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En trombin-inhibitor som omfatter en ferste steorre hydro-
fob del som virker pa det katalytiske sete av trombin som er
ansvarlig for proteolyse og en andre del som i det minste
opprettholder den hydrofobe og sure karakter til aminosyrene
55 til 60 i nativt hirudin ved den C-terminale ikke-kata-
lytiske region av N-acetyl-hirudings_gs. Mellom den ferste og
andre del er en toverdig linker-gruppe med en kjedelengde pa
minst 10 karbonatomer. Fortrinnsvis omfatter den sterre
hydrofobe del minst én aminosyre i D-konfigurasjon. Forbin-
delsene er nyttige for behandling av trombotiske sykdommer.
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Omrade_ for oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse angdr en fremgangsmate for
fremstilling av peptid-derivater som er nyttige som trombin-
inhibitorer. Disse peptider er basert pa sekvensen til det
segmentet av hirudin som inneholder aminosyrene 45 til 65 med
passende modifikasjoner som gir forsterket binding opp til tre
storrelsesordener sterre enn det tilsvarende native peptid-
fragment. Peptidene ifelge foreliggende oppfinnelse betegnes
"bifunksjonelle" trombin-inhibitorer eftersom de bindes til to
forskjellige bindings-seter pa trombin-molekylet.

Bakgrunn for oppfinnelgen

Trombin er en viktig serin-proteinase-komponent ved blod-
koagulerings-kaskaden. Ved siden av & starte blod-levring ved
spaltning av fibrinogen, aktiverer trombin andre blod-
koagulerende faktorer innbefattet faktor V, VIII og XIII, og
anti-koagulerings-enzymet protein C. Trombin er ogsa en
kraftig blodplate-aktivator som svekker trombolyse mediert ved
vev-plasminogen-aktivator in vivo. Trombins positive feedback
regulering tjener saledes til a forsterke hemostase, men
forarsaker livstruende tromber som reaksjon pé& aberrasjoner
ved vaskulare og cerebrovaskulere arterier.

Gitt de forskjellige funksjoner til dette enzym, kan
hemning av dette med kraftige og spesifikke forbindelser vare
et verdifullt tillegg til behandling av sykdommer beslektet
med trombose. Disse omfatter koronare arterie-sykdommer,
cerebrovaskulare sykdommer, perifere arterielle okklusive
sykdommer, dyp vene-trombose og pulmonart emboli.

Den kraftigste kjente inhibitor for trombin er hirudin,
en familie av isoproteiner isolert fra kjertel-sekret hos
iglen Hirudo Medicinalis. Antikoagulerings-egenskapene til
hirudin har vert kjent i lang tid. Imidlertid har de hittil
vert av liten terapeutisk verdi, eftersom formulering av dette
protein til en raskt effektiv og administrerbar form synes a
vere vanskelig, eftersom bade enteral og kutan absorpsjon er
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meget liten og det sadledes ikke har vart mulig & frembringe
tilstrekkelig niva av proteinet i blodstremmen.

Videre er klinisk anvendelse av hirudin isolert fra igle-
ekstrakter utenkelig, pa grunn av dens begrensede mengde,
omkostninger og allergiske reaksjoner som ofte kan finne sted
ved administrering av fremmed-proteiner med storrelsen til
hirudin.

I sin publikasjon med tittelen "Pharmacology of selective
thrombin inhibitors", (1988), Nouv. Rev. Fr. Hematol., 30,
side 161-165, ga Markwardt ytterligere klinisk informasjon
angdende hirudin, basert pa resultater av farmakologiske
undersekelser utfert bdde for naturlige og syntetiske trombin-
inhibitorer.

Forfatteren gjor generelle observasjoner angdende
hirudin, idet han nevner at peptidet som inneholder en sterkt
sur C-terminal-del, er meget spesifikt for a-trombin. Han
konkluderer derefter med at C-terminal-delen av hirudin sann-
synligvis bindes til den anioniske bindings-sete-region av
enzymet, mens den kompakte N-terminal-delen synes & bindes til
den aktive sete-region til enzymet.

Det er funnet at nativt desulfo-hirudin,. .. hemmer
fibrinogen pluggdannelse bade ved bovint og humant a-trombin
pa en doseavhengig méte. ICgp-verdien 940 + 200 nM for bovint
a-trombin er i god overensstemmelse med den angitte verdi for
plasmafibrin-klumpdannelse for det samme fragment, og tre
ganger lavere enn hirudingg_gg, som er angitt som minimum-
kjernen som er nedvendig for antikoagulerings-aktivitet. Det
er ogsa demonstrert at de samme peptider konsekvent var kraf-
tigere mot humant a-trombin enn bovint o-trombin.

Forskjellig kjent litteratur innen omradet har ogsa
demonstrert at det aktive fragment av aminosyre-sekvensen til
hirudin synes a vere aminosyresekvensen som omfatter amino-
syrene 45 til 65. Det har saledes vart gjort anstrengelser
for & oke den inhiberende aktiviteten til peptidet ved &
substituere noen av aminosyrene som er til stede i denne
sekvensern.

Krstenansky et al, i "Antithrombin properties of C-termi-
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nus of hirudin using synthetic unsulfated Na-acetyl-hirudin"”
(1987), Febs Letters, Vol. 211, No. 1, side 10-16, beskriver
syntesen av det C-terminale fragment ikke-sulfatert Na-acetyl-
hirudingg_¢g. Forfatterne henviser til tidligere arbeider
(Chang, J.-V, FEBS Letters, 164, 307 (1983)) og nevner at
dette fragment potensielt kunne inneholde to spesifikke bin-
dings-omrader, ett som bindes til det katalytiske sete til
trombin og det andre som bindes til et annet gjenkjennelses-
sete pd trombin. Begge forfatterne konkluderte med at dette
ikke var tilfelle.

Forfatterne demonstrerte allikevel at 45-65-sekvensen av
hirudin har evnen til a hemme klumpnings-aktivitet s& vel som
4 frigjere fibrinopeptid A hos trombin. De foreslo ogsd at
den samme sekvensen av hirudingg_gg ikke kunne vare direkte
innblandet ved binding med det katalytiske sete hos trombin,
eftersom de amidolytiske egenskapene til trombin overfor
syntetiske substrater ikke blir forstyrret.

I artikkelen av Krstenansky et al. betegnet
"Anticoagulant peptides, nature of the interaction of the C-
terminal region of hirudin with a noncatalytic site on
thrombin", (1987), J. Med. Chem. 30, side 1688-1691, angir
forfatterne at minimum aktiv sekvens ved det ikke-katalytiske
bindingssete av trombin er hirudingg ¢,. Basert pa denne
antagelse angir forfatterne syntese av flere C-terminal
hiruding,_gg-analoger og deres evne til & hemme trombin-frem-
kalt fibrin-klumpdannelse for & pavise naturen til den gjensi-
dige virkning mellom hirudingg_g4 og et ikke-katalytisk
bindingssete til trombin.

I sin konklusjon nevner forfatterne at den C-terminale
regionen til hirudin kan bindes til en region med fibrinogen
binding pad trombin som ikke er den region som hittil er fore-
slatt i litteraturen.

I artiklene av Dodt et al. (Interaction of site specific
hirudin variants with o-thrombin (1988), Febs Letters, Vol.
229, No. 1, side 87-90), Degryse et al. (Point mutations
modifying the thrombin inhibition kinetics and antithrombotic

activity in vivo of recombinant hirudin (1989), Protein
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Engineering, Vol. 2, No. 6, sider 459-465) og Braun et al.
(Use of site-directed mutagenesis to investigate the basis for
the specificity of hirudin (1988), Biochemistry, 27, side
6517-6522), angir forfatterne resultatene av sete-styrt
mutagenese utfert pa hirudin-genet. Inhibering av trombin ved
mutant hirudin-peptider er undersekt.

I disse publikasjonene undersekte forfatterne mutasjoner
utfert pd hele proteinet, og begrenset seg ikke til 45-65-
segmentet av hirudin. Videre ble modifikasjonene utfert pa
45-65 segmentet begrenset til en enkel modifikasjon, vanligvis
i posisjon 47, for & illustrere at denne resten ikke virker
med det aktive sete, selv om disse publikasjonene ogsa viser
mutasjoner i posisjonene 51, 57, 58, 61 og 62.

P4 lignende mate beskriver artikkelen av Dodt et al.,
betegnet "Distinct binding sites of Ala48-Hirudinl-47 and
Ala%8-Hirudin48-65 on a-thrombin", (1990), The Journal of
Biological Chemistry, Vol. 265, No. 2, s. 713-718, forsek
rettet mot & utfore sete-styrt mutagenese av hirudin i posi-
sjon 48 1 sekvensen. Arbeidet utfert av Dodt et al. i dette
tilfellet synes 3 vare begrenset til & erstatte prolin med
alanin i denne stilling for & lette den pakrevede proteolyse
som var nedvendig for forseket deres.

Endelig beskriver Maraganore et al., i "Anticoagulant
activity of synthetic hirudin peptides" (1989), The Journal of
Biological Chemistry, Vol. 264, No. 15, side 8692-8698, Dennis
et al. i "Use of fragments of hirudin to investigate
thrombin-hirudin interaction", (1990), Eur. J. Biochem. 188,
side 61-66 og Chang et al. i "The structural elements of
hirudin which bind to the fibrinogen recognition site of
thrombin are exclusively located within its acidic C-terminal
tail" (1990), Febs., Vol. 261, No. 2, side 287-290, syntese og
anti-koagulerings-egenskapene til en rekke peptider hvis
sekvenser er basert pa sekvensen av forskjellige fragmenter av
nativt hirudin.

Forbindelser med anti-koagulerings-egenskaper er verdi-
fulle terapeutiske midler som kan anvendes ved behandling av

forskjellige patologiske tilstander. Blant de mest betyd-
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ningsfulle tilstander hvor antikoagulasjons-behandling kan
vere nyttig, kan nevnes myokardialt infarkt, pulmonar emboli
og cerebral-vaskulare sykdommer, dyp vene trombose og andre
indikasjoner p& trombotiske forstyrrelser.

Antikoagulanter som for tiden er tilgjengelige er i mange
henseender utilfredsstillende. F.eks. er heparin anvendt for
4 hemme aktiviteten til trombin og saledes ved behandling av
tilstander sa som vene-trombose og trombe-embeli. Imidlertid
oppviser heparin en rekke uenskede bivirkninger som demonstre-
rer behovet for antikoagulanter som gir mer fordelaktige
toksisitetsnivier.

