

Esimerkki 3

520 mg esimerkin 1 mukaista jauhetta liuotetaan 75

ml:aan vettd, asetetaan sitten 5 N ammoniakilla pH 8,0:aan
ja sekoitetaan 1 tunti 0-4°C:ssa. Liukenematon osa lingotaan
30 minuutin aikana eroon kuppisentrifugilla kierrosluvulla
5000 r/min. Proteiinipitoisuuden asettamisen jédlkeen 25
mg:ksi/ml (Lowry) vettd lisd&mdlli, liuokseen lisdtdin 35 ml
kylldstettyd ammoniumsulfaattilivosta ja sekoitetaan 1 tunti
4°C:ssa. Ensimmiinen sakka erotetaan nopeasti linkcamalla
(5000 r/min/30 min). Tdhdn liuotetaan vield n. 26 g ammo-
niumsulfaattia ja asetetaan pH-arvo jddetikalla pH 4:33n.

5 tunnin seisomisen jdlkeen koko suspensio lingotaan ja

saatua kosteata sakkaa kisitelldin edelleen seuraavasti.
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Esimerkki 4

Esimerkin 3 mukaisesti saatu kostea sakka liuotetaan

200 ml:aan 0,1 M ammoniumvetykarbonaattiliuosta, jonka pH

on 8, ja ultrasuodatetaan 250 ml:n AmiconR-kennossa, jossa

on 5 PM 10-hienomembraani (erotusraja 10 000 daltonia).
Td118in liuos vékevdityy n. 40 ml:ksi, jolloin loppua kohti
lisdtd8n kahdesti 150 ml 0,1 ammoniumvetykarbonaattiliuosta,

pPH 8,0. Jddnndksen pakastekuivaaminen antaa n. 350 mg aines-

ta, jonka proteiinipitoisuus on 89 %.

C-pylvds (Merck) tdytetdidn tdryttden (Vibromischer)
piihappogeelilld, SO/um 100 A (Grace). 500 mg uutetta esi-
merkistd 4 liuotetaan 5 ml:aan seosta, jossa on kloroformia,

metanolia, jddetikkaa, vettd ja trietyyliamiinia tilavuus-

suhteessa 1200

1200 : 4 : 400 : 12 ja viedddn 0,2 %:n

kanssa ammoniumasetaattia pylvididseen. Pylvis eluoidaan sa-
malla seoksella nopeudella n. 4 ml/min ja fraktionoidaan

5-10 ml:n annoksiksi. Eluaatin kuivaamisen jilkeen inhibiit-

toria sisdltdvidt jakeet liuotetaan natriumvetykarbonaattiin
(pH = 7,0, 0,5 M) Jja kootaan. Saanto on n. 50 mg, aktiivi-
suus 4000 ATU/mg.

‘Eéimérkki 6

20 mg esimerkin 3 mukaista inhibiittoria liuotetaan
200/ul:aan vettd, pH 2,16 (asetettu trifluorietikkahapolla
+ 5 %:lla asetonitriili&d) ja ruiskutetaan oktadekyylisilaani-
piihappogeelilld (5/um) tdytetylle terdspylvididlle (ShandonR

ODS) . Pylvdstd eluoidaan korkeintaan 2 $%:n/minuutti gradien-

tilla ldhtOpuskurin (vesi-pH = 2,16 + 5 % asetonitriilii)

ja loppupuskurin (asetonitriili/vesi pH = 2,16 80/20) vilil-

1d. Jakeet kerdtddn yksittdin. Kuivaamisen jdlkeen on kaavan

IT (R=H tai SO3H) inhibiittorilla spesifinen aktiivisuus,

joka vastaa 1

1~kompleksin trombiinin kanssa stdkiometriaa.



10

15

20

25

30

35

13
Patenttivaatimukset

1. Polypeptidi, jolla on kaava I

7

1 2 3 Y 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
H-(X) —Y-Tyr—Thr-Asp~Cyszhr—Glu~Ser-Gly-G1n—Asn-Leu—Cys-Leu—