Konstruksjon av lavmolekylvekt- og spesifikke inhibitorer
av trombinh som anvender aksessoriske bindings-steder fjernt
fra eller i forbindelse med det katalytiske senter, pa lignen-
de mate som fibrinogen eller hirudin bindes til trombin,
utgjer en utfordring innen protein-kjemi. Muligens integrerer
en slik multifunksjonell inhibitor to eller flere rekognitive
elementer, adskilt med en hensiktsmessig spacer som favorise-
rer flere samtidige virkninger og som kan manifestere ogket
styrke og spesifisitet. Innfering av "fremmede" kjemiske
elementer i en struktur med lav molekylvekt kunne gi motstand
mot proteolyse og fordelaktig biotilgjengelighet.

Oppsummering av oppfinnelsen

I henhold til foreliggende oppfinnelse tilveiebringes en
fremgangsmdte for fremstilling av trombin-inhibitorer sammen-
satt av to deler, en sterre hydrofob del og en sterkt sur del
koblet sammen med en egnet linker. I sitt bredeste aspekt
angdr oppfinnelsen fremstilling av peptid-derivater represen-
tert ved den felgende formel (I)
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Y-1-6-X'-0'-Q-ile-Pro-R

hvor

X er en hydrofob gruppe;

B er en rest av en hydrofob aminosyre;

D er en linear karbonkjede med 2 til 4 karbonatomer som kan
vere substituert med lavere alkyl, eller D er en p-fenylmetyl-
eller en p-fenyletyl-gruppe;

Y er karbonyl;

7 er en toverdig linear koblingsgruppe med en kjedelengde pa
minst 10 atomer, hvor atomet i nabostilling til karbonatomet i
Y kan vare usubstituert eller mono- eller di-fluor-substi-
tuert, og Z kan vare sammensatt av en karbonkjede som er
avbrutt av én eller flere O0-, S-, NH-, karbonyl-, ester- eller
amidgrupper, idet det terminale atom i kjeden er et karbonatom
som er en del av karbonylgruppen som danner en peptid-binding
med L-o-aminosyren G;

G og G' er like eller forskjellige og er en L-a-aminosyre med
en pk-verdi pa 5 eller lavere;

X' er en hydrofob L-a-aminosyre;

Q er en rest av en L-a-aminosyre eller en cyklisk L-iminosyre;

W er H, eller et forgrenet eller rettkjedet alkyl-, fenyl-
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eller fenylalkyl-radikal;
R er en hydrofob gruppe omfattende 1 til 5 aminosyrer eller et
alkyl-, fenyl- eller fenylalkyl-radikal som kan vare substitu-
ert med en karboksyl- eller amid-funksjon, eller
R er Glu—Glu—P?e—Leu-R'

' C

Glu—Glu—P?e—Leu—Gln—R'
C

Glu—Glu—P?e—Leu—Glu—R'

C
hvor
0 (0] O o]
g 1 t |
C er H, CH, —O—|-OH, -CH2—%-OH eller —O—ﬁ-OH, eller CH2-ﬁ—OH,
(0]

substituert i para-stillingen i fenylringen, eller
R og R' er like eller forskjellige og er en aminosyre eller en
amin-gruppe med felgende formel:

/52

-N

\R3
hvor R, og Ry er hver uavhengig hydrogen, lavere alkyl, eller
fenyl, eller kan vare bundet sammen for & danne en ring med 5-
6 ledd, hvilken ring eventuelt kan inneholde et ytterligere
heteroatom valgt fra O, S og NH, eller R' er en hydroksyl-
gruppe bundet til Leu for & danne en karboksylgruppe,
eller et terapeutisk godtagbart salt derav.

Vi har funnet at det native fragment av hirudin som
omfatter restene 45-65 kan virke samtidig sammen med to uav-
hengige og fjerntsittende seter pa trombin, idet det ene setet
er det antatte anion exo-sete, mens det andre er det
katalytiske sete ansvarlig for proteolyse. Denne bindings-
modus simulerer, men er forskjellig fra mekanismen til det
native hirudin-molekyl som nu er vist & virke med trombins

aktive sete gjennom dens N-terminale tre rester. Det synes
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sdledes som om restene 45, 46 og 47 ikke spiller en bindende
rolle i det native protein, men i fraver av N-terminal-kjer-
nen, er romlig korrekt predisponert til & samvirke, selv om
det er svakt.

Basert pa denne observasjon har vi syntetisert nye
peptider som har modifikasjoner i begge de inhiberende be-
standdelene i molekylet og som oppviser anti-trombin-aktivitet
utover noen av delene alene. Videre gir kjemisk modifikasjon
av den nydannede spaltbare binding, mer aktive forbindelser
som har den fordel at de er proteolytisk stabile overfor
trombin. Peptidene er nyttige som antikoaguleringsmidler og
som inhibitorer for blodplate-aggregering, og reduserer derved
risiko-faktoren ved indikasjon pd arteriell trombose og andre
beslektede kardiovaskulare forstyrrelser.

'De antikoagulerende egenskapene til hirudingg_gg er
sdledes funnet & vere vesentlig forbedret ved & modifisere
den N-terminale katalytiske del av N-acetyl-hirudingg_gg til a
omfatte en stor hydrofob del som fortrinnsvis inneholder minst
én aminosyre av D-konfigurasjon, ved & innfere et ikke-
proteogent pseudodipeptid, fortrinnsvis en isoster av arginyl-
glycin i posisjon 47-48, og ved i det minste & opprettholde
den hydrofile karakter av aminosyrene 55 til 60 1 nativt
hirudin ved den C-terminale ikke-katalytiske del av N-acetyl-
hirudingg_gg-

Forbindelsene fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse
omfatter derfor peptider som tilsvarer, men ikke er begrenset
til karboksyl-regionen av hirudin som omfatter restene 45-65.

Forbindelsene ifelge foreliggende oppfinnelse kan
anvendes for behandling av indikasjoner pa trombotiske for-
styrrelser. Behandlingen skjer med et preparat som omfatter
en effektiv mengde av et peptid-derivat med formel I sammen
med en farmaseytisk godtagbar bazrer.

Denne forbindelsen kan ogsd anvendes for & redusere
reperfusjonstiden eller ske reokklusjons-tiden hos en pasient
som behandles med et trombolytisk middel. En slik behandling
omfatter administrering til en pasient av en effektiv mengde

av et preparat som omfatter et peptid-derivat med formel I og
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et trombolytisk middel sammen med en farmasesytisk godtagbar

barer.

Pa tegningene

Figur 1 representerer aktivert partiell tromboplastin-tid
og protrombin-tid inhiberingskurver for normalt humant plasma
for peptidene P53, P79, P102, P103 og r-hirudin (HV-2).

Figur 2 representerer inhibering av trombin-aktivert
blodplate-aggregering ved peptid P79.

Figur 3 representerer stabiliteten til forskjellige
polypeptider i plasma.

Figur 4 representerer protrombin-tid inhiberingskurver
for normalt, humant plasma fof peptidene P79, P184 og P185.

Foreliggende oppfinnelse illustreres bedre ved henvisning
til felgende beskrivelse.

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

For enkelhets skyld betegnes peptid-derivatene fremstilt
ifelge oppfinnelsen herefter bare som peptider.

Betegnelsen "rest" nar den anvendes om en o-aminosyre,
betyr et radikal avledet fra den tilsvarende a-aminosyre ved a
fjerne hydroksyl i karboksylgruppen og ett hydrogen fra o-
amino-gruppen.

Forkortelsene anvendt her for a betegne de forskjellige
restene er basert pad anbefalingene i henhold til IUPAC-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature [Biochemistry, 11,
1726-1732 (1972)]. Betegnelsen "aminosyre" anvendt her omfat-
ter naturlig forekommende aminosyrer sa vel som ikke-naturlige
analoger som de som vanligvis anvendes av fagfolk innen omra-
det kjemisk syntese og peptid-kjemi. En liste over ikke-
naturlige aminosyrer kan finnes i "The Peptides", vol. 5,
1983, Academic Press, kapittel 6 av D.C. Roberts og
F. Vellaccio.

Betegnelsen "proteogen eller ikke-proteogen a-aminosyre"

som anvendt i foreliggende seknad er ment & omfatte de amino-
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syrer som er vanlig anvendt blant fagfolk innen peptid-kjemi
og omfatter, men er ikke begrenset til, naturlig forekommende
a-aminosyrer. De naturlig forekommende aminosyrene er:
Glycin (Gly), Alanin (Ala), Valin (Val), Leucin (Leu),
Isoleucin (Ile), Serin (Ser), Metionin (Met), Treonin (Thr),
Fenylalanin (Phe), Tyrosin (Tyr), Tryptofan (Trp), Cystein
(Cys), Prolin (Pro), Histidin (His), Asparaginsyre (Asp),
Glutaminsyre (Glu), Aspargin (Asn), Glutamin (Gln), Arginin
(Arg), Ornitin (Orn) og Lysin (Lys).

Med en hydrofob aminosyre menes vanligvis en syre som
berer en alkyl- eller aryl-gruppe bundet til a-karbonatomet.
Glycin, som ikke har noen slik gruppe bundet til «a-karbon-

atomet, er saledes ikke en hydrofob aminosyre. Alkyl- eller
‘aryl—gruppene gir hydrofob karakter til aminosyren. Alkyl-
eller aryl-gruppene kan vare substituert, forutsatt at substi-
tuenten eller substituentene som er til stede ikke reduserer
den totale hydrofobe karakter av syren. Vann-solubiliserende
substituenter sa som OH, COOH og NH, skal fortrinnsvis unngas.
Eksempler pa hydrofobe aminosyrer omfatter naturlige aminosy-
re-rester sa som alanin, histidin, isoleucin, leucin, fenyl-
alanin, tryptofan, tyrosin og ikke-naturlige aminosyrer sa som
de som exr beskrevet i1 "The Peptides", Vol. 5, 1983, Academic
Press, kapittel 6, av D. C. Roberts og F. Vellaccio. F.eks.
kan nevnes B-(2- og 3-tienyl)alanin, 8-(2- og 3-furanyl) -
alanin, R®-(2- og 3- og 4-pyridyl)alanin, cykloheksylalanin og
SubPhe. SubPhe betyr fenylalanin-resten som har substituenter
pa den aromatiske ringen. Substituenter som er vanlig anvendt
av fagfolk innen aminosyre-kjemi er halogener (fluorid,
bromid, klorid), elektrontiltrekkende grupper (NO,) eller
lavere alkyl- eller aryl-substituenter i 2-, 3- eller 4-stil-
ling. Det skal bemerkes at, hvis ikke annet er angitt, er
aminosyrene anvendt i forbindelse med foreliggende oppfinnelse
de som er i L-konfigurasjon.

Betegnelsen "alkyl" som anvendt her betyr alkyl-radikaler
med fortrinnsvis fra 1 til 6 karbonatomer, og omfatter f.eks.
metyl, etyl, propyl, butyl. Nar annet ikke er angitt, kan

alkylgruppene som inneholder 3 eller flere karbonatomer, vare
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forgrenede eller lineare.

En foretrukket gruppe peptider er representert ved for-
mel I hvor
X er en hydrofob a-aminosyre i D-konfigurasjon. Syren X er
bundet ved en peptid-binding til o-aminosyren B. Alternativt
er X en annen stor hydrofob gruppe som vil bindes til
nitrogenatomet i a-aminogruppen av syren B, s& som en aryl-
sulfonylgruppe;
B er en rest av en hydrofob a-aminosyre i L-konfigurasjon
eller en cyklisk imino-syre, som kan ha én eller flere alkyl-
substituenter bundet til ringen, hvilke substituenter kan
danne en bro for & danne en cyklisk struktur;
D er p-fenylmetyl, p-fenyletyl etylen, butylen eller propylen,

Viktige aspekter ved gruppen

D

|
g

c

HN/ ~ NH,
er dens lengde og dens basisitet. Hvis det ved syntesen av en
forbindelse med formel I anvendes L-arginin, vil det oppnés en
forbindelse med formel I med den enskede stereokjemi hvor D er
1,3-propylen. Hvis L-homoarginin anvendes, vil det oppnas en
forbindelse hvor D er 1,4-butylen. Hvis L-norarginin anven-
des, vil det oppnas en forbindelse hvor D er 1,2-etylen. Hvis
4-guanidyl-L-fenylalanin anvendes, vil det oppnds en forbin-
delse hvor D er en p-fenylmetyl-gruppe. Hvis 4-guanidyl-L-
homofenylalanin anvendes, vil det oppnéds en forbindelse hvor D
er en p-fenyletylgruppe;
Y er karbonyl;
Z har en kjedelengde mellom 12 og 40, og fortrinnsvis 20
atomer;

G og G' er Asp, Glu,
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HIN |°' “2' Iol
¢ ¢
eller (coon),
(0"2). (cu,)n
N
\/ Nea
=

hvor n er 1 eller 2,
X' er L-Phe, L-4FPhe eller L-4ClPhe;
Q er prolin, pipekolinsyre, sarcosin eller Glu;
W er H eller en lavere alkyl-, fenyl- eller fenylalkyl-substi-
tuent i 3-, 4- eller 5-stillingen til piperidin- eller pyrro-
lidin-ringen;
R er Glu—Glu—P?e—Leu—R' eller Leu-R', hvor
C

i i I ]
C er H, —CHz—?-OH, -OH, -O—ﬁ—OH eller -O—ﬁ—OH, eller CH2—ﬁ—OH,
0] O

substituert i para-stilling

og R' er en hydroksylgruppe eller

hvor R, og R3 er en linear eller forgrenet alkylkjede med 1
til 6 karbonatomer og kan vare bundet sammen for a danne en
ring med 5-6 ledd.

En mer foretrukket gruppe peptider representeres av
formel I hvor
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X er D-Phe, D-4FPhe eller D-4ClPhe hvor o-aminogruppen er
neytralisert ved acetylering eller benzoylering, eller X erx
naftalensulfonyl, benzensulfonyl, toluensulfonyl;

B er Val, pipekolinsyre eller Pro;

W er hydrogen eller en lavere alkyl-, fenyl- eller fenylalkyl-
substituent i 3-, 4- eller 5-stilling i ringen ndr B er Pro
eller pipekolinsyre;

D er propylen eller fenylmetyl;

Y er karbonyl;

Z er

—(CH2)Zg—Gln—Ser-His—Asn—Asp—Gly-
hvor »
n er et helt tall fra 1 til 4, den native hirudin48-54 gse-
kvens, eller en syntetisk spanner med den generelle formel
0 0
(—CHZ-)ng—NH-L—g-
hvor
n er et helt tall fra 1 til 4; og
L er et heksapeptid eller mettet eller umettet alkyl-kjede
svarende til 18 atomer eller mindre av et heksapeptid.

Fortrinnsvis har koblingsgruppen Z den felgende formel

H A

~-(CH,),-CNH

hvor

n og m er et helt tall fra 1 til 4; og

A, A, er hver uavhengig H eller des H i cis- eller trans-
konfigurasjon, med det forbehold at nar m er 1, er n 3 eller
4;

hvis Aq, A, er des H, er Z
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n og p er hele tall fra 1 til 4. Koblingsgruppen som skal
anvendes i forbindelse med foreliggende oppfinnelse ma saledes
ha tilstrekkelig lengde til & la peptidene med formel I sam-
virke med to forskjellige og uavhengige bindingsseter adskilt
med en kritisk avstand (ca. 15A) fra hverandre p& trombin-
overflaten. 2Z er derfor en linker hvis kumulative antall
atomer som omfatter enheten er det samme som antallet atomer
svarende til aminosyre-sekvensen til hirudin492-54 eller
lavere; og

R er Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH, Leu-OH eller Glu-Glu-Tyr-Leu-R'’
hvor R' er en hydroksylgruppe eller en gruppe med folgende

formel:

hvor
Ry, er -CH3 eller fenetyl,
Ry er H eller -CH3 eller Ry og Ry kan vare bundet sammen for &
danne -CH,-CHy-CHy-CHy-, -CHy-CHy-CHy-CHp-CHy- eller
-CHy-CHy-0-CHy-CHp - .
En enda mer foretrukket gruppe av forbindelsene med

formel I er de hvor

er D-Phe;

er prolin;

er propylen;

X

B

D

Y er karbonyl;
G er Asp;

ek

er Glu;
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X' er Phe;

Q er Glu eller Pro;

|
Z er -(CH,),-C-Gln-Ser-His-Asp-Asp-Gly-,
i
- (CH5) 3-C-Gln-Ser-His-Asp-Asp-Gly-,
0]

1]
- (CHy) 4-C-Gln-Ser-His-Asp-Asp-Gly-,

- (CHy) 4@ (NHCH2CH=CHCH2CE) )
(0]
—(CH2)4g~(NHCH2CH=CHCH2g)2, eller
o]
- (CHyp) 48- (NHCH2CH=CHCH2C|) 3i
W er H, n-butyl eller metyl; og
R er Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH; eller -Leu-OH.

Det er funnet at kortere peptider, f.eks. "avkortede"
peptider som mangler aminosyrene Glubl, G1lub2?, Tyr63 og Gln®5
i nativt hirudin oppviser interessante biologiske egenskaper.
De "avkortede" peptidene oppviser bedre biotilgjengelighet
eftersom kortere molekyler er mindre tilbeyelige til a forar-
sake immun-reaksjoner og mindre tilbeyelige til & gjennomga
proteolyse. Administrering av kortere peptider med lavere
molekylvekt er ogsa lettere og absorpsjonen er vanligvis bedre
enn for lenger peptider. Det skal ogsa bemerkes at anvendelse
av en syntetisk koblingsgruppe videre hindrer nedbrytning av
peptidet ved proteolyse.
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Syntese ifelge foreliggende oppfinnelse av peptid-derivatene

med formel T

Peptidene fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse kan
syntetiseres under anvendelse av en rekke metoder som er
velkjent for fagfolk pa omradet. F.eks. kan peptidene synte-
tiseres ved fast-fase-metoden slik som den som er beskrevet av
Stewart et al. i "Solid phase peptide synthesis", Freeman &
Co., San Francisco, 1969 pa en passende peptid-synthesizer.

I noen tilfeller kan imidlertid regionene (i), (ii) eller
(iii) av peptidene fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse
vare en syntetisk del for hvilken kjemisk syntese er nedvendig
fer kobling av denne delen med andre aminosyrer for a gi det
enskede peptid ved hjelp av konvensjonell fast-fase-syntese.
Eksemplene 1 til 6 senere i beskrivelsen illustrerer den type
kjemisk syntese som er nedvendig for & syntetisere en av de
foretrukne utferelsesformer i region (i) mens eksempel 7
beskriver syntese av en syntetisk koblingsgruppe som skal
anvendes 1 region (iii). Det wvil vere klart for fagfolk at en
kjemiker utdannet innen organisk kjemi lett kan fremstille den
kjemiske gruppen som kan vere nedvendig for regionene (i),

{ii) og (iii) av peptidene fremstilt ifelge foreliggende
oppfinnelse.

Noen av peptidene fremstilt ifelge foreliggende opp-
finnelsen ble spesielt syntetisert pa en Applied Biosystems
430A peptid-synthesizer. BOC-GlnPAM-harpiks (Applied
Biosystems, 0,64 mmol/gram) ble anvendt som fast-fase bareren.
Aminosyre-kobling ble mediert ved dicykloheksylkarbodiimid/N-
hydroksybenzoltriazol og avbeskyttelse ble utfert med 50%
trifluoreddiksyre (TFA) i metylenklorid i 3 minutter, fulgt av
en ytterligere 20 minutter cyklus. Sidekjede-beskyttende
grupper var som felger: Asp(Chx), Glu(Bzl), His(Bom),
Arg(Tos), Tyr(2-BrZz), Ser(Bzl). Den fullt beskyttede peptid-
harpiks ble derefter behandlet med flytende hydrogenfluorid
inneholdende anisol og dimetylsulfid (10% efter volum) ved -
50C i 60 minutter. Overskudd av HF bie fjernet under en strem

av nitrogen, og det gjenvaerende faste stoff ble ekstrahert med
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eter og filtrert. Harpiksen ble ekstrahert tre ganger med
iseddik og vann fulgt av lyofilisering.

Rensning og _analyse av _de syntetigske peptider

De resulterende lyofiliserte urensede peptidér kan renses
til homogenitet under anvendelse av generelt aksepterte
peptid-renseteknikker. En egnet teknikk exr revers fase
kromatografi pd en Vydac octadecyl silika glasskolonne (154,
1,5 x 30 cm, 40 psi) under anvendelse av en linear gradient av
opplesningsmiddelsystemet: A, 500 ml 500 ml 0,1% TFA/H,0 og B,
11 60% acetonitril/H,0 inneholdende 0,1% TFA. Fraksjonene
analyseres ved revers fase HPLC pa en Varian LC under anven-
delse av en Vydac C;g analytisk kolonne og 215 nm deteksjon.
Fraksjoner med over 99% renhet samles og lyofiliseres.
Peptid-innholdet bestemmes ved aminosyre-analyse pa en Beckman
model 6300 aminosyre-analysator. Prever ble derefter torret i
en Waters Pico-Tag Work Station. Konstant kokende HCl (200
pl) inneholdende 1% fenol ble satt til kolben og alternativt
spylt (med terr nitrogen) og evakuert efter tre skyllinger.
Endelig ble kolben inneholdende preven oppvarmet ved 150°C i 1
time under vakuum. Masse-spektralanalyse ble utfert pa et
SCIEX API III spektrometer utstyrt med ionespray-innlepskilde.