17 18 19 290 24 26
—Cys-Glu-Gly-Ser-Asanal Cys Gly—Gln-Gly—Asn—Lys égs %%e-

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu~

b4 45 Y7 51 52 53 Su 5
-Gly—Thr-Pro_Lys—Pro Gln-Ser-HisuAsn-Asp*Gly—Asp Pge~§§u-

57 S8 59 60 61 62 64
-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr(R)- Leu—Gln-(Z)

(1)
jossa m = 0-50; n = 0-100; ja R on fenoli-vety tai fenoli-
esteri~ryhmd; X tarkoittaa luonnossa esiintyvien ol-amino-
happojen samanlaisia tai erilaisia tdhteitd; ¥ on Val, Ile,
Thxr, Leu tai Phe; ja 7 tarkoittaa luonnossa esiintyvien -

aminohappojen samanlaigia tai erilaisia t&hteitd; ja

’jossa kulloinkin 2 6:sta Cys-tdhteestd asemissa 5, 13, 15,

21, 27 ja 38 on kytkeytynyt disulfidi-silloilla,

sekd sen fysiologisesti siedettdvid suoloja, '
lukuunottamatta polypeptidid, jolla on kaava I, jossa
H—(x)m-Y on H~Val-val ja n = 0.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen yhdiste, jossa R
on vety, SO;H tai P03H2 ja/tai jossa X on Ala, Ile, Val,
Tyr tai Phe, ja/tai jossa 2 on Ala, Ile, val, Tyr tai Phe
ja/tai jossa m = 0 ja n =0,

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen yhdiste, jossa Y
on Thr.

4. Tilimadoista saatu polypeptidi, jonka aminohappo-
koostumus on (Moore'n ja Stein'in menetelmd): 9 asparagii-
nihappoa, 5 treoniinia, 4 seriinii, 13 glutamiinihappoa,

3 proliinia, 9 glysiinid, 2 valiinia, 6 systeiinid, 2 iso-
leusiinia, 4 leusiinia, 2 tyrosiinii, 1 fenyylialaniini,
3 lysiinid, 1 histidiini, jolloin yhden tyrosiinitdhteisti

OH-ryhmd voi olla esterdity rikkihapolla.
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5. Jonkin patenttivaatimuksen 1-4 mukaisen polypepti-
din biologisesti aktiivinen pilkontatuote.

6. Menetelmd patenttivaatimuksen 3 tai vaatimuksen 6
mukaisen puhdistetun polypeptidin saamiseksi, t unnet tu
siitd, ettd polypeptidi eristetdd@n lahkon Gnathobdellida
madoista, edullisesti Hirudo-suvun madoista uuttomenetelmien,
saostusmenetelmien, membraanisuodatus~ ja/tai kromatografis-
ten menetelmien yhdistelmdn avulla ja saatu peptidi mahdolli-
sesti muutetaan fysiologisesti siedettdviksi suoloikseen.

7. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisen poly-
peptidin valmistamiseksi, tunnet tu siitd, ettd

a) se valmistetaan sindnsd tunnetulla tavalla kiinto-
faasisynteesilld tai

b) polypeptidin valmistamiseksi, jossa n = 0,

I. hirudiini saatetaan kaksinkertaiseen Edman-hajo-
tukéeen,

II. ndin saatu peptidi saatetaan reagoimaan amino-
hapon tai peptidin, jolla on kaava U—(X)m-Y—OH, jossa m, X
ja Y tarkoittavat samaa kuin edelld ja U on uretaani-suoja-
ryhmd, aktiiviesterin kanssa,

III. fenyylitiokarbamoyyliryhmd Lys'in §-amino-~
funktiolla lohkaistaan hydratsiinilla

IV. ja uretaanisuojaryhmd U lohkaistaan hapon tai
emdksen avulla ja a):ssa tai b):ssd saatu polypeptidi mah-
dollisesti muutetaan fysiologisesti siedettdvdksi suolakseen.

8. Polypeptidi, jolla on kaava I, jossa m = 0-50;

n = 0~100; ja R on fenoli-vety tai fenoliesteriryhmi; X
tarkoittaa luonnossa esiintyvien ¢/-aminohappojen saman-
laisia tai erilaisia tdhteitd; Y on kemiallinen sidos; ja

Z tarkoittaa luonnossa esiintyvien (f-aminohappojen saman-—
laisia tai erilaisia tdhteitd ja jossa kulloinkin kaksi
kuudesta Cys-tdhteestd asemissa 5, 13, 15, 21, 27 ja 38 on
kytkeytynyt disulfidi~silloilla, sekd sen fysiologisesti
siedettdvdt suolat.

9. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 tai 8 mukaisen

polypeptidin kdyttd reagenssina.
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10. Aineita, jotka sisdltdvdt jonkin patenttivaati-
muksen 1-5 tai 8 mukaisen polypeptidin ja farmaseuttisesti

vaarattoman kantimen.
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Patentkrav

1. Polypeptid med formeln I

) 3y 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14
H-(X)m—Y~Tyr—Thr-Asp—qufThr—Glu-Sev—Glyucln—Asn—Leu—Cys—Leu—

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2§ 27 28
—Cys—Glu—Gly-SerwAsn—Val—Cys—Gly~Gln—Gly-Asn—Lys—Cys—Ile-

2% 30 31 32 33 34 35 36 37 35 39 40 41 42
—Leu-Gly-Ser-Asp-Gly—Glu—Lys—Asn-Gln~Cys—Val—Thr~Gly—G1u—

b3 wu L5 46 47 48 49 S50 51 52 53 54 55 56
-Gly—Thr-Pro~Lys~rro-Gln~SePnHis«Asn-AspuGly-Asp-Phe~Glu-

57 58 59 60 61 62 63 64
—Glu—Ile-Pro~Glu-Glu~Tyr(R)-Leu—Gln—(Z)n-OH

(1)
dir m = 0-50; n = 0-100; och R dr ett fenoliskt vdte eller
en fenolestergrupp; X star f£6r lika eller olika rester av
naturligt fdrekommande ¢/-aminosyror; Y &r Val, Ile, Thr,
Leu eller Phe; och 2 stdr for lika eller olika rester av
naturligt férekommande {-aminosyror och ddr 2 av de 6 Cys-
resterna i positionerma 5, 13, 15, 21, 27 och 38 Ar samman-
kopplade via disulfid-broar, och dess fysiologiskt godtag-
bara salter, varvid polypeptiden med formeln I, dir Hw(x)m—Y
stidr f6r H-Val-val och n dr = 0, &r utesluten.

2. FPdrening enligt patentkravet 1, ddr R ég vite,
eller PO3H2, och/eller ddr X &r Ala, Ile, Val, Tyr
eller Phe, och/eller dir 2 ir Ala, Ile, Val, Tyr eller Phe
och/eller ddr m = 0 och n = 0.

3. Férening enligt patentkravet 2,
4. Ur blodiglar utvunnen polypeptid med aminosyra-

sammansdttningen (metod av Moore och Stein): 9 asparagin-

SOBH

dir Y 4r Thr.

syror, 5 treonin, 4 serin, 13 glutaminsyror, 3 prolin,
9 glycin, 2 valin, 6 systein, 2 isoleucin, 4 leucin, 2 tyro-
cin, 1 fenylalanin, 3 lycin, 1 histidin, d&r OH-gruppen av

en av tyrocinresterna kan vara fdrestrad med svavelsyra.
5. Biologiskt aktiv avspjdlkningsprodukt av en poly-
peptid enligt nagot av patentkraven 1-4,
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6. F8rfarande f£8r utvinning av en renad polypeptid
enllgt patentkravet 3 eller 6, Kk & nn e tecknat
ddrav, att polypeptiden isoleras ur maskar av ordningen
Gnathobdellida, fdretrddesvis ur maskar av sliktet Hirudo
med hjdlp av en kombination av extraktionsmetoder, f&llnings-
metoder, membranfiltratidn och/eller kromatografiska f&r-
farande och den erhdllna peptiden eventuellt &verfdrs i
sina fy§iologiskt godtagbara salter.

7. Fo6rfarande for framstdllning av en polypeptid
enligt patentkravet 1, k @ nnetecknat dirav, att

a) den framstdlls pa ett i och £&r sig kdnt sitt
medelst fastfassyntes eller

b) £&r framstdllning av en polypeptid, dir n dr Q,

I. underkastas hirudin en tvadubbel Edman-nedbrytning,

II. den sd erhallna peptiden reageras med en aktiv
ester av en aminosyra eller en peptid med formeln U«(X)m-Y—OH,
didr m, X och Y 4r som ovan definierats och U stidr f&r en
uretan-skyddsgrupp,

ITI. fenyltiokarbamoyl-gruppen p& £&-amino-funktionen
av Lys avspjdlks medelst hydrazin

IV. och uretan-skyddsgruppen U avspjdlks med hijdlp
av en syra eller bas och den enligt a) eller b) erh&llna
peptiden eventuellt dverfdérs i sitt fysiologiskt godtagbart
salt. .

8. Polypeptid med formeln I, dir m #r = 0~50: n 4r
= 0-100; och R betyder det fenoliska vitet eller en fenol-
estergrupp; X stdr f8r lika eller olika rester av naturligt
férekommande o(-aminosyror; Y dr en kemisk f&rening och
Z stdr £6r lika eller olika rester av naturligt férekommande
¢/ —aminosyror och ddr tvd av de 6 Cys-resterna i positioner-
na 5, 13, 15, 21, 27 och 38 dr sammankopplade via disulfid-
broar, och dess fysiologiskt godtagbara salter.

9. Anvidndning av en polypeptid enllgt nagot av patent-
kraven 1-5 eller 8 som reagens.

10. Medel som innehaller en polypeptid enligt ndgot
av patentkraven 1-5 eller 8 och en farmaceutiskt ofarlig

bdrare.
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