Strukturen og sekvensen til peptidene syntetisert ifelge
foreliggende oppfinnelse kan sdledes bekreftes ved korrekt
aminosyre-sammensetning og masse-spektra for & vise overens-
stemmelse med den beregnede molekylvekt.

De folgende eksempler er gitt for & illustrere heller enn
2 begrense omfanget av foreliggende oppfinnelse.

Forkortelser anvendt i eksemplene omfatter
BOC, tert-butoksykarbonyl; Tos, p-toluensulfonyl;

CH,Cl,, metylenklorid; TEA, trietylamin; BOP, benzotriazolyl-
N-oksytrisdimetylamino-fosfoniumheksafluorfosfat; DMF,
dimetylformamid; EtOAc, etylacetat; DCC, N,N'’'-dicykloheksyl-
karbodiimid; DPPA, difenyl-fosforylazid; THF, tetrahydrofuran;
HF, hydrogenfluorid, CBZ, benzyloksykarbonyl.
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Eksempel 1
Syntese av (28)-2-(BOC) -N-metoksy-N-metyl-5-tosylguanidino-
pentanamid

Til en opplesning av Na—BOC—NG~Tosyl—Arginin (428 mg, 1
mmol) i 30 ml DMF ved 0°C i et isbad, inneholdende TEA (0,4
ml, 3 mmol) og N,O-dimetylhydroksylamin-hydroklorid (146 mg,
1,5 mmol) ble satt BOP reagens (500 mg, 1,1 mmol) (B. Castro,
J. R. Dormoy, G. Elvin, C. Selve, Tetrahedron Letters # 14, s.
1219-1222, 1975). Reaksjonen ble omrert i 15 timer ved 4°C
hvorefter opplesningsmidlet ble avdampet under heyvakuum.
Residuet ble opplest i 50 ml EtOAc og vasket med H,O. Den
organiske fasen ble ytterligere ekstrahert med 5% NaHCO5 (3
ganger), 1N HCl (3 ganger) og terret over Na,SO,. Opp-
lesningsmidlet ble filtrert over celite og konsentrert i
vakuum. Tilsetning av en liten mengde heksan til konsentratet
utfelte et hvitt, fast stoff (500 mg) svarende til tittel-
forbindelsen. Masse-spektralanalyse: M/Z = 472 (M+H)*

Eksempel 2

Syntese av 6-BOC-9-tosylguanidino-1-nonen-5-on

Til en opplesning av produktet fra eksempel 1 (600 mg,
1,3 mmol) i 25 ml THF ble satt 10 ekvivalenter Grignard-rea-
gens fremstilt fra 4-brom-1l-buten (Bemerk ved fremstilling:
312 mg magnesiumspon (13 mmol) i 50 ml vannfri eter ble be-
handlet drapevis med 1,75 g 4-brom-1-buten for & opprettholde
svakt tilbakelep), efter fullstendig forbruk av metallet ble
Grignard-opplesningen overfert ved hjelp av spreyte under
argon, til THF-blandingen. Hele THF-blandingen ble kjelt med
vandig NH4Cl efter at TLC viste at utgangsmaterialet var
forsvunnet (TLC ble utfert pd Kieselgel 60F 254, Merck, glass-
plater). Fasene ble separert, og den organiske fase ble videre
vasket med 1IN HCl og H,0, terret (Na;SO,) og inndampet under
vakuum. Kromatografi pad silikagel (under eluering med 4:1
EtOAc/heksan ga en klar olje svarende til tittelforbindelsen.
Masse-spektralanalyse M/Z = 469 (M+H) ™. |
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Eksempel 3

Syntese av 5-BOC-4-okso-8-tosylguanidinooktansyre.

Produktet fra eksempel 2 (2,5 g, 5,3 mmol) ble opplest i
50 ml acetonitril fulgt av tilsetning av natriumperjodat (8 g,
37,5 mmol) opplest i 50 ml vann. Hele blandingen ble behand-
let med 100 mg rutheniumklorid. Efter 1 times kraftig omre-
ring ved romtemperatur ble ikke noe utgangsmateriale observert
ved TLC. Blandingen ble fortynnet med 100 ml H,0 og 100 ml
eter. Fasene ble separert, og den vandige fasen ble videre
ekstrahert med eter. De samlede organiske ekstrakter ble
vasket med H,0, terret (NajSO,) og inndampet til terrhet for a
gi 1,5 g av et skum svarende til tittelforbindelsen.
M/Z = 485 (M+H)™.

Eksempel 4

Syntese av 6-BOC-5-ockso-9-tosylguanidinononansyre

Tittelforbindelsen i dette eksempel ble syntetisert
analogt med eksemplene 1 til 3. Kort sag ble produktet fra
eksempel 1 omsatt med et Grignard-reagens fremstilt fra magne-
sium og 5-brom-1l-penten. Det resulterende addukt, isolert som
en olje analogt med eksempel 3, ble derefter behandlet med en
kombinasjon av natriumperjodat og rutheniumklorid for & gi
tittel-homologen i dette eksempel. M/Z=499 (M+H) T.

Eksempel 5
Syntese av 7-BOC-6-o0kso-10-tosylguanidinodekansyre

Tittelforbindelsen i dette eksempel ble fremstilt analogt
med eksemplene 1 til 4. I dette eksempel ble produktet fra
eksempel 1 omsatt med Grignard-reagenset fremstilt fra magne-
sium og 6-brom-1-heksen. Efter isolering av adduktet ved
silikagel-kromatografi som beskrevet i eksempel 2, ble
adduktet omsatt med natriumperjodat og rutheniumklorid.
Isolering av produktet ga tittelforbindelsen som en olj.

M/Z = 513 (M+H)".
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Eksempel 6

|".0¢"‘““ ‘_cl_u.

NH

C « NK

ToS

Etyl; 4N-t-BOC-3-okso-7-tosylguanidin-tiocheptanoat
(blandet anhydridmetode) .

Dannelse av blandet anhydrid: Til en omrert opplesning
av 1 g (2,4 mmol) (L)-Na-BOC-Arg(Nw)TOS)OH og 0,66 ml (0,48
mmol) trietylamin i 15 ml vannfri tetrahydrofuran ved -20°C
ble dréapevis satt 0,40 ml (0,3 mmol) iscobutylklorformiat i
. lepet av 15 minutter. Efter 1 time ble blandingen fortynnet
med 15 ml eter og det utfelte faste stoff ble frafiltrert.
Filtratet inneholdende det blandede anhydrid ble lagret ved
0°c.

En omrert opplesning av diisopropylamin (3,4 ml, 24 mmol)
i 25 ml vannfri eter under argon ved 0°C ble imens dripevis
behandlet med én ekvivalent N-But-Li i THF i lepet av 30
minutter. Derefter ble reaksjonsblandingen avkjelt til -60°C
og behandlet med 2,5 ml etyltioacetat. Efter omrering ved
-60°C i 30 minutter ble blandingen behandlet med 6 g MgBr2-
eterat og omrert i ytterligere 30 minutter. Endelig ble denne
blandingen behandlet med det fordannede blandede anhydrid, og
omrering ble fortsatt i 5 timer inntil omsetningen var full-
stendig ved HPLC.

Reaksjonsblandingen ble drapevis behandlet med 6M NH4C1,
og fasene ble separert. Den organiske fasen ble fortynnet med

50 ml EtOAc og ekstrahert med INHCl (3 x), HZO (3 x), torret

med NaZSO4 og inndampet under heyvakuum for & gi tittel-
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forbindelsen som en olje M/Z = 515 (M + H)+

Eksempel 7
Kobling av tiocesteren fra eksempel 6 med o-aminosyre-estrene
og avbeskyttede aminoacyl-polystyren-harpikser.

Det beskyttede arginyl-staton fra eksempel 6 (2 ekviva-
lenter) ble opplest i CH2C12 og satt til en blanding av «-
aminosyre-ester (1 ekvivalent) eller polystyren-harpiks inne-
holdende den voksende polypeptid-kjeden. .Til denne blandingen
ble satt kobber (I)jodid (2 ekvivalenter) og trietylamin (2
ekvivalenter). Reaksjonen ble overvdket ved HPLC for aminosy-
re-esteren eller ved konvensjonell ninhydrin-test for poly-
styren-bundne peptider.

Eksempel 8
Syntese av peptidet med formelen

0
| i
Cbz—(D)—Phe—Pro—Arg—J-(CH2)2—C—OCH3

Aminosyren fra eksempel 3 (200 mg, 0,4 mmol) ble opplest
i 10 ml EtOAc og behandlet med en eterisk opplesning av diazo-
metan inntil gass-utvikling oppherte. Den saledes dannede
metylester ble isolert ved inndampning og avbeskyttet med 10
ml 50% TFA/CH2C12 ved 0°C i 1 time. Avdampning av opp-
lesningsmidlet under heyvakuum ga 200 mg av en viskes olje som
motsto krystallisering og ble anvendt direkte. Den oppnadde
oljen (200 mg, 0,33 mmol) ble opplest i 20 ml DMF avkjelt i et
isbad og behandlet med 158 mg (0,4 mmol) Cbz- (D) -Phe-Pro-OH,
0,14 ml (1 mmol) TEA og 110 mg (0,4 mmol) DPPA. Hele opples-
ningen fikk sta ved 4°C i 15 timer og ble inndampet under hoy-
vakuum. Residuet ble fordelt mellom vann og EtOAc og fasene
ble separert. Den organiske fasen ble videre behandlet som
beskrevet i eksempel 3, og efter avdampning av opplesnings-
midlet ble det oppnadd et residuum som ble renset ved silika-

gel-kromatografi (150 mg).



309040

22

De beskyttende gruppene ble fjernet ved behandling av
peptidet med flytende hydrogenfluorid ved 0°C i 1 time. Efter
avdampning av overskudd av HF ble residuet opplest i 50 ml 10%
AcCOH og ekstrahert med eter (3 ganger). Den vandige fasen ble
lyofilisert for & gi et pulver svarende til tittelforbindelsen
i dette eksempel. M/Z = 489,2 (M+H)™ .

Eksempel 9

Fremstilling av underenheten av den syntetiske spacer med
formel II

O o

Il I i

-NH-CHZ-CH=CH-CH2— -NH-CH2—CH=CH-CH2-C-NH—CH2-CH=CH-CH2—C-
Syntesen ble innrettet efter (Cox M.T., Heston D.W. og

Horbury J., J. Chem. Soc. Chem. Comm., 1980, 799-800) med

store modifikasjoner. Den fullstendige fremgangsmate

beskrives som felger.
a) Syntese av trans-f-hydromukonsyre-dimetylester

22 g (153 mmol) trans-£-hydromukonsyre ble opplest i 200
ml benzen inneholdende 500 mg p-toluen-sulfonsyre og 100 ml
metanol. Opplesningen ble holdt ved tilbakelep i 6 timer og
behandlet med 100 ml vann. Fasene ble separert, og det orga-
niske lag ble videre ekstrahert med 5% NaHCO3 og HZO. Efter
terring (Na2SO4) ble opplesningsmidlet avdampet under vakuum,
og residuet ble destillert (83-85°C 0,5 mm Hg) for & gi 19 g
av tittelforbindelsen.

b) Syntese av trans-{-hydromukonsyre-monometylester.

5 g (27,5) mmol) av produktet fra trinn a) ble suspendert
i 100 ml av en opplesning av 0,1M KH2PO4 fulgt av tilsetning
av 20 mg svinelever-esterase. pH av opplesningen ble holdt pd&
7 ved drapevis tilsetning av en opplesning av 1M NaOH. Efter

tilsetning av 1M NaOH svarende til 1 molekvivalent av di-
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esteren, ble opplesningen behandlet med trekull, omrert i 5
minutter og filtrert over celite. Filtratet ble ekstrahert
med eter og de samlede organiske ekstrakter ble kastet. Den
vandige fasen ble surgjort med 3N HCl og ekstrahert pany med
eter. De samlede eﬁeriske ekstrakter ble torret (Na2804) og
inndampet i wvakuum. Residuet ble destillert under redusert
trykk (105—110°C, 0,5 mmHg) som ga 4 g av en olje svarende til
tittelforbindelsen.

c) Syntese av 4-metoksykarbonyl-2-dehydro-butyl-isocyanat

1,22 g (7,3 mmol) av monoesteren fra trinn b) ble opplest
i 25 ml benzen. 0,76 ml (8,7 mmol) oksalylklorid ble drapevis
tilsatt i lepet av 15 minutter, og opplesningen ble kraftig
omrert i 3 timer. Opplesningen ble inndampet under vakuum.
Residuet opplest i 10 ml aceton ble satt til en forhands-
avkjelt opplesning (0°C) av natriumazid, 1 g i 20 ml 50%
vann/aceton. Efter 30 minutter ble blandingen fortynnet med
vann (50 ml) og ekstrahert 3 ganger med 20 ml porsjcner av
benzen. De samlede organiske ekstrakter ble terret (Na2804)
og filtrert. Filtratet ble oppvarmet i et oljebad ved 80°c
inntil ingen ytterligere nitrogenutviklihg ble observert.
Opplesningsmidlet ble avdampet under vakuum, og residuet
destillert under redusert trykk (80-85°C, 0,5 mm Hg) for a gi
700 mg av tittel-forbindelsen.

d) Syntese av 4-N-butyloksykarbonyl-pent-3-en-syre.

Tert-butanol, 890 mg (12,2 mmol), ble satt til en opples-
ning inneholdende produktet fra trinn c¢) (1 g, 6,1 mmol) i 25
ml benzen. Hele opplesningen ble tilbakelespsbehandlet i 10
timer, hvorefter den ble inndampet under vakuum. Residuet ble
behandlet med svinelever-esterase som beskrevet i1 trinn b) og
opparbeidet som beskrevet i det trinnet for a gi 700 mg av
tittelforbindelsen.

Produktet fra trinn d) anvendes derefter som en enhet for
fremstillingen av den syntetiske spacer II. Disse enhetene
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blir satt sammen for a danne spacer (II) under anvendelse av

teknikker som er velkjent for fagfolk pa omradet.

Eksempel 10
Syntese av forskjellige peptider.

Peptidene P24, P51, P53, P73, P52 og P54, som er vist i
tabell I nedenfor, ble syntetisert under anvendelse av stan-
dard metoder beskrevet tidligere under overskriften "Syntese
av peptider". Ogsa peptid P73, svarende til det syntetiske
peptid med formel I hvor

X er D-Phe, Z er (CHz)z-g—, D er propyl, Y er -CO, W er H og
R er -Glu-Gly-Tyr-Leu-Gln-OH ble fremstilt ved ferst kjemisk a
syntetisere 5-BOC-4-okso-8-tosylguanidinooktansyre som beskre-
vet i eksempel 3, fulgt av passende peptid-sammensetning
under anvendelse av metoden beskrevet under overskriften

"Syntese av peptider".

Eksempel 11
Fremstilling av P79.

45 0 50
Ac-(D)Phe—Pro—Argw-(COCHZ)CHzg—Gln—Ser—His—Asn—Asp—Gly—
Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-GlnOH

55 60

1 g tert-butyloksykarbonyl-Gln-fenylacetamidometyl-har-
piks (Applied Biosystems, 0,64 mmol/g) ble fert gjennom 16
cykler av syntese innbefattet na~sidekjede avbeskyttelse (50%
TFA i C‘H2CL2 og kobling under anvendelse av 2,5 meq. beskyttet
aminosyre/DCC og N-hydroksybenzotriazol. Sidekjede-beskytten-
de grupper pa& standard aminosyrer var som felger: Asp (cyklo-
heksyl), Glu (benzyl), His (benzyloksymetyl), Tyr (brom-
benzyl), Ser (benzyl).

Den syntetiske beskyttede aminosyre fra eksempel 3 ble
koblet til Gln49 under anvendelse av DCC/N-hydroksybenzo-
triazol. For optimale resultater kan N-BOC- (D) -Phe-Pro-OH
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tilsettes som en enkelt enhet istedenfor som individuelle
aminosyrer.

Den fullt beskyttede peptid-harpiks (500 mg) ble behand-
let med hydrogenfluorid i et teflon-kar inneholdende anisol og
dimetylsulfid (10% efter volum) ved -5°C i 60 minutter.

Overskudd av HF ble fjernet under en strem av N og den

gjenvarende massen ble ekstrahert med eter og filtrert.
Harpiksen ble ekstrahert tre ganger med iseddik og vann, fulgt
av lyofilisering.

Det lyofiliserte urensede peptid ble renset til homogeni-
tet ved revers fase kromatografi p& oktadecyl-silika (154,
Vydac) glasskolonne (1,5 x 30 cm), 40 psi under anvendelse av
en linear gradient av et opplesningsmiddelsystem bestaende av
(a) 500 ml 0,1% TFA/H20 og (B) 1 liter 60% acetonitril H,0
inneholdende 0,1% TFA. Fraksjonene svarende til 98% renhet
eller hoyere ble samlet og lyofilisert.

Aminosyre-analyse indikerte: Asp (3), Ser (1), Glu (6),
Gly (1), Ile (1), Leu (1), Tyr (1), Phe (2), His (1), Pro (2).

Det resulterende peptid viste et pseudo-molekylart ion
svarende til 2548,6.

Eksempel 12
Fremstilling av P102

o]
Ac—(D)Phe—Pro—Argw(g-CHz)CHZCHzg—Gln-Ser—His—Asn—Asp—Gly—
Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-OH

Aminosyre-analyse indikerte: Asp (3,20), Ser (0,86), Gly
(6,60), Gly (0,8), Ile (1,00), Leu (1,06), Tyr (0,86), Phe
(1,84), His (0,88), Pro (2,10).

Pseudo-molekylart ion: 2562,4.

Eksempel 13
Fremstilling av P103

0]
Ac—(D)—Phe-Pro—Argw(g—CHz)CH2CH2CH28-Gln—Ser—His—Asn—Asp-Gly—
Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln-0OH
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Aminosyre-analyse indikerte: Asp (3,15), Ser (0,84), Gly
(6,84), Gly (1,00), Ile (1,04), Leu (1,26), Tyr (0,99), Phe
(2,12), His (1,00), Pro (1,55).

Pseudo-molekylaexrt ion: 2576,8.

Eksempel 14
Fremstilling av P183

I i i
Ac- (D) -Phe-Pro-Arg (C—CHz)CHZCHZCHZC-(NH—CH2—CH=CH—CH2-C)l

Asp-Phe-Glu-Pro-Ile-Pro-Leu-OH

Tittelpeptidet i dette eksempel ble syntetisert og renset
i det vesentlige som beskrevet for P79 og dens homologer med
mindre modifikasjoner. Fast-fase syntesen begynte f.eks. med
tert-butyloksykarboonyl-Leu-fenylacetamidometyl-polystyren-
harpiks (Applied Biosystems, 0,64 mmol/g). For avbeskyttelse
av t-BOC-gruppen efter Asp-resten ble 50% TFA i CH2012 inne-
holdende 10% etylmetylsulfid anvendt. Pa denne maten ble
utbyttet av tittel-peptidet optimert til over 60%, ved HPLC
(UV absorpsjon ved 215 nm).

Aminosyreanalyse indikerte: Asp (1,00), Glu (1,07), Ile
(0,94), Leu (1), Phe (1,82), Pro (3,29).
Pseudo-molekylart ion: 1455.

Eksempel 15
Fremstilling av P184
T i
Ac- (D) -Phe-Pro-Arg (C-CHQ)CH2CH2CH2C-(NH—CH
Asp-Phe-Glu-Pro-Ile-Pro-Leu-OH

il
,~CH=CH-CH,-C) ,

Aminosyre-analyse indikerte: Asp (1,00), Glu (1,08), Ile
(0,96), Leu (1,01), Phe (1,91), Pro (3,48).
Pseudo-molekylart ion: 1553
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Eksempel 16
Fremstilling av P185
i
Ac- (D) -Phe-Pro-Arg (E—CHZ)CH2CH2CH2C-(NH-CHZ-CH=CH-CH2-g)3
Asp—Phe-Glu-Pro-IlejPro-Leu—OH.

Aminosyre-analyse indikerte: Asp (1,00), Glu (1,06), Ile
(0,93), Leu (0,98), Phe (1,88), Pro (3,6).
Pseudo-molekylart ion: 1647.

Amidolytisk forssk pd trombin-aktivitet

Trombin-katalysert hydrolyse av Tos-Gly-Pro-Arg-pNA ble
overvdket ved 405 nm pd en Varian Cary 2000 dobbel-strile
spektrofotometer under anvendelse av substrat-konsentrasjoner
pa 2,5, 3,5, 5 og 10 uM i et endelig volum pd 1 ml. De
hydrolytiske reaksjoner ble utfert ved 25°C i 0,1M tris-HCl-
buffer, pH 7,8, inneholdende 0,1M NaCl og 0,1% PEG 6000.
Reaksjonene ble initiert ved tilsetning av substratet opplest
i 0,1M tris-HCl buffer, pH 7,8 til en preinkubert opple@sning
av enzym (0,4 eller 0,04 nM) og variable konsentrasjoner av
inhibitor opplest i samme buffer. Opprinnelig hastighet ble
nedtegnet, og Ki—verdier ble bestemt grafisk ved belastet
linear regresjon av Dixon-plotter i tilfelle av kompetitiv
inhibering, eller ved metoden til Baici (Baici, 1981) for
hyperbolsk inhibering. Fluorogene undersekelser ble utfert
under anvendelse av samme betingelser og instrumenter som
ovenfor ved & arbeide i fluorescens modus i forholdet
Xex=383 nm, Xem=455 nm). Fluorescens-intensitet ble kalibrert
med 7-amino-4-metylkumarin-opplesning av kjent konsentrasjon.
Spesifisiteten til syntetiske peptider ifelge foreliggende
oppfinnelse overfor a-trombin kan ogsd bestemmes ved & sam-
menligne deres relative inhiberende aktiviteter mot bade
humant o-trombin og bovint a-trombin og trypsin ved & sammen-
ligne K,-verdiene oppnadd ved den amidolytiske undersekelse pa
trombin-aktivitet.

Den inhibitoriske aktiviteten til de syntetiske peptidene

fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse overfor trombin kan
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sdledes ogsd undersokes ved bestemmelse av protrombin-tid (PT,
ytre vei) eller aktivert delvis tromboplastin-tid (APTT, indre
vei) av samlet rekonstituert normalt humant plasma under
anvendelse av Coag-A-Mate 2001 instrument (General Diagnostics
Inc., Morris Planes, New Jersey) eller annet egnet spektro-
fotometer. For bestemmelse av protrombin-tid, blandes
sdledes 50 pl rekonstituert citrert normalt humant plasma
(Sigma, St-Louis, MO) med 50 pl tromboplastin-opplesning ved
37°C i en 400 pl skdl. Blandingen behandles derefter enten
med 200 ul tris-HCl-buffer pH 7,8 (inneholdende 0,1M NaCl,
0,1% PEG 6000) eller variable konsentrasjoner av inhibitor i
samme buffer. Pluggdannelsestiden nedtegnes efter forkalkning
pany med 100 ul 25 mM CaClz. Pluggdannelsestiden ved fravar
av inhibitor var mellom 19-22 sekunder.

Samme metode anvendes for bestemmelse av aktivert parti-
ell tromboplastin-tid, bortsett fra at rekonstituert plasma
aktiveres i 3 minutter med cefalin (Sigman, St-Louis, MO).

Typiske APTT og PT inhiberingskurver er vist pd figurene
1 og 4.

Den hemmende aktiviteten til noen av peptidene fremstilt
ifelge foreliggende oppfinnelse overfor trombin reflekteres
ved deres evne til & hemme trombin-mediert blodplateaggrege-
ring som vist pa Figur 2. Blodplaterikt plasma inneholdende
forskjellige konsentrasjoner av P79 behandles med trombin.
Blodplate-aggregering, reflektert ved gket lys-transmisjon som

males pa et Bio Data PAP-4 aggregometer.

Fibrinogen pluggdannelses-forsesk

Inhibering av fibrinogen pluggdannelse ble malt spektro-
fotometrisk ved 405 nm pa Varian DMS 90 ved 37°%C. 300 uL 0,1%
fibrinogen (Sigma) i 0;1M tris-HCl, pH 7,8, inneholdende 0,1M
NaCl, 0,1% PEG 600 og forskjellige konsentrasjoner av
inhibitor i samme buffer ble blandet i polystyren-skdler, og
reaksjonen ble startet ved tilsetning av enzymet (humant eller
bovint o-trombin 0,4 nM) i et totalt volum pa 1 ml. Tiden fra
blanding til beyning pa grunn av pluggdannelse ble nedtegnet

for forskjellige inhibitor-konsentrasjoner, og IC O—Verdier

5
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ble beregnet ved log probit analyse. Konsentrasjonene av
inhibitorene i forsekene var basert pa peptid-innholdet.

. Forskjellige andre forsek kan anvendes for a bestemme den
antikoagulerende aktiviteten til peptidene fremstilt ifelge
foreliggende oppfinnelse. Den inhiberende aktiviteten til de
syntetiske peptidene fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse
overfor trombin kan saledes ogsd undersekes ved inhibering av
aktiverte partielle tromboplastin-tider (APTT indre vei eller
protrombin-tid PT ytre vei). Antikoaguleringsaktiviteten kan
sdledes bestemmes ved & underseke APTT for samlet, normalt
humant plasma med et Coag-A-Mate 2001 instrument (General
Diagnostics Inc., Morris Planes, New Jerseyi.

Videre kan de syntetiske peptidene fremstilt ifelge
foreliggende oppfinnelse undersekes pa inhibering av trombin-
katalysert hydrolyse av tripeptidyl P-nitrocanilid-substrat
tosyl-Gly-Pro-Arg-P-nitroanilid (Chromozym TH, Boehringer-
Mannheim, Indianapolis, In.) spektrofotometrisk ved 420 nm pa
et Cary 219 doublebeam spektrofotometer. Reaksjonene kan
frembringes ved & blande en trombin;opplesning med tris-Hcl,
pPH 7,4, NaCl buffer.

Disse undersekelsene, utfert under anvendelse av noen av
de syntetiske peptider fremstilt ifelge foreliggende opp-
finnelse, demonstrerte at disse peptidene virker som bifunk-
sjonelle inhibitorer av trombin. Det ble demonstrert at
innfering av de to kritiske regioner av peptidene adskilt av
en egnet spacer, ga sterke trombin-inhibitorer. Resultatene
er vist i tabell I.

Den forbedrede enzym-affinitet og in vitro anti-
koagulerende virkning, kan derfor direkte tilskrives en koope-
rativ intramolekyler bindings-mekanisme. Hvis f.eks.
substituent X i forbindelsen med formel I er D-Phe, vil denne
gjere region (i) egnet til & bindes til den utstrakte hydro-
fobe region av det aktive sete til trombin. Betingelsene for
at region (ii) bindes til et ikke-katalytisk sete pé& trombin
er forskjellige fra de for region (i).

Det er klart at innfering av disse to regioner i et

enkelt molekyl separert ved en egnet linker (koblingsgruppe)
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gker vesentlig affiniteten av forbindelsene til trombin.
Kombinasjonen av separate ICgg-doser av de to uavhengige
regioner resulterer faktisk i neyaktig dobling av sammen-
klumpningstiden mens sterre aktivitet oppnds hvis de to
regioner bindes sammen med en linker. Det synes derfor som om
dobbel kooperativ binding av de bifunksjonelle inhibitorer
fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse finner sted nar
disse kommer i kontakt med trombin. Linkeren tjener som en
egnet spacer for & danne bro mellom et hjelpe-sete (region
(ii)) og et katalytisk sete (region (i)) sa vel som et apolart
bindingssete ved siden av det katalytiske sete.

De forskjellige forsekene har ogsa vist at mens D-Phe-
Pro-Arg-Pro-OH og Na-acetyl-desulfo-hirudin®5-65 uavhengig
inhiberte fibrin-klumpdannelse av bovint a-trombin med ICgg-
verdier pa henholdsvis 250 uM og 3,5 pum, ga innfering av disse
i ett enkelt molekyl, separert med en spacer svarende til
hirudin-restene 49-54, en inhibitor med en ICgy = 70 + 20 nM
(bovint «-trombin) og 4+0,8 nM (humant o-trombin). Virkningen
ved & kombinere separate ICgy-doser av hirudin 45-65 og D-Phe-
Pro-Arg-Pro-OH resulterte bare i fordobling av fibrinogen-
klumpningstiden, mens bidraget til spaceren var neglisjerbart.
Den synergistiske virkning observert for P53 1 klumpnings-
forseket ble understettet av resultater fra det fluorogene
forsek hvor denne analogen viste seg som en ren kompetitiv
inhibitor i forhold til P51 med K;-verdier nesten 50 ganger
lavere enn sistnevnte. Interessant trombin-inhiberende virk-
ning er ogséd oppnadd med peptidene P79, P102, P103 s vel som
de "avkortede" peptider P184 og P185.

Antitrombotisk aktivitet i arterie-vene shunt-modell

Eksperimentell metode.

Rotte bedevet med uretan festes i ryggleie pd en tempera-
tur-kontrollert varmeplate. Heyre halspulsdre og venstre
hals-vene kateteriseres med korte polyetylen-katetere (Portex,
PE 50). Katetrene fylles med fysiologisk saltopplesning og
klemmes igjen. De to endene av katetrene fobindes med et 2 cm

glass-kapillarrer (indre diameter 1,0 mm) som virker som en
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trombogen overflate; 5 minutter efter intravenes administre-
ring av test-preparatet eller opple@sningsmidlet for dette
(kontroll) apnes klemmene som lukker for arterie-vene om-
koblingen. Blodet som stremmer gjennom shunten ferer til en
rask stigning i temperaturen pa glass-kapillarreret fra rom-
temperatur til kroppstemperatur. Temperaturen i kapillarreret
tjener som en indikator for at shunten er dpen. Temperaturen
males ved hjelp av en NiCrNi-thermo-couple.
Resﬁltater.

Den antitrombotiske virkning av P79 sammenlignet med
rekombinant hirudin i arterie-vene shunt-modellen pa rotter 5
minutter efter intravenes administrering (n = antall dyr

anvendt. Resultatene er vist i tabell II nedenfor.

Tabell TII
Preparat * ED15 (95% tillits- n
mg/kg grense
P79 0,42 (0,27-1,19) 15
r-hirudin 1,42 (1,14-1,92) 32

* Dose som forarsaker forlengelse av tiden feor

okklusjon av shunten med 15 min.

Stabilitet av polypeptider i plasma

Peptidene ifelge foreliggende oppfinnelse ble evaluert pd
in vitro plasma-stabilitet mot proteolyse. Resultatene i den
medfelgende figur er et illustrativt eksempel pd den kompara-
tive stabilitet av P53 og P79 (ellers betegnet som hirutonin
II).

600 pg peptid ble blandet med 250 ul rekonstituert nor-
malt humant plasma, 250 pl tromboplastin, 600 ug kalsiumklorid
og 50 mM NaHPO, buffer pH 7,8 til et endelig volum pa 900 ul.

Blandingen ble inkubert ved 37°C og 100 pl alikvoter ble
tatt ut efter gitte tidsintervaller. 20 pul 10% trikloreddik-

syre ble satt til hver individuelle alikvot og sentrifugert
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ved 12 X K i 10 minutter. Den overliggende vesken ble inji-
sert pa en Cyg analytisk kolonne og kromatografert ved stan-
dard eluerings-metode (dvs. med 60% 0,1% TFA/H,O til 0,1 TFA i
CH5CN) .

De komparative resultater vist i Figur 3 illustrerer at
mens P53 er mer enn 50% nedbrutt efter 30 minuter, oppviste

P79 (hirutonin II) minimal eller ingen proteolyse.

Farmasegyvtiske preparater

Peptidene fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse kan
oppnas i form av terapeutisk godtagbare salter. Eftersom
peptidene har rester som fungerer bade som syrer og/eller
baser, kan salter av organiske syrer (f.eks. eddiksyre, melke-
syre, ravsyre eller eplesyre) eller baser (f.eks. natrium,
kalium eller kalsium) avledes. Disse saltene av peptidene med
formel I er fullt biologisk aktive. Terapeutisk godtagbare
salter kan omdannes fra et salt for & danne et annet ved &
anvende egnet ionebytterharpiks pd den mdten som er beskrevet
av R. A. Boissonas et al., Helv. Chim. Acta. 43, 1849 (1960).

Peptidene fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse,
eller deres terapeutisk godtagbare salter, anvendes alene
eller i kombinasjoner for behandling eller profylakse av
vaskulaere sykdommer som skyldes tromboser. De administreres
systemisk til varmblodige dyr, f.eks. mennesker, hester eller
hunder, med farmaseytisk godtagbare bazrere i mengdeforhold som
avhenger av oppleselighet og den valgte administreringsvei.
Peptidene fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse
administreres enten intravenest, subkutant eller ved intra-
muskuler injeksjon sammen med farmasoytisk godtagbare barere.
Eksempler pd egnede bzrere finnes i standard farmaseytisk
litteratur, f.eks. "Remington's Pharmaceutical Sciences", 16.
ed., Mack Publishing Company, Easton, Penn., 1980.

Dosen av peptidene vil variere avhengig av admini-
streringsformen og den spesielle forbindelse. Ved injeksjon
er den terapeutisk effektive dose av peptidet i et doseomrade

pa ca. 0,05 mg/kg til 10 mg/kg kroppsvekt. I tillegg til den
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aktive bestanddel, kan preparatene vanligvis ogsa inneholde
egnede buffere, f.eks. fosfat-buffer, for a opprettholde en
passende pH, og natriumklorid, glukose eller mannitol for a
gjere opplssningen isotonisk.

Peptidene fremstilt ifelge foreliggende oppfinnelse kan
administreres alene eller i kombinasjon med andre farmasey-
tiske midler. Peptidene kan f.eks. administreres i kombina-
sjon med vev-plasminogen-aktivator for a hindre reokklusjon av
koronar-arteriene. Alternativt kan peptidene administreres
med heparin eller lavmolekylvekt-heparin, en kombinasjon som
fordelaktig kan redusere dosen av heparin eller lavmolekyl-

vekt-heparin.
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Patentkrav
1. Analogfremgangsmate for fremstilling av en terapeutisk aktiv forbindelse med

formel |

3
i

Y~1-6-X"=G'~Q-1lo=Pro=R

HN NH,
hvor

X er en hydrofob gruppe;

B er en rest av en hydrofob aminosyre,

D er en linezer karbonkjede med 2 til 4 karbonatomer som kan vaere substituert med
lavere alkyl, eller D er en p-fenylmetyl- eller en p-fenyletyl-gruppe; '

Y er karbonyl; ' |

Z er en toverdig lineaer koblings-gruppe med en kjedelengde pa minst 10 atomer,
hvor atomet i nabostilling til karbonatomet i Y kan vaere usubstituert eller mono- eller
di-fluor-substituert, og Z kan vaere sammensatt av en karbonkjede som er avbrutt av
én eller flere O-, S-, NH-, karbonyl-, ester- eller amidgrupper, idet det terminale atom
i kieden er et karbonatom som er en del av karbonylgruppen som danner en peptid-
binding med L-a-aminosyren G;

G og G’ er like eller forskjellige og er en L-a-aminosyre med en pk-verdi pa 5 eller
lavere;

X' er en hydrofob L-a-aminosyre;

Q er en rest av en L-a-aminosyre eller en cyklisk L-iminosyre;

W er H, eller et forgrenet eller rettkjedet alkyl-, fenyl- eller fenylalkyl-radikal;
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R er en hydrofob gruppe omfattende 1 til 5 aminosyrer eller et alkyl-, fenyl- elier
fenylkyl-radikal som kan vaere substituert med en karboksyl- eller amid-funksjon,
eller
Rer Glu-Glu-Ppe-Leu-R'

Cc

Glu-GIu—PPe-Leu—GIn—R'
C

Glu-Glu-Phe-Leu-Glu-R'
t

C
hvor
(0] (@] 0 (?
] ] il {
C er H, OH, -O-S-OH, -CH2-S-OH eller -O-P-OH, eller CH2-P-OH,
i i\ f d
@) 0] (@) O

substituert i para-stillingen i fenylringen, eller
R og R'er like eller forskjellige og er en aminosyre eller en amin-gruppe med
falgende formel:
[
-N
\R3
hvor R og R3 er hver uavhengig hydrogen, lavere alkyl eller fenyl, eller kan vaere

bundet sammen for a danne en ring med 5-6 ledd, hvilken ring eventuelt kan
inneholde et ytterligere heteroatom valgt fra O, S og NH og et farmaseytisk
‘godtagbart salt derav, elier R’ er en hydroksylgruppe bundet til Leu for a danne en
karboksylgruppe,

eller et terapeutisk godtagbart salt derav,

karakterisert ved aten forbindelse med den falgende formel IV:
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|
¥Y-Z-G6-X'~-G'-Q-11e-Pro-R

hvor K er en egnet beskyttende gruppe og hvor de gvrige substituenter er som
definert ovenfor, og aminosyrene pa forbindelsen med formel IV er beskyttet med
egnede beskyttelsesgrupper, omsettes med en forbindelse med den falgende formel
V.

hvor X, B og W er som tidligere angitt, og nar X er en hydrofob aminosyre, er X
beskyttet med en egnet beskyttelsesgruppe;
- beskyttelsesgruppe(r) fiernes fra den resulterende forbindelse; og

- forbindelsen med formel | utvinnes.

2. Fremgangsmate ifalge krav 1, for fremstilling av en forbindelse med formel |
hvor:

X er en hydrofob a-aminosyre i D-konfigurasjon bundet ved en peptid-binding til
substituenten B, eller en hydrofob gruppe bundet til nitrogenatomet i substituenten
B; B eren rest av en hydrofob a-aminosyre i L-konfigurasjon eller en cyklisk
iminosyre, som kan baere én eller flere alkyl-substituenter bundet til ringen, hvilke
substituenter kan danne en bro for 4 danne en cyklisk struktur;

W er H eller en lavere alkyl-, fenyl- eller fenylalkyl-substituent i 3-, 4- eller 5-stillingen
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i piperidin- eller pyrrolidin-ringen;

D er p-fenyimetyl, p-fenyletyl, etylen, butylen eller propylen;

Y er karbonyl;

Z har en kjedelengde mellom 12 og 40 og fortrinnsvis 20 atomer;
G og G' er like eller forskjellige og er Asp, Glu, |

. 0 0
HN HN
— || — |
eller (coon),
(cH,), (cHy),
-
L —
hvor n er 1 eller 2,
X' er L-Phe, L-4FPhe eller L-4CIPhe;
Q er prolin, pipekolinsyre, sarcosin elier Glu;
Rer GIu-GIu~PII1e—Leu—R' eller Leu-R’, hvor
C
0] 0 0
i [ - i
C er H, -CH2-S-OH. -OH, -O-S-OH, -O-P-OH, eller -CHQ-IE-OH,
it 1 ®
C 0] 0] 0
substituert i para-stilling i fenylringen og R' er en hydroksylgruppe eller
R2
/
-N
\
R3

hvor R og Rj er linezer eller forgrenet alkyl med 1 til 6 karbonatomer eller kan vaere

bundet sammen for a danne en ring med 5-6 ledd, og W er som definert ovenfor,
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karakterisert ved atdetanvendes tilsvarende utgangsmaterialer.

3. Fremgangsmate ifelge krav 1, for fremstilling av en forbindelse med formel |
hvor:
X er D-Phe, D-4FPhe eller D-4CIPhe hvor a-amino-gruppen er naytralisert ved
acetylering eller benzoylering, eller X er naftalensulfonyl, benzensulfonyl,
toluensulfonyt;
B er Val, pipekolinsyre eller Pro;
W er hydrogen eller en lavere alkyl-, fenyl- eller fenylalkyl-substituent i 3-, 4- eller 5-
stilling; )
D er propylen nar B er Pro eller pipekolinsyre eller fenylmetyl,
Y er karbonyl;

?
Z er -(CH2),C-GIn-Ser-His-Asn-Asp-Gly-

hvor

n er et helt tall fra 1 til 4, den native hirudin48-54 sekvens eller en syntetisk spanner
med den generelle formel
7 %

(-CH2-)nC-NH-L-C-
hvor
n er et helt tall fra 1 til 4; og
L er et heksapeptid eller en mettet eller umettet alkylkjede svarende til 18 atomer
eller mindre av et heksapeptid;
R er Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn-OH, Leu-OH eller Glu-Glu-Tyr-Leu-R’ hvor R' er en

hydroksylgruppe eller en gruppe med den faigende formel:

R2
/
B\
R3
hvor

Ro er -CHj eller fenetyl,
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R3 er H eller -CH3 eller R2 og R3 kan vaere bundet sammen for & danne -CH2-CHo-
CH2-CHo-, -CH2-CH9-CH2-CH2-CHg- eller -CHp-CH2-O-CH2-CH2-, og W er som
definert ovenfor,

karakterisert ved atdetanvendes tiisvarende utgangsmaterialer.

4, Fremgangsmate ifglge krav 3, for fremstilling av en forbindelse med formel |,
hvor Z har den falgende formel:

' 0
: “ H Aq
~(CH,) ~CHH \
¢
| vl
A1 0

nogmer hele tall fra 1 il 4: og

hvor

A1, Ao er hver uavhengig H eller des H i cis- eller trans-konfigurasjon;

med det forbehold at nar m er 1, er n 3 eller 4;
hvis A4, Ap erdes H,daerZ

(nH \/\/\
N

c-)

|
0

hvor p er et helt tall fra 1 til 4,

karakterisert ved atdetanvendes tilsvarende utgangsmaterialer.

5. Fremgangsmate ifalge krav 1, for fremstilling av en forbindelse med formel V
hvor
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X er D-Phe;
B er prolin;
D er propylen;
Y er karbonyl;
G er Asp;
G' er Gly;
X' er Phe;
Q er Glu eller Pro;
S
Z er -(CH2)2-C-GlIn-Ser-His-Asp-Asp-Gly-,
0
-(CH2)3-(u3-GIn-Ser-His-Asp-Asp—Gly—,
()
-(CH2)4-&-Gln-Ser-His—Asp-Asp-Gly—,
0 1
-(CH2)4C-(NHCH2CH=CHCH>C),
O 0]
-(CH2)42)-(NHCH20H=CHCH2g:)2, eller
0 0]

] T
-(CH2)4b-(NHCHZCH=CHCHzC)3;

W er H, n-butyl eller metyl; og

R' er Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn-OH; elier -Leu-OH,

karakterisert ved atdetanvendes tiisvarende utgangsmaterialer.

6. Fremgangsmate ifelge krav 1 for fremstilling av en fdrbindelse med den
falgende formel:

45 0 50
i
Ac-(D)Phe-Pro-Arg't-(COCH2)CH9oC-Gin-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-
lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-GInOH, 55 P79

60
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karakterisert ved atdetanvendes tiisvarende utgangsmaterialer.

7. Fremgangsmate ifalge krav 1 for fremstilling av en forbindelse med den
felgende formel:

O
n |
Ac—(D)Phe-Pro-Arg‘P(C—CHz)CHch2,3-Gln-8er-His-Asn-Asp-GIy-Asp-Phe-GIu-GIu-
lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn-OH, P102

karakterisert ved atdetanvendes tilsvarende utgangsmaterialer.

8. Fremgangsmate ifalge krav 1 for fremstilling av en forbindelse med den
felgende formel:

v ?

Ac-(D)-Phe-Pro-Arg¥(C-CH9)CH2CH2CH2C-GIn-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-
Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn-OH, P103

karakterisert ved atdetanvendes tilsvarende utgangsmaterialer

9. Fremgangsmate ifelge krav 1 for fremstilling av en forbindelse med den
falgende formel

(@) (0] q

1l 1" {
Ac-(D)-Phe-Pro-Arg'¥(C-CH2)CH2CH2CH2C-(NH-CH2-CH=CH-CH2-C)1.
Asp-Phe-Glu-Pro-lle-Pro-Leu-OH, : P183

karakterisert ved atdetanvendes tisvarende utgangsmaterialer

10.  Fremgangsmate ifaige krav 1 for fremstilling av en forbindelse med den

folgende formel
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i 3 9
Ac—(D)—Phe-Pro-Arg‘i’(!.‘,-CH2)CH2CHZCH2C-(NH-CH2-CH=CH-CH2-C)2-Asp-Phe-
Glu-Pro-lle-Pro-Leu-OH, P184

karakterisert ved atdetanvendes tilsvarende utgangsmaterialer

11.  Fremgangsmaéte ifeige krav 1 for fremstilling av en forbindeise med den
folgende formel:

o) o)

N il i
Ac-(D)-Phe-Pro-Arg¥(C-CH2)CH2CH2CH2C-(NH-CH2-CH=CH-CH2-C)3-Asp-Phe-
Glu-Pro-lie-Pro-Leu-OR, P185,

karakterisert ved atdetanvendes tiisvarende utgangsmaterialer

12.  Nyforbindelse karakterisert ved denfaigende formel IV

|
Y-Z-6-X'-G'-Q-11e=Pro-R

x
x ~
=

o —z
~ EAN
<

7/

HN NH—K
hvor

D er en lineaer karbonkjede med 2 til 4 karbonatomer som kan vaere sﬁbstituert med
lavere alkyl, eller D er en p-fenyimetyl- eller en p-fenyletyl-gruppe;

Y er karbonyl;

Z er en toverdig lineaer koblings-gruppe med en kjedelengde pa minst 10 atomer,
hvor atomet i nabostilling til karbonatomet i Y kan vaere usubstituert eller mono- eller

di-fluor-substituert, og Z kan vaere sammensatt av en karbonkjede som er avbrutt av
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én eller flere O-, S-, NH-, karbonyl-, ester- eller amidgrupper, idet det terminale atom
i kjeden er et karbonatom som er en del av karbonylgruppen som danner en peptid-
binding med L-a-aminosyren G;

G og G' er like eller forskjellige og er en L-a-aminosyre med en pk-verdi pa 5 eller
lavere;

X' er en hydrofob L-a-aminosyre;

Q er en rest av en L-a-aminosyre eller en cyklisk L-iminosyre;

W er H, eller et forgrenet elier rettkjedet alkyl-, fenyl- eller fenylalkyl-radikal;

R er en hydrofob gruppe omfattende 1 til 5 aminosyrer eller et alkyl-, fenyl- eller

fenylalkyl-radikal som kan vaere substituert med en karboksyl- eller amid-funksjon,
eller

Rer Glu-Glu-Ppe—Leu-R'
C

Glu-Glu-PEe-Leu-Gln-R'

GIu-GIu-PPe—Leu-GIwR'

C
hvor
; n 9 Q
C er H, OH, -O-S-OH, -CHz—Sl-OH eller —O-.I|3-OH, eller CH2-P-OH,
" I\ it
0] 0] O 0]

substituert i para-stillingen i fenylringen, eller

R og R' er like eller forskjellige og er en aminosyre eller en amin-gruppe med
falgende formel:

2
4
\

R3
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hvor R2 og R3 er hver uavhengig hydrogen, lavere alkyl eller fenyl eller kan vaere

bundet sammen for & danne en ring med 5-6 ledd, hvilken ring eventuelt kan
inneholde et ytterligere heteroatom valgt fra O, S og NH og et farmasaytisk
godtagbart salt derav, eller R' er en hydroksyigruppe bundet til Leu for & danne en
karboksylgruppe, og K er en egnet beskyttelsesgruppe, og aminosyrene i nevnte
forbindelse med formel IV er beskyttet med egnede beskyttelsesgrupper.

13.  Forbindelse ifeige krav 12,

karakterisert ved atD erp-fenylmetyl, p-fenyletyl, etylen, butylen eller
propylen; T

Y er karbonyl;

Z har en kjedelengde mellom 12 og 40 og fortrinnsvis 20 atomer;

G og G' er like eller forskjellige og er Asp, Glu,

“l" lol “2" ]
¢

eller (COOH)z

(CH: U

hvor n er 1 eller 2,
X' er L-Phe, L-4FPhe eller L-4CIPhe;
Qver prolin, pipekolinsyre, sarcosin eller Glu;
W er H eller en lavere alkyl-, fenyl- eller fenylalkyl-substituent i 3-, 4- eller 5-stillingen
i piperidin- eller pyrrolidin-ringen;
Rer GIu—GIu-Pr?e—Leu-R' elier Leu-R', hvor
C

? e 9 g

C er H, -CH2-S-OH, -OH, -O-S-OH eller -O-P-OH, eller CH2-P-OH,

i T l il
O O 0] 0O
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substituert i para-stilling
og R' er en hydroksylgruppe eller
/2
-N
\R3
hvor R2 og R3 er linezer eller forgrenet alkyl med 1 til 6 karbonatomer og kan vaere

bundet sammen for & danne en ring med 5-6 ledd.

14.  Forbindelse ifglge krav 12,
karakterisert ved at
W er hydrogen eller en lavere alkyl-, fenyl- eller fenylalkyl-substituent i 3-, 4- eller 5-
stilling;
D er propylen i ringen nar B er Pro eller pipekolinsyre eller fenylmetyl;
Y er karbonyl;
(“)
Z er -(CH2)nC-GIn-Ser-His-Asn-Asp-Gly-

hvor

n er et helt tall fra 1 til 4, den native hirudin48-54 sekvens eller en syntetisk spanner
med den generelle formel
0 0
i (]
(-CH2-)nC-NH-L-C-
hvor
n er et helt tall fra 1 til 4; og

L er et heksapeptid eller en mettet eller umettet alkylkjede svarende til 18 atomer
eller mindre av et heksapeptid;
R er Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn-OH, Leu-OH eller Glu-Glu-Tyr-Leu-R' hvor R' er en
hydroksylgruppe eller en gruppe med den faglgende formel:
Ro
&

\R3
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R2 er -CH3 eller fenetyl,
R3 er H eller -CHg3 eller R2 ag R3 kan vaere bundet sammen for & danne -CH2-CHa-
CH2-CHa-, -CH2-CH5-CH2-CH2-CHo- eller  -CH2-CH2-O-CHo-CHo-.

15.  Forbindelse ifglge krav 14,
karakterisert ved at

Z har den felgende formel:

H A
-(CHy) ,~CHH

c
| P4
0

A,

hvor

n og m er hele tall fra 1 til 4; og

A4, A2 er hver uavhengig H eller des H i cis- eller trans-konfigurasjon;
med det forbehola atnarmer 1, ern 3eler4;

hvis A4, A erdes H,daerZ

hvor p er et helt tall fra 1 til 4.
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16.  Forbindelse ifelge krav 12,
karakterisert ved at
D er propylen;
Y er karbonyl;
G er Asp;
G'er Gl;
X' er Phe;
Q er Glu eller Pro;
o)
Zer -(CHg)z-é-GIn-Ser-His-Asp-Asp-Gly-,
7
-(CH2)3-C-GIn-Ser-His-Asp-Asp-Gly-,
7

-(CH2)4-C-GIn-Ser-His-Asp-Asp-Gly-,

o)
—(CH2)4([3|-(NHCHzCH=CHCHzg).

i q
-(CH2)4C-(NHCH2CH=CHCH2C)>3, eller

O O

| I
-(CH2)4é-(NHCH2CH=CHCH20)3;
W er H, n-butyl eller metyl; og
R' er Glu-Glu-Tyr-Leu-GIn-OH; eller -Leu-OH.

309040
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Figur 1: Protrombin-tid (A) og aktivert partiell tromboplastin=-
tid (B) i normalt, humant plasma for peptidene
P53, P79, P102, P103 or r-hirudin (HV-2)
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1l minutt

Inhibering av trombin-aktivert blodplate-
aggregering med P79
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hirutonin-1| 0 min

M I

0.5

P53 0 min

PS3 30 min

J _
L
3

10 20 30

Tid (min.)

Figur 3: Komparativ proteolyse av hirutonin-II [P79,
Ac-[ (D) Phe45.Arg¥ (COCH,) CH,C0)471hir43-65] og |
P53 [Ac-([D-Phe4%,Arg471hir45765] i humant plasma
